UNIVERZITA PALACKEHO V OLOMOUCI

Prirodovédecka fakulta

Katedra biochemie

Polymorfismus genu ATG16L1 (autophagy-related
16-like 1) a geneticka vnimavost k sarkoidoze u
ceskych pacientu

BAKALARSKA PRACE
Autor: Katefina Staffova
Studijni program: B1406 Biochemie
Studijni obor: Biochemie
Forma studia: Prezencni
Vedouci prace: MUDr. FrantiSek Mrazek, PhD.

Termin odevzdani prace: 8.2011



~Prohlasuji, Ze jsem pfedloZzenou bakalafskou praci vypracovala samostatné za

pouziti citované literatury.”

V Olomouci dne 18. 7. 2011



Dékuji MUDr. FrantiSsku Mrazkovi, PhD. za odborné vedeni mé bakalarské prace,
pfedevSim za pomoc pfi hledani potfebnych informaci a odbornych ¢&lanka, za

nepostradatelné rady a pfipominky a také za obrovskou trpélivost.



Bibliograficka identifikace:

Jméno a pfijmeni autora  Katefina Staffova

Néazev prace

Typ prace
Pracovisté

Vedouci prace

Rok obhajoby prace
Abstrakt

Klicova slova
Podet stran
Pocet pfiloh

Jazyk

Polymorfismus genu ATG16L1 (autophagy-related 16-like
1) a geneticka vnimavost k sarkoidéze u ¢eskych pacientu
Bakalarska

Katedra biochemie

MUDr. FrantiSek Mrazek, PhD.

2011

Choroby, na jejichz vzniku se podili dédi¢na slozka i zevni
faktory, se oznacuji jako komplexni. V posledni dobé je
vénovano znacné usili na identifikaci genovych variant,
které se na dédicné slozce komplexnich nemoci podileji.
Do skupiny komplexnich chorob patfi i sarkoidoza,
systémové zanétlivé onemocnéni s multigenni dédiCnou
slozkou. Tato prace je zaméfena na testovani pfipadného
vztahu mezi sarkoidézou a polymorfismem genu
vyznamného pro autofagii (ATG16L1). V experimentélni
¢asti byla nejprve od 195 pacientl se sarkoidézou a 101
zdravych kontrolnich jedincd ziskana DNA vysolovaci
technikou dle Millera. Po navrhu vhodnych primer( a
zavedeni genotypizacniho protokolu byl polymorfismus
ATG16L1 rs2241880 vySetfen u vSech zafazenych jedincd
metodou PCR-SSP. Produkty PCR byly detekovany
elektroforézou na agarosovém gelu a vizualizovany na UV
transiluminatoru. Zjisténé frekvence alel a genotypl
vySetfovaného polymorfismu byly v souladu s Hardy-
Weinbergovym zakonem a neliSily se mezi skupinami
pacientll se sarkoidézou a kontrolnich jedincu. Zavér:
Prestoze polymorfismus ATG16L1 rs2241880 zvysSuje
riziko jinych zanétlivych onemocnéni, na genetické
vnimavosti k sarkoidéze se v ¢eské populaci vyznamné
nepodili.
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Complex diseases are dependent on both genetic and
environmental factors. Enormous effort is currently applied
to the identification of gene variants conferring heritable
component of complex diseases. Sarcoidosis is a complex
systemic inflammatory  disorder  with  multigenic
component. This thesis aims on testing of possible
relationship between sarcoidosis and the polymorphism of
the gene ATG16L1. In the experimental part, DNA was
initially obtained by a “salting-out” technique from 195
sarcoidosis patients and 101 healthy control subjects.
After specific primers were designed and genotyping
protocol was established, polymorphism ATG16L1
rs2241880 was genotyped using the PCR-SSP method.
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and visualized by UV light. The frequencies of ATG16L1
alleles and genotypes complied with Hardy-Weinberg law
and were similar in the groups of patients with sarcoidosis
and control subjects. Conclusion: Despite polymorphism
ATG16L1 rs2241880 increases a risk for other
inflammatory diseases, it is probably not involved in the
genetic susceptibility to sarcoidosis in Czech population.
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Cile bakalarské prace:

1. Zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se genovymi polymorfismy,
genotypizaCnimi technikami a charakteristikou onemocnéni sarkoidozou

(vCetné genetické slozky).

2. Navrh primer( a zavedeni protokolu pro genotypizaci SNP varianty rs2241880
na genu ATG16L1 metodou PCR-SSP.

3. Provedeni genotypizace polymorfismu ATG16L1 rs2241880 u vzorku zdravé

populace a pacientu se sarkoidézou ¢eské narodnosti.

4. Statistické vyhodnoceni alelické, genotypové a fenotypové frekvence
vySetfovaného polymorfismu genu ATG16L1 u pacientl a kontrolnich jedincu;

posouzeni jeho vyznamu pro genetickou vnimavost k sarkoidéze.
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1.1. Uvod

Moderni biomedicinsky vyzkum, ktery se v poslednich letech stéle vice opira o
vyuziti novych technologii a pokro€ilych bioinformatickych postupl, zasadnim
zpusobem pfispél k poznani molekularnich mechanism( patogenezy fady chorob.
Znacné usili je vénovano hledani pfi€iny fady doposud nevyjasnénych onemocnéni.
Cilem téchto snah je identifikovat procesy vedouci ke vzniku onemocnéni a ziskané
poznatky vyuzit k prevenci a 1éEbé téchto chorob. Velké mnozstvi onemocnéni se da
ovlivnit omezenim zevnich pfi€in, napf. zménou zivotniho stylu. Obecné vSak plati, ze
se nachylnost k vétSiné spoleCensky vyznamnych onemocnéni mezi lidmi liSi. V téchto
pfipadech se mlize zasadnim zpusobem uplatit individualni geneticka vybava jedince.
To, zda u konkrétniho Clovéka dojde ke vzniku a rozvoji onemocnéni, z velké Casti
ovliviiuje pravé variabilita genl, ve vétsSiné pfipadd ve spojeni s faktory vnéjSiho
prostiedi.

Lidské choroby je tak mozné z hlediska jejich genetické slozky zjednodusené
rozdélit na tfi zakladni typy:

a. Monogenni choroby (jeden gen/genovy defekt zodpovédny za
onemocnéni)

b. Komplexni choroby (zpravidla multigenni typ dédiénosti, roli hraji i vlivy
enviromentalni)

c. ,Choroby* bez genetické slozky (napf. vétSina Urazt)

Komplexni choroby jsou z hlediska vyskytu (incidence) nejCastéjSi, méné se
vyskytuji nemoci monogenni (napf. fenylketonurie, hemofilie, cysticka fibrosa) nebo
choroby zcela postradajici genetickou slozku. Komplexni choroby se v |ékafské védé
tési velkému zajmu; do této skupiny patfi vétSina spoleCensky vyznamnych nemoci,
které se vyznamné podileji na celkové nemocnosti/imrtnosti v populacich
v rozvinutych zemi (ateroskler6za, alergie/astma, nadory, autoimunitni choroby).
Identifikace konkrétnich genovych variant (polymorfism(), které muizeme dat do
souvislosti s danou chorobou, v8ak neni jednoducha predevSim v disledku znacéné
variability lidského genomu (existuje nepfeberné mnozstvi polymorfismi). Navic
v lidském genomu existuji rozdily mezi rdznymi etnickymi skupinami. Genova varianta
pfispivajici k nachylnosti k onemocnéni u jednoho etnika tak nemusi mit v jiné populaci
zadny vliv.

Do skupiny komplexnich chorob patfi i sarkoidéza, kterou jsem si vybrala jako
téma své bakalafské prace a sledovala jeji pfipadné spojeni s polymorfismem genu

ATG16L1 rs2241880, ktery jesté v této souvislosti nebyl u ¢eské populace studovan.
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V pfipravné fazi bylo proto nutné navrhnout a zavést protokol pro vySetfeni uvedeného
polymorfismu pfi vyuziti metody PCR-SSP (od navrhu specifickych primerl az po
optimalizaci vlastnich reakénich podminek).

Sarkoidoza a jeji geneticka slozka je jednim z hlavnich témat, kterym se zabyva
LaboratoF imunogenomiky a proteomiky pfi Ustavu imunologie Lékarské fakulty UP a
Fakultni nemocnice Olomouc. S vyuZitim genotypizacnich metod (PCR-SSP, qRT-
PCR) zde jiz byla fada polymorfismU imunitnich gend u sarkoidézy zmapovana a u

nékterych byla souvislost s touto nemoci prokazana.

1.2. Charakteristika vybranych genovych polymorfismu

Genovy polymorfismus definujeme jako existenci dvou nebo vice alel (variant
genu) najednom lokusu. Abychom mohli hovofit o polymorfismu, musi vzacngjsi

varianta (varianty) svym vyskytem pfevySovat 1% v populaci.

1.2.1. SNP

Jednonukleotidové polymorfismy (z angl. single nucleotide polymorphism)
jsou definovany jako mozny vyskyt dvou nebo vice riznych nukleotidl v jedné pozici
DNA a/nebo genu v dané populaci (obr. 1).

Podle polohy v DNA (ve vztahu ke genu) rozeznavame polymorfismy
v kodujicich oblastech (exony) nebo v oblastech nekodujicich (introny, regulaéni oblasti
genu, negenova DNA). Pojem funk&ni genovy polymorfismus pouzivame v pfipadég, ze
ma dana genova varianta vliv na strukturu genovych produktt nebo funkci gend (napf.
kodujici nesynonymni polymorfismy, varianty ovliviiujici sestfih genu nebo vazebna
mista pro transkripCni faktory).

Polymorfismy kédujicich oblasti muzeme rozdélit na synonymni, u kterych
zmeéna nukleotidu nema vliv na sekvenci aminokyselin v polypeptidu (diky degeneraci
genetického kodu) a nesynonymni, kdy dochazi ke zméné kodované sekvence
aminokyselin. Vznikly protein tak mize vykazovat kvalitativni neb kvantitativni zménu

funkce nebo muze byt zcela nefunkéni.
1.2.2. STR/VNTR

Jedné& se o polymorfismy (z angl. short tandem repeats / variable number of

tandem repeats), kdy se za sebou ve variabilnim poltu opakuje jednotka 2-6 para

-11 -



nukleotidl (STR) nebo je zakladni opakovana jednotka vétSi (VNTR). Nachazeji se
pfedevSim okolo chromosomalni centromery. Jsou hojné vyuzivané pro identifikaci
osob (napf. ur€eni otcovstvi). Znamé jsou také pod pojmem mikrosatelity nebo jako
.Kkoktajici“ DNA (obr. 1).

A
a B
ATTGCGACTCAGTAGG CCTTACGCGCGACTT
TAACGCTGAGTCATCC
J GCTTACGCGCGCGACTT
ATTGCGGCTCAGTAGG
TAACGCCGAGTCATCC GCTTACGCGCGCGCGACTT

Obr. 1: (A) SNP — zaména jednoho nukleotidu (B) STR — rlizny pocet opakovani
dvojice (nebo i vice) nukleotidd

1.2.3. CNV
Jednd se o Vvariabilitu v poctu kopii rozsahlych a komplexnich oblasti
genomické DNA (celé exony, geny nebo skupiny genu), které se mohou u lidi rizné
pocetné (z angl. copy number variation). Zahrnuje velké Useky DNA. Velikost variabilni
DNA jednotky CNV neni jednoznacné definovana, ale zpravidla byva od 1kbp az po
nékolik Mbp. Biologicky vyznam konkrétniho CNV je zpravidla zavisly na tom, jaké
geny obsahuije.

1.3. Identifikace a vySetieni genovych polymorfismu
(metody)

K identifikaci a vySetfeni genovych polymorfism0 existuje obrovské mnozstvi
technik, které od konce 80. let nejCastéji vyuzivaly postupy na principu PCR
(polymerase chain reaction), jedné ze z&kladnich metod molekularni biologie.
V poslednich letech se stéle vice uplatiuji vysokokapacitni techniky genotypizace a
sekvenovani nové generace. V nasledujicicm textu jsou uvedeny principy nékolika

nejznaméjsich technik.
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1.3.1. PCR - RFLP (Polymerase chain reaction with restriction fragment

length polymorphism)

Usek DNA namnoZeny pomoci PCR a zahrnuijici testovany polymorfismus se
podrobi $tépeni pomoci specifické restrikéni endonukleazy. V zavislosti na daném
polymorfismu se li8i mista Sté€peni. Tyto restrikéni produkty poté detekujeme pomoci
elektroforézy.

1.3.2. PCR - SSP (Polymerase chain reaction with sequence specific

primers)

Pouzité specifické primery, které ve své sekvenci jiz zahrnuji zkoumany
polymorfismus nebo konkrétni alelu, odlisi jednotlivé produkty uz pfi amplifikaci.
K amplifikaci dochazi pouze v pfipadé, kdy dojde k Uplné hybridizaci mezi primery a
cilovou sekvenci. Pokud se tak nestane, amplifikace neprobéhne, zadny produkt PCR
nevznikne (obr. 2 a 3). Zda byla PCR reakce pozitivni nebo negativni, zjistujeme opét
pomaoci elektroforézy. Tato metoda byla vyuzita v experimentalni ¢asti této bakalarské
prace.

(A)

+DNA polymeraza SYNTEZA

[ | Sl 1 E Sosscaeer———1)
/ 3 r

ZAHRATI +dATP DNA
L B« ODDELENI HYBRIDICACE +dGTP Z PRIMERU
. ' RETEZCU FAIMERR dCTP

dvojsroubovice +
DNA +dTTP
A
== — 1=

1. krok 2. krok 3. krok

' — prvni cyklus

Obr. 2: Znazornéni jednoho cyklu polymerazové fetézové reakce (pfevzato ze
Z&klady molekularni biologie, Alberts et al., 2005)
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m extrakce DNA

amplifikace DNA se sekvencéné-specifickymi primery

Obr. 3: Princip PCR — SSP: Ziskanou
DNA podrobime PCR. Pokud dojde
k Uplné hybridizaci mezi cilovou sekvenci

a primery, reakce probéhne a vysledny

produkt detekujeme elektroforézou. Pokud

shoda neshoda hybridizace neprobéhne, na gelu Zadny
produkt nevidime a reakce je negativni.
amplifikace amplifikace

probiha ' neprobiha (pfevzato z ¢lanku Hlavni histokompatibilni
DETEKCE komplex  Clovéka (HLA) v Klinické
imunologii: nomenklatura a moznosti

_:Z:tr:‘;;) laboratorni diagnostiky. (2000), Alergie)
http://www.tigis.cz/images/stories/Alergie/2

g 000/03/02_03_2000.pdf

»

interpretace

1.3.3. gRT - PCR (quantitative real time - polymerase chain reaction)

Umoznuje méfit nartist amplifikovaného produktu v realném case. To je mozné
diky sondé (prébé) s fluorescencnim znacenim, ktera se pfipojuje Vv misté
polymorfismu. Ta na svém 5' konci nese zafi€ a na 3' konci zhasSe¢. Pokud
je hybridizace UplIna, proba diky exonukleazové aktivité termostabilni DNA polymerazy
degraduje, zhaseC se odstépi a dojde k vzestupu fluorescence, ktera je detekovana.
Méfeni signalu probiha v kazdém cyklu. Vysledkem je graf, na kterém vidime kfivku

exponencialniho ristu fluorescence odpovidajici mnozstvi vzniklého produktu.

1.3.4. Microarray techniky

Tyto metody jsou vhodné predevS8im pro genotypizaci velkého poctu SNP
polymorfismd najednou. Jsou zaloZzeny na principu PCR-SSO (Polymerase chain
reaction with sequence specific oligonucleotides), kdy je na malém Cipu navazano
obrovské mnozstvi nukleotidovych sond. Stejné jako u jinych technik musi pfi pozitivni
reakci dojit k uplné hybridizaci. To, zda hybridizace probéhla, zjistime pomoci
specialniho zafizeni uréeného ke ,Cteni Cipu. Metoda ma v8ak nizsi specificitu a
citlivost (Rapley R. et al., 2004).
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1.3.5. Sekvenovani

.Klasicka“ technika sekvenovani pracuje vétSinou na principu Sangerovy
metody, kdy k jednofetézcové DNA (templatu) je syntetizovano druhé vilakno.
Jednotlivé  deoxynukleotidtrifosfaty (dNTPs) jsou pfipojovany enzymem DNA
polymerazou a vznika tak komplementarni fetézec. Kromé deoxynukleotidtrifosfatu
jsou v reakéni smési obsazeny i radioaktivnhé nebo v dnedni dobé spiSe fluorescentné
znacené dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTPs), které nemaji na 3° konci OH skupinu a
po jejich pfipojeni neni jiz mozné fetézec dale prodluzovat. Vznikne tak specificky
dlouhy produkt zakoncéeny jednim ze d&tyf dideoxynukleotidtrifosfatd, ktery je poté
separovan kapilarni elektroforézou na polyakrylamidovém gelu a detekovan pomoci
laseru.

Metoda je v dnesni dobé jiz pIné automatizovana a propojeni s PC a vhodnym
softwarem nam umoznuje rychlé vyhodnoceni vysledk(. Zarover je mozno sekvenovat
dosud nezndmé genomy. V posledni dobé jsou klasické sekvenéni techniky stale vice

nahrazovany vysokokapacitnimi metodami druhé a tfeti generace.

1.3.6. MALDI-TOF (matrix-assisted laser desorption and ionization — time

of flight)

Jedna se o aplikaci hmotnostni spektrometrie, ktera je uréena pro méfeni
spekter netékavych latek, zvlasté biopolymerd (v nasem pfipadé syntetickych
oligonukletidl), jelikoz se jedna o meékkou ionizacni techniku, pfi které nedochazi
k nezadouci fragmentaci molekul. lonizace probiha za u€asti matrice (derivaty kyseliny
skoficové, benzoové, pikolinové...), kdy je vzorek nejdfive s jednim z derivatd smichan
a poté ozaren laserem. PFi ozafeni dochazi k odpafeni a ionizaci vzorku, ktery je pfed
vstupem do TOF analyzatoru urychlen vysokym napétim. Detekce probiha na zakladé
ur€eni doby praletu TOF analyzatorem az k detektoru. Doba pruletu je zavisla na m/z

(m — hmotnost, z — n4boj).

1.4. Prukaz vztahu mezi nemoci a genovou variantou

Chceme-li identifikovat konkrétni genové varianty, které maji vztah k danému
onemocnéni s dédi¢nou sloZkou, mame k dispozici nékolik zakladnich pfistupu. Volba
nejvhodnéjSiho postupu je do znacné miry zavisla na vyskytu (incidenci) daného
onemocnéni v populaci a skuteCnosti, zda se jednd o nemoc monogenni nebo

komplexni.
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Jednou z moznosti hledani/prikazu vztahu mezi nemoci a genovymi
polymorfismy je analyza vazby (linkage analysis), kter4 sleduje dédi¢nost choroby ve
vztahu ke genovym variantdm v rodinach a mizeme ji rozdélit na:

a. Parametrickou — ke studiu vyuziva rodokmeny a mapuje podrobné vyskyt
nemoci vrodindch. Statisticky vhodna pro monogenni (neboli
.Mendelovské®) nemoci, kde je model dédiénosti specificky.

b. Neparametrickou — metoda ,sdilenych alel“ (z angl. ,allele-sharing metod*),
kde je potfeba nejméné dvou rodinnych pfisluSnik(l postizenych danym
onemocnénim. NejCastéji se jedna o studie na sourozencich. Je vhodnégjsi
pro komplexni nemaoci, jeji citlivost je niz§i nez v pfipadé asociacnich studii
(viz dale).

Pro ureni vnimavosti (susceptibility) k onemocnéni se dale €asto vyuziva
metoda asociacnich studii. Genetickd asociace s nemoci mlze byt pfima, kdy se
sledovana varianta skute¢né podili na vnimavosti k nemoci (,kauzalni“ varianta), nebo
nepfima, ktera vznika v dasledku tzv. vazebné nerovnovahy (linkage disequilibrium).
V tomto pfipadé dochazi k asociaci mezi vySetfovanou a kauzalni variantou, které se
na chromozomu nachéazeji blizko sebe (tzv. haplotyp). Kombinace této sestavy alel
genlt je CastéjSi, nez se teoreticky predpoklada. Jako pficiny vzniku vazebné
nerovnovahy se uvadi nahodny geneticky posun, selekéni tlak, pfibuzenské kfizeni a
miseni populaci. Vazebné nerovnovahy se &asto vyuzivd pfi mapovani vysoce
polymorfnich oblasti (mikrosatelitt), které nemaji pfimou souvislost s onemocnénim,
ale mohou se nachazet ve vazebné nerovnovaze s variantami, které vnimavost
k danému onemocnéni podmiriuji.

Genetické asociani studie mohou vyuzivat tzv. pfistup kandidatnich gena, kdy
sledujeme vybrané varianty genu, které bezprostiedné souviseji s patogenezi
onemocnéni. Zde se nejCastéji vyuziva porovnavani vyskytu variant u pacientd a
kontrolnich jedincl (case-control studies). Na zakladé porovnani genotypové a alelické
frekvence v téchto skupinach zhodnotime vliv genetické varianty na vnimavost
k nemoci. Mizeme tak urcit, zda se v daném pfipadé jednd o alelu predisponujici
k nemoci, alelu ochrannou (protektivni) nebo variantu bez vlivu na onemocnéni. Tento
typ studii je vhodny pro komplexni choroby a zaméfuje se zejména na genotypizaci
funk&nich polymorfisml. Geneticka asociacni studie u sarkoidézy s vyuzitim populaéni
kontroly byla vyuzita i v této bakalarské praci.

Dal$i modifikaci jsou asocia¢ni studie v rodiné (family-based association study),
které zpravidla zahrnuji dité s nemoci a jeho rodi¢e. Mezi tyto studie fadime i nejCastgji
vyuzivany tzv. transmission disequilibrium test (TDT). Jedn& se sledovani nerovnovahy

v pfeneseni alel z heterozygotniho rodi€e na postizené dité. Porovnavame tedy
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frekvenci alely pfenesené na potomky s frekvenci alely nepfenesené (Tang W. Ch. et
al., 2008).

Z hlediska genetické epidemiologie jsou obecné velmi vyznamné studie na
jednovajeCnych dvoj¢atech. Diky shodé genetické vybavy je mozZné sledovat, jak
velkou roli hraje geneticka slozka onemocnéni a do jaké miry je jeho vznik ovlivihiovan
faktory vnéjSiho prostiedi; velmi Casto se vysledky porovnavaji s nélezy u

dvojvaje¢nych dvoj¢at.

1.5. Gen ATG16L1

Gen ATG16L1 (autophagy-related 16-like 1) se nachazi na dlouhém raménku
chromozomu 2 (2q), konkrétné v chromozomalnim regionu 2g37.1. Koduje protein,
ktery je soucasti proteinového komplexu zodpovédného v burice za procesy autofagie.
Komplex tvofi jesté proteiny kddované geny ATG5 a ATG12.

Uvedeny proteinovy komplex hraje roli pfi tvorbé (konkrétné pfi elongaci)
autofagosomu, coz je bunélna organela s dvojitou membranou, kterd pohlcuje
bunéfny material, avSak postrada lysozomalni enzymy. Proto nasledné dochazi k fuzi
autofagosomu s lysozymem, ktery tyto rozkladné enzymy obsahuje (Deretic V., 2006).
Autofagie ma velky vyznam pro imunitni systém, kdy dochazi k degradaci a recyklaci
Castic (posSkozené organely a proteiny, intracelularni patogeny). Pokud tedy dojde
k defektu nékterého z gend dullezitych pro autofagii, maze dojit k ovlivnéni homeostazy
imunitniho systému i celého organismu (Heath R.J. & Xavier R.J., 2009).

Pro varianty genu ATG16L1 byla v pfedchozich studiich prokazana spojitost
s Crohnovou chorobou. Crohnova choroba je zanétlivé onemocnéni postihujici travici
soustavu, které je velmi vyrazné podminéno geneticky. Stejné jako u sarkoiddzy se
jedna o komplexni onemocnéni, takze kromé jiz zminéné genetické slozky je
ovliviilovano i zevnimi faktory. Zaroven je vlastni pfi¢ina Crohnovy choroby stejné
nejasna jako u sarkoidézy. Crohnova choroba patfi spolu s ulcer6zni kolitidou mezi tzv.
nespecificka zanétlivd onemocnéni stfev (z angl. inflammatory bowel disease, IBD),
kterd se svou genetickou predispozici, nékterymi klinickymi projevy a imunologickymi
mechanismy ¢astecné podobaji sarkoidéze. Proto se o genu ATG16L1, u kterého bylo
spojeni s Crohnovou chorobou opakované prokazano, uvazuje jako o vyznamném
kandidatnim genu vzhledem k vnimavosti k sarkoid6ze (Fischer A. et al., 2011).

Studie asociaci Crohnovy choroby s genem ATG16L1 byly provedeny v mnoha

zemich. Napfiklad v britské populaci byla prokdzéna spojitost mezi variantami
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ATG16L1 a Crohnovou chorobou, nikoliv v8ak ulcerdzni kolitidou (Cummings J. R. et
al., 2007). Pfedchozi vysledek potvrdila také studie ve Spanélsku (Marquez A. et al.,
2009). Naopak v Ciné tato asocicace prokazana nebyla, coZ pfipomina odli$nost vlivu
genetické slozky u raznych etnickych skupin (Zhi J. et al., 2008). Kromé& dospélych
jedincu byly testy provadény i u détskych pacientt (napf. Amre D. K. et al., 2009).

1.5.1. Polymorfismus ATG16L1 rs2241880

V této praci jsme se zaméfili na funkéni polymorfismus, ktery se nachazi
v kéduijici oblasti genu ATG16L1. Vyménou adeninu za guanin se méni kodon ACT na
GCT a dochazi k zaméné aminokyseliny threoninu v pozici 300 ATG16L1 proteinu za
alanin (T300A). Jedna se tedy o polymorfismus nesynonymni - méni se
aminokyselinovd sekvence proteinu. PFfi synonymnim polymorfismu k zaméné
aminokyselin nedochazi. Existence synonymniho polymorfismu je mozna diky
degeneraci genetického kédu, kdy vice kodon( kéduje jednu aminokyselinu.

Uvedeny polymorfismus, vySetfovany také v této praci, tedy patfi do podskupiny
funkénich genovych variant, které méni strukturu kédovaného ATG16L1 proteinu a je

povazovan za ,vedouci“ variantu spojenou s vnimavosti ke Crohnové nemoci.

1.6. Sarkoid6za

Sarkoidoza je systémové granulomatézni onemocnéni, jehoz pfi€ina neni
znama. V soucasné dobé se nevi, zda je vlastni pfiCinou infekce (bakteriemi, viry nebo
plisnémi) nebo se jedna o imunitni reakci proti jinému (dosud neznamému) antigenu.
Postihuje rzné tkané a organy, nejCastéji vSak dychaci systém a hlavné plice (az u
90% pacientl) a nitrohrudni lymfatické uzliny. Kromé nich mlze také zasahnout
nervovy systém, jatra, o€i, slezinu, kazi, ledviny a dalSi organy. Klinické pfiznaky
sarkoidozy odpovidaji rozsahu a lokalizaci postizeni.

Sarkoid6za postihuje pfevazné dospélou populaci mladSiho a stfedniho véku a

je diagnostikovano €astéji u zen nez u muzu.

1.6.1. Patogeneze
Typickym projevem sarkoidozy je tvorba granulomu. Granulomy bézné vznikaji
pfi zanétlivych procesech v organismu proto, aby zabranily Sifeni patogent a ochranily

tak okolni tkané. Pfi sarkoidéze vSak vznikaji na dosud neznamy podnét. Granulomy
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maji u sarkoidézy charakter nekaseifikujiciho kompaktniho centralné organizovaného
shluku makrofagl a epiteloidnich bunék, ktery je obklopen lymfocyty (lannuzzi M.C. et
al., 2007).

Granulomy vznikaji a rozvijeji se na zakladé stimulace imunitniho systému, kdy
CD4+ T lymfocyty interaguji s antigennimi peptidy, které jsou exprimovany na povrchu
bunék prezentujicich antigen ve vazbé na HLA molekuly. Aktivované T-lymfocyty pak
mohou diferencovat do rlznych typu (Th1, Th2, Th17), které uvoliuji fadu signalnich
proteinl-cytokinu (interleukiny a interferony), jejichz uUlohou je aktivace a regulace
imunitni odpovédi (obr. 4). V prvnich fazich sarkoid6zy T-lymfocyty pfevazné
diferencuji na Th1 burky, které plsobi prozanétlivé a produkuji interleukin-2 a
interferon-y a stimuluji pfeménu makrofagl na aktivované makrofagy. Zaroven se
v misté pocinajiciho granulomu uvolfiuji chemotaktické proteiny (zejména chemokiny),
které podporuji lokalni akumulaci bunék zanétu. Th2 bunky mohou naopak regulovat
vznik zanétu, produkuji interleukiny-4, -5, -6 a -10 a aktivuji B-lymfocyty.

Podle nalezu pfi rentgenovém vySetfeni hrudniku se plicni sarkoidéza déli na

nékolik stadii:
|. stadium — izolovand adenopatie obou plicnich hild (bilateralni
lymfadenopatie)

II. stadium — bilateralni lymfadenopatie s plicnimi infiltraty

lll. stadium — pfitomny pouze infiltraty

IV. stadium — plicni fibr6za

Pokud je nélez na RTG hrudniku bez vyznamnych zmén, oznacuje se jako
nulté stadium (zpravidla jde o mimohrudni postizeni).

PfestoZe etiologie onemocnéni sarkoidézou neni dosud vyfeSena, nékteré
vyzkumy uvazuji dlouhodobé jako mozného pavodce bakteridlni patogen
Mycobacterium, konkrétné Mycobacterium tuberculosis (puvodce tuberkul6zy) nebo
tzv. atypicka mykobaktéria. Sarkoiddza se totiz svymi imunologickymi, patologickymi a
epidemiologickymi znaky do zna¢né miry podoba jinym mykobakterialnim infekcim,
mezi néz tuberkuléza patfi. Nedavna studie v8ak na zakladé porovnani zdravych
jedincu, pacientu s tuberkul6zou a pacientl se sarkoid6zou tuto hypotézu nepotvrdila,
protoZe u pacientl se sarkoid6zou nebyly hodnoty pfi vySetfenich specifické lokalni a
systémové imunitni odpovédi natolik zvySené, aby korespondovaly s hodnotami
naméfenymi u pacientd s tuberkul6zou a spiSe odpovidaly hodnotam u zdravych
kontrol (Horster R. et al., 2009).
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Obr. 4: ZjednoduSeny mechanismus vzniku granulomu: APC = antigen
prezentujici bunka s navdzanym antigenem produkuje kromé vysokych hladin
tumor nekrotizujiciho faktoru a také interleukiny-12, -15, -18, makrofagovy
zanétlivy protein 1 (MIP-1), monocytovy chemotakticky protein 1 (MCP-1) a
faktor stimulujici kolonie granulocytd a makrofagu (GM-CSF). Poté interaguje s T
bunikou (T-lymfocytem) CD4+ (kliCova burika pro zanétlivy proces vedouci
k tvorbé granulomu). Aktivovand CD4+ T-burika diferencuje na dva typy: Th1
pomocnou buriku sekretujici hlavné interleukin-2 a interferon-y a Th2 pomocnou
buniku sekretujici pfevazné interleukiny-4, -5, -6 a -10. To vede Kk tvorbé

granulom.

1.6.2. Formy onemocnéni sarkoid6ézou
Z hlediska pfiznaku, patologickych nalezl i prognézy je sarkoidéza onemocnéni
pomérné pestré; v fadé pfipadl dochazi ke spontannimu vymizeni choroby. V jinych
pfipadech se mize postizeni i pfes lIéEbu zhorSovat a vést k zavaznym zdravotnim
disledkdm (napf. plicni fibréza az respiraéni selhani). Podle pribéhu choroby jsou
napadné zejména dvé ,extrémni“ formy sarkoidézy:
a. Akutni sarkoidéza, tzv. Léfgrenav syndrom
Poprvé popsan Svenem Lofgrenem v 50. letech 20. stoleti. Typicky je pro néj
nahly prudky zacatek nemoci. NejastéjSimi symptomy jsou horecka,

lymfadenopatie obou plicnich hill, erythema nodosum a artritida kloubl kotniku.
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Obecné vSak pacienti s touto formou nemoci maji dobrou prognézu (Grunewald J.
& Eklund A., 2009); v naprosté vétSiné pfipadd u nich dochazi ke spontanni
Uzdrave.
b. Chronické& sarkoid6za

U této formy nemoci je poc€atek pozvolny. Typickymi symptomy jsou lupus
pernio, chronicka uveitida, neurosarkoidéza, postiZzeni nosni sliznice a chronicka
hyperkalcémie. Plicni infiltrace mize u chronické sarkoidézy pfechazet do fibrézy

se zavaznymi funkénimi nasledky.

1.6.3. Genetickd vnimavost k sarkoid6ze

Sarkoiddza je povazovana za komplexni onemocnéni, coz znamena, ze za jeho
vznik odpovidaji jak faktory genetické, tak faktory zevniho prostredi
(,environmentalni“), které vSak u sarkoidézy nejsou znamy. Geneticka slozka
onemocnéni je pomérné vyznamna, jak dokladaji epidemiologické studie (vy$Si vyskyt
mezi pribuznymi pacientl, rozdily mezi etniky, studie na dvojcatech). Obecné se
predpoklada, Ze je geneticka slozka sarkoidézy multigenni — ucastni se na ni variabilita
celé fady gend.

Mnoho studii se proto zabyvalo a v souasné dobé zabyva souvislosti
(,asociaci) mezi variantami gend a vznikem a rozvojem onemocnéni. Jednou
z nejvyznamnéjSich cilovych oblasti lidského genomu pro tyto studie je HLA (human
leukocyte antigen) systém na kratkém raménku 6. chromozomu (6p). Je to proto, ze
tato oblast obsahuje mnoho polymorfnich geni zodpovédnych za imunitni odpovéd a
zmeény v jejich sekvenci mohou ovliviiovat strukturu a funkci fady imunitnich molekul,
které tyto geny kéduiji.

Studie se v mnoha pfipadech zabyvaji vnimavosti k sarkoidéze u
Afroameri€an, ktefi jsou vice nachylni k tomuto onemocnéni nez jiné etnické skupiny.
Vyskytuje se u nich az tfikrat Castéji. (Rybicki B. A. et al., 1997). AfroameriCané
zaroven trpi vySSi hustotou granulomud v postizené tkani oproti bélochum. Co se plic
tyCe, hustota granulomd muze byt az o polovinu vyssi v bronchialni tkani a az o &tvrtinu
vysSi v pfipadé tkané alveolarni. Obecné vSak zavisi hustota granuloml na stadiu,
v jakém se pacient nachazi (Burke R. R. et al., 2009).

U Afroameri€anu byla zkoumana napf. spojitost mezi vznikem onemocnéni a
alelami HLA-DQB1 v rodinach, kde se jiz sarkoidéza vyskytla. Vysledky ukazaly
Castéjsi vyskyt alely HLA-DQB1*0602 v rodinach, u nichz byla sarkoid6za jiz
v minulosti zaznamenana. Naopak vyskyt varianty HLA-DQB1*0201 byl v téchto
rodinach niz8i, nez u rodin bez pfedchoziho vyskytu sarkoiddzy (lannuzzi M.C. et al.,

2003). Podobny vysledek zaznamenali védci pfi studiu nizozemskych a britskych
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pacientl, kdy byla alela HLA-DQB*0201 Castéji zaznamenana u pacientd s mirnym
pribéhem nemoci (stadium 0. nebo I.) na rozdil od alely HLA-DQB*0602, ktera byla
spojena s méné pfiznivou formou nemoci (plicni infiltrace/fibroza, stadia I1.-1V) (Hiroe
S. et al., 2002). Také alela HLA-DRB1*1101 se uk&zala jako rizikovy faktor ve spojeni
se vznikem sarkoidozy, a to jak u populace ¢ernochd, tak i u bélochtt (Rossman M. D.
et al., 2003).

DalSi spojitost mezi sarkoid6zou a genovou oblasti HLA byla prokazana u genu
kédujiciho butyrofilin 2 (BTNL2), ktery se nachazi v oblasti mezi geny pro HLA II. a lll.
tfidy. Butyrofilin  patfi do velké rodiny imunoglobulini. Gen kbéduje malé
imunoglobulinové ektodomény, které na svém N-konci (dva homologni N-konce
s variabilnimi doménami IgV) nesou signalni peptid a na C-konci (jedna konstantni
doména IgC) transmembranovou helix, kter4 ukotvuje protein v membrané bunky
prezentujici antigen. Polymorfismus rs2076530, ktery se nachazi ve funk&ni oblasti
genu, zpUsobuje zaménu guaninu za adenin. To ma za nasledek posunuti
sestfihového mista 0 4 baze dopfedu. Syntetizovany protein postrada na C-konci IgC
doménu a transmembranovou helix. Vysledkem je absence membranovych proteina,
ukotvenych pomoci BTNL2, coz mize zvysSit nachylnost k sarkoid6ze a mit vliv na
dédiénost onemocnéni (Valentonyte R. et al., 2005; Coudurier M. et al. 2009).

1.6.4. Diagnostika

Existuje nékolik typl vySetfeni, ktera slouzi k diagnostice onemocnéni
sarkoid6zou, ne vSechna jsou vSak dostate¢né citliva nebo specifickd. Pro pfesnou
diagnézu se proto vyuzivd kombinace klinického, radiologického, imunologického i

histopatologického vysetieni.

Pfehled vySetieni a testl: (Costabel U. et al., 2008)

a) Anamnéza (symptomy, vystaveni vlivdm vnéjSiho prostfedi, profesni
riziko)

b) Klinické (fyzikalni) vySetfeni

c) Rentgen plic a dalSi zobrazovaci metody

Kromé néj se vyuzivaji i jina radiologicka vysetieni, jako je pocCitaCova

tomografie pfi atypickém klinickém nebo zakladnim rentgenovém nalezu
nebo pfi podezieni na komplikace, které provazeji jina plicni onemocnéni.
Vyuziti ma i galiova scintigrafie, ktera ukaze =zanétliva loziska
v organismu. U pacientl se sarkoidézou dochazi k charakteristickému

vychytavani galia v plicnich hilech (efekt ,lambda“) nebo slznych Zlazach
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d)

f)

)
h)
i)
j)
k)

(efekt ,panda®) (obr. 5). CitlivéjSi nez galiova scintigrafie je pozitronova
emisni tomografie pouzivajici *°F-fluorodeoxyglukézu (FDG-PET)
(Nishiyama Y. et al., 2006). Muze vSak dochazet k faleSné pozitivnhim
vysledkim u jinych granulomatéznich onemocnéni, infekci a novotvar(.
Je mozné ji pouzit zaroven s pozitronovou emisni tomografii vyuzivajici L-
[3-'®F]-a-metyltyrosin (FMT-PET), ktery je vychytavan pouze nadorovymi
burikami a mizeme tak za pouziti obou metod odliSit nadorové bujeni od
sarkoidozy.

VysSetieni funkce plic (vitalni kapacita, usilovné vydechnuty objem
vzduchu za 1s — FEV,, difazni kapacita pro oxid uhelnaty — D, co).

Zde je také mozné porovnat mnozstvi plyn( v tepenné krvi v klidu a pfi
zatézi. DalSi moznosti je Sestiminutovy test chlze (Baughman et al,
2007).

Krevni obraz — nespecificky, muze se objevit leukopenie nebo anémie.
Stanoveni koncentraci vapniku, jaternich enzymu, kreatininu a
angiotensin konvertujiciho enzymu (ACE).

Sérova  koncentrace ACE se stanovuje  spolecné se
sérovou koncentraci lysozymu. U vétSiny pacientd jsou tyto hodnoty
zvySené, mohou vSak spolu korelovat. V pfipadé pfitomnosti diabetu,
osteoartritidy, tuberkulézy a nékterych dalSich nemoci u pacienta mlze
dochézet k faleSné pozitivnim vysledkam (Costabel U. et al., 2007). Dalsi
komplikaci jsou polymorfismy vyskytujici se v genu pro tvorbu ACE, které
tak mohou individualné ovliviiovat jeho koncentraci. Proto byly ureny
referen¢ni hodnoty koncentrace pro jednotlivé genotypy.

Analyza modi — hyperkalciurie.

Elektrokardiografie — pfi podezieni na postiZzeni srdce

Oc¢ni vySetfeni — charakteristickym pfiznakem je uveitida.

Tuberkulinovy koZzni test

Fibroopticka bronchoskopie se slizniéni a transbronchialni biopsii,
bronchoalveolarni lavaz (BAL) se zjisténim poméru CD4/CD8 bunék.
Pomér u pacientd by mél byt vétSi nez 3,5 (vysoka specifita, ale nizka

citlivost)

DalSi mozna vySetfeni jsou:

magneticka rezonance — v pfripadé podezieni na postizeni srdce nebo
neurosarkoidozu

dopplerovska echokardiografie — zejména pro zjisténi plicni hypertenze
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Dfive byl k diagnostice pouzivan také Kveim-Siltzbachlv test, kdy byla
pacientovi s podezfenim na sarkoiddzu injekéné vpravena pod kuzi sarkoidni tkan (z
lymfatickych uzlin nebo sleziny) od pacienta s potvrzenou diagn6zou. Pokud se do 4-6
tydnU v tomto misté vytvofil granulom, byl tento test povazovan za pozitivni. Pokud
vSak uz byl pacient podroben |éEbé&, mohly se objevovat faleSné negativni vysledky.

Tento test byl poprvé pouzit ve 30. letech 20.stoleti Walterem J. Nickersonem

a pozdeéji ve 40. letech zdokonalen Ansgarem Kveimem, ktery také prokazal biopsii

vzniklé uzliny, Zze se histologicky jedna o stejny granulom, jako v sarkoidni tkani (Moller
D. R., 2007).

Obr. 5: Galiova scintigrafie u sarkoidozy

(A) Nahromadéni galia v plicnich hilech a hrudnich
lymfatickych uzlinach (znak ,lambda“) a pfiusnich a
~ slznych Zlazach (znak ,panda“). (Pfevzato z ¢lanku
Interferon-induced sarcoidosis, Alazemi S. & Campos M.
A., 2006). (B) Efekt panda (pfevzato z ¢lanku Sarcoidosis involving the lacrimal,
submandibular, and parotid glands with panda sign, Cakmak S. K. et al., 2009)

1.6.5. Lécba
Primarné pouzivanymi 1éky pfi Iécbé sarkoidozy jsou uz od 50. let 20. stoleti

.....

sarkoiddzy i inhalace. U pacient( inhalujicich kortikosteroidy ale nebylo zaznamenano

nijak vyrazné zlepSeni. PFi oralnim podanim dochazi u pacientl ke zlepSeni jejich
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stavu. ZvySuje se vitalni a difuzni kapacita plic a pozitivni zmény muzeme nalézt i na
RTG nélezu. Kromé systémového pouziti kortikosteroidu, které je Casté predevsim pfi
pretrvavajicim a rychle postupujicim onemocnéni, je mozné uZivat kortikosteroidy i
lokalné. Lokalni uziti preferujeme predevsim pfi postizeni oCi a kGze (Grutters J. C. &
van den Bosch J. M. M., 2006).

Davkovani je individualni u kazdého pacienta, zavisi na rozsahu a zavaznosti
onemocnéni. Lécbu je vhodné provadét v rozmezi 6-24 mésicu. U nékterych pacientl
vS8ak po ukondeni lé€by dochazi k navratu choroby.

Pacienti, u kterych Ié¢ba kortikosteroidy a imunosupresivy nezabira nebo se
potykaji s vedlejSimi ucinky téchto Iékd, se vyuziva infliximab. Ten vyrazné zlepSuje
predevsim projevy kozni sarkoidézy (napf. Lupus pernio) a neurosarkoidézy (Doty J.D.
et al.,, 2005). Jelikoz se jedna o monoklonalni protilatku proti cytokinu TNF a, je
vyuzivan predevSim pfi 1éEbé autoimunitnich onemocnéni, jako je napf. revmatoidni
artritida, Crohnova choroba a dalSi (http://www.remicade.com/). Zaroven je TNF a
vyznamnym Cinitelem pfi tvorbé sarkoidnich granulom(, a proto je infliximab vyuzivan
k potlaeni jeho produkce.

Mezi dalsi léky ovliviiujici produkci TNF a makrofagy patfi hydrochlorochin a
pentoxyfillin. Hydrochlorochin fadime mezi antimalarika a plsobi pfedevSim na plicni
projevy sarkoiddzy. Stejné tak pentoxyfillin, ktery je xanthinovym derivatem a je uzivan
spolu s kortikosteroidy (Wu J. J. & Rashcovsky Schiff K., 2004).

Dalsim moznym I|ékem je metotrexat nebo azathioprin, které patfi mezi
cytotoxické latky. Metotrexat se bézné& pouziva k lécbé leukémie, azathioprin jako
imunosupresivum a Vv Ié¢bé autoimunitnich onemocnéni. Metotrexat je antagonista
kyseliny listové a mechanismem pulsobeni je inhibice dihydrofolatreduktasy. Nevznika
tedy tetrahydrofolat nutny k syntéze purinovych nukleotidd (Smith J. R. & Rosenbaum
J. T., 2001). Azathioprin se v téle metabolizuje na 6-merkaptopurin, ktery také funguje
jako inhibitor syntézy purinu. Pfi 1éEbé sarkoiddzy je mozné metotrexat uzivat spolecné
s kortikosteroidy. S&m ma ucinek pfedevSim na akutni pribéh s jasnymi pfiznaky.
Casto v8ak po ukondeni létby dochazi k relapsu choroby. Podobné je tomu i u
azathioprinu, ktery také ucinkuje jen u omezeného poctu pacientl a Casto je uzivan
zaroven s kortikosteroidy (Mdller-Quernheim J. et al. ,1999). SpiSe nez k lécbé
sarkoiddzy, dochazi jen k jejimu potlaceni.

Cyklosporin, fazeny mezi imunosupresiva, byl také testovan jako mozny lék
jakozto inhibitor aktivace T-lymfocytl, ale bohuzel stéméf nulovym efektem a
nepfiznivymi vedlejSimi acinky (Wyser et al., 1997). U pacientd se zavaznym
postizenim plic, zejména pokrocilou fibrézou, se jevi jako mozné feSeni i transplantace

plic.
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2.1. Pouzité chemikalie a pristroje

2.1.1. Chemikalie

Néazev Vyrobce
Agarosa Serva

CacCl, Promega
dNTPs Sigma

EDTA Sigma
Ethanol Fagron Olomouc
Ethidium bromid Top-Bio Praha
Glycerol Sigma

H3BOs Sigma

MgCl, 6H,0 Sigma

NaCl Serva
(NH,)2SO,4 Sigma

Voda pro PCR Fresenius
Primery Generi Biotech
Proteinaza K Serva
Sacharéza Lachner

SDS Serva
Spermidin Sigma

Taq DNA polymeraza Top-Bio Praha
Tris HCI Sigma
Trizma-base Sigma
TritonX100 Serva

Tween 20 Sigma

2.1.2. Pristrojové vybaveni
= Centrifuga Hettich 16 R (izolace DNA)
= Centrifuga MLW T 62.1 (PCR-SSP)
= pH metr Jenway 3310
= Spektrofotometr Nanodrop ND-1000
= Termocykler DNA ENGINE TETRAD 2 Bio-Rad
= Minicentrifuga MINI-LABNET
= Termoblok Grant QBT1
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= Dokumentacni systém Gel Logic 112 KODAK
= [Fotoaparét Polaroid DS34

= Mikrovinka

= UV-transiluminator MEB 20 Ultralum

= Laminarni box Bio-II-A TELSTAR

= Zdroj napéti Bio-Rad PowerPac 300

2.2. Metody

2.2.1. lIzolace DNA z krve vysolovaci technikou (dle Millera)
Chemikalie: roztok LB1 (300 mM sachar6za, 10 mM Tris Cl pH 7,5, 5 mM MgCl, -
6H,0, 1% TritonX100), roztok R (10 mM Tris pH 7,5), roztok proteazy (40% glycerol,
10 mM Tris pH 7,5, 1 mM CacCl,, 20 mg/ml proteinaza K), roztok P (10 mM TrisCl, 40
mM EDTA, 4 mM CacCl,, 300 mM NacCl, 4% SDS), NaCl, ethanol 96%, ethanol 70%, 10
mM Tris pH 8

Ze vzorku bylo nejdfive jako zaloha do mikrozkumavky odebrano a zamrazeno
0,5 ml krve. Do zbyvajiciho objemu vzorku (cca 10 ml) byl pfidan vychlazeny roztok
LB1 tak, abychom ziskali celkovy objem 45 ml. Poté byl vzorek protfepan a doslo k lyzi
bunék (erytrocytu). Vzorek byl centrifugovan 574000 rpm/5°C. Supernatant byl slit a
k sedimentu bylo pfidano 5 ml roztoku R. Ddkladnym tfepanim byl sediment rozbit a
vzorek byl znovu centrifugovan 574000 rpm.

Supernatant byl opét slit a k sedimentu bylo pfidano 930 pl roztoku R. Po rozbiti
sedimentu bylo dale pfidano 40 pl proteazy (20 mg/ml) a 370 pl roztoku P. Zkumavka
se vzorkem byla vloZzena do termostatu a inkubovana pfes noc pfi 37°C. Po vytazeni
Z termostatu a ochlazeni na pokojovou teplotu bylo ke vzorku pfidano 400 ul 5 M NaCl.
Vzorek byl protfepan a nasledné centrifugovan 154000 rpm/RT. Po centrifugaci byl
supernatant prelit do 2 ml mikrozkumavky a ta byla centrifugovana 10714000 rpm/RT.
Po presunuti do flow-boxu byl supernatant prelit do 15 ml zkumavky a DNA byla
vysrazena pridanim 3,5 ml 96% ethanolu. Nasledné byla dvakrat promyta v 0,5 ml 70%
ethanolu a na zavér premisténa do Sroubovaci 1,5 ml mikrozkumavky, kde byla
rozpusténa zahfanim po dobu 5° pfi 70°C v10 mM Tris pH 8. DNA byla poté

skladovana v lednici, popf. mrazaku.
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2.2.2. PCR-SSP
Chemikalie: primerovy mix (specifické primery pro alelu A/G, zpétny primer, kontrolni
primery, Tris HCI pufr), roztok ,fototyp® master [komponenty: 10* koncentrovany
Loxfordsky“ PCR pufr (0,67 M TrisCl pH 8,8; 0,166 M (NH4),SO,, 1% Tween 20), voda
pro PCR, 25 mM MgCl,, 25 mM dNTPs, 12,5 mg/ml spermidin; termostabilni Tag DNA
polymeraza, PCR voda].

Sekvence specifickych primerd (uvedeny nize) byly navrZzeny s vyuZzitim
referencnich sekvenci ATG16L1 genu a informaci o studovaném jednonukleotidovém
polymorfismu rs2241880 z vefejné databaze (http://www.ncbi.nlm.nih.gov). Metodu
bylo potfeba nejprve optimalizovat - pfedevSim zvolit vhodny typ programu na
termocykleru a upravit koncentrace specifickych primer(, aby nedochazelo ke vzniku
nespecifického produktu.

V laminarnim boxu byly nejprve pfipraveny primerové mixy zvlast pro alelu A a
zvlast pro alelu G polymorfismu rs2241880. Primerovy mix pro genotypizaci dvaceti
¢ty DNA byl pfipraven tak, ze do mikrozkumavky bylo napipetovano 131 ul Tris pufru
pro alelu A, 137 ul pro alelu G, nasledné bylo pfidano 7,5 pl specifického primeru pro
alelu A, 1,5 pl pro alelu G a poté do obou zkumavek po 7,5 pl konstantniho zpétného
primeru a 2,1 pl primerud pro vnitfni kontrolu P33 a P34 (vSechny primery o koncentraci
100uM). Primerovy mix byl protfepan a sto€en na minicentrifuze.

Do stojanu bylo umisténo &tyficet osm mikrozkumavek pro PCR a do nich byl
rozpipetovan pfipraveny primerovy mix po 5 pl, vzdy dvé fady pro alelu A a dvé Fady
pro alelu G. Nasledné bylo rozmrazeno dvacet Ctyfi vzorkd DNA, byly stoCeny na
minicentrifuze a napipetovany do PCR mikrozkumavek v objemu 0,5 pl ke kazdému
z obou primerovych mixu. Nakonec byl pfipraven roztok obsahujici ,fototyp“ master,
Tag DNA polymerazu a PCR vodu. Do mikrozkumavky bylo napipetovano 433 pl
fototyp masteru, 14 pl PCR vody a 4 pl Taq polymerazy. Takto vznikly roztok byl
rozpipetovan po 8 pl do PCR mikrozkumavek.

Stojan s PCR mikrozkumavkami byl sto¢en na centrifuze MLW T 62.1, dokud
nebylo dosazeno 400 ot./min. Poté byly PCR mikrozkumavky vyjmuty a vioZzeny do
termocykleru, kde byl nastaven program (F4) cyklickych zmén teplot pro PCR [96°C 1
min, 5x (96°C 20s, 72°C 1min 10s), 21x (96°C 25s, 69°C 50s, 72°C 30s), 4x (96°C 30s,
59°C 1 min, 72°C 1 min, 30s). K amplifikaci byl vyuzit uvedeny ,pfisn&jSi“ protokol
(vyssi hybridizacni teploty), aby byla vylou¢ena nespecificka amplifikace.

Po skonCeni programu byly PCR mikrozkumavky vyjmuty a PCR produkt byl

detekovan elektroforézou na agarosovém gelu.
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Sekvence oCekavaného specifického produktu PCR pro alelu A, misto

polymorfismu zvyraznéno

ccccagga caatgtggat actcatcctg gttctggtaa agaagtgagg gtaccagcta ctgcecttgtg
tgtcttcgta agtatgcttc agccccgaac cctaccacgce ttgatatggt gacagagcct ggcaattaaa

gggtcctttc taggcctgca getaagcatt ccattgtttt acttatatca agcctttcca cct

Sekvence pouzitych primeru:

Specificky dopfedny pro alelu A: |5 ccc cag gac aat gtg gat a
Specificky dopfedny pro alelu G: |5 ccc cag gac aat gtg gat g

Konstantni zpétny: 5’agg tgg aaa ggc ttg ata taa g
Kontrolni primer 33: 5'tgc caa gtg gag cac cca a
Kontrolni primer 34: 5'gca tct tgce tct gtg cag at

2.2.3. Elektroforéza na agarosovém gelu
Chemikalie: agarosa, TBE pufr — koncentrat (500 mM TrisCl, 660 mM H3;BO3;, 5 mM
EDTA), ethidium bromid, nanaseci pufr

Nejprve byl pfipraven agarosovy gel (2%). Pro pfipravu Sestifadého gelu bylo
potfeba v Erlenmayerové barice smichat 2g agarosy se 100 ml 0,5x koncentrovaného
TBE pufru. Agarosa byla rozpusténa zahfatim (varem) v mikrovinné troubé& zapnuté na
nejvyssi vykon. Po cca 3-4 minutach, kdy byla agarosa zcela rozpusténa, byla barika
vyjmuta z mikrovinné trouby a ke gelu bylo pfidano 4 ul roztoku ethidium bromidu. Ten
byl v gelu ddkladné rozmichan a nasledné byl gel viit do jiz pfipravené formy
s hifebinky. Po ztuhnuti gelu byly hfebinky vyjmuty a gel vlozen do elektroforetické
vany, ktera obsahovala 0,5x koncentrovany TBE pufr.

K produktim PCR reakce bylo napipetovano 5 ul nanaseciho pufru. Poté bylo
pomoci multikanalové pipety naneseno na gel po 10 yl kazdého vzorku. Po naneseni
byla elektroforeticka vana uzaviena a pfipojena ke zdroji. Na zdroji bylo nastaveno
napéti 130 V a elektroforéza probihala po dobu 20 minut. Poté byl gel vyjmut a vlozen
do UV-transiluminatoru (k vizualizaci ethidium bromidu) a bylo vyhodnoceno
zastoupeni obou alel ve vzorku. Pokud byla ve vzorku detekovana pouze varianta A,
jednalo se o homozygota pro alelu A (AA); pokud byly ve vzorku obsazeny obé varianty
A i G, jednalo se o heterozygota (AG); pokud byla ve vzorku obsazena pouze varianta

G, jednalo se 0 homozygota pro alelu G (GG) (obr. 6).
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Obr. 6: Znazornéni jednotlivych moznosti vysledki PCR-SSP pro

polymorfismus genu ATG16L1 po agarosové elektroforéze (genotypy AA, AG
a GG). Specificky produkt (vyznaden kruhem) vznika jen v pfipadé, pokud
vzorek obsahuje variantu, na kterou jsou cileny specifické primery. Obrazek je

inverznim zobrazenim; realné svétlé prouzky na tmavém pozadi.

2.3. Vysledky a diskuze

Celkové bylo pro polymorfismus ATG16L1 rs2241880 genotypizovano 296
vzorkli DNA, ztoho bylo 195 pacientd se sarkoid6zou a 101 kontrolnich jedincu.
Pacienti se sarkoid6zou byli diagnostikovani na Klinice plicnich nemoci a tuberkulézy
Fakultni nemocnice v Olomouci, jedinci zafazeni do skupiny zdravych kontrol byli
Clenoveé registru darct kostni dfené. Charakteristiku skupin z hlediska véku, zastoupeni
muzl a Zen a u pacientl zastoupeni jednotlivych stadii onemocnéni muzeme vidét
v tabulce (tab. 1).

Vysledky byly analyzovany z nékolika pohledd. Pro identifikaci pfipadnych
signifikantnich rozdill mezi srovnavanymi skupinami byla urena hodnota p<0,05.
Distribuce genotypu ATG16L1 ve skupiné pacientt i kontrolnich jedincl byla v souladu
s predpokladanym rozdélenim v populaci podle Hardy-Weinbergovy rovnovahy (,x-
kvadratovy test dobré shody“ s jednim stupném volnosti). Ve vySetfovanych skupinach
byly vypocitany jednotlivé genotypové, alelické a fenotypové frekvence (postup vypoctu
je uveden na str. 33). Ziskané hodnoty zastoupeni ATG16L1 variant byly nejprve
porovhany mezi celymi soubory pacientd se sarkoidézou a kontrolnich jedincd
s vyuzitim ,x-kvadratového testu” s pfisluSnym poctem stuprili volnosti (tab. 2). Zjistili
jsme, Ze se frekvence genotypl a alel polymorfismu ATG16L1 rs2241880 statisticky
vyznamné neli§i mezi skupinami pacientll se sarkoid6zou a kontrolnich jedincu (Grafy
1-3).
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Zajimalo nas také, zda vySetfovany polymorfismus nemuze ovliviiovat klinicky
pribéh onemocnéni sarkoidézou. Proto jsme provedli hlubsi subanalyzu uvnitf skupiny
pacientl se sarkoidézou, kde jsme porovnali frekvence ATG16L1 variant mezi pacienty
s riznymi rentgenologickymi stadii choroby (prvni stadium versus druhé a freti
stadium). Dale byli srovnani zvlast pacienti a kontroly oddélené podle pohlavi. Na
zavér byly frekvence vysSetfovaného polymorfismu genu ATG16L1 porovnany mezi
pacienty, ktefi prodélali Léfgrendv syndrom a ostatnimi pacienty se sarkoidézou (tab.
3). Ani v pfipadé popsanych podrobné&jSich subanalyz jsme nezjistili signifikantni
rozdily v distribuci ATG16L1 variant mezi testovanymi podskupinami.

Jednonukleotidovy polymorfismus ATG16L1 rs2241880 Ize povazovat za
relevantni kandidatni genovou variantu, ktera by mohla mit vliv na vnimavost
k sarkoid6ze. Pro genetickou asociacni studii vedenou v ramci bakalarské prace byla
tato varianta ATG16L1 genu vybrana na zakladé nékolika publikaci, které popisuiji jeji
vliv (konkrétné alely G, tedy varianty pro alanin) na vnimavost k chronickému
zanétlivému onemocnéni travici soustavy (Crohnova choroba). Uvedena souvislost
byla prokadzana s vyjimkou italské populace (Perricone C. et al. 2008) v fadé
zahrani¢nich studii a dokonce i v praci pochazejici z ¢eské populace (Dusatkova P. et
al., 2009). Pfi vybéru uvedeného polymorfismu pro ucely této prace jsme vychazeli
z pfedpokladu, Ze by se sdileni nékterych patogenetickych mechanismi Crohnovy
choroby a sarkoidézy mohlo odrazet i v genetické predispozici k obéma chorobam
(Fischer A. et al., 2011). Jak u Crohnovy choroby, tak u sarkoidozy zUstava vlastni
etiologie neznama, pficemz se u obou nemoci uvazuje o ucasti dysregulované
imunitni/zanétlivé odpovédi na neznamé antigenni stimuly.

V této praci jsme zjistili, ze jsou jednotlivé varianty polymorfismu ATG16L1
rs2241880 (alely i genotypy) zastoupeny ve velmi podobnych frekvencich u pacientl
se sarkoiddzou i zdravych kontrolnich jedinci. To je zfejmé pfedevSim na grafickém
porovnani frekvenci rs2241880 polymorfismu mezi sledovanymi skupinami (Grafy 1-3).
Tento nalez svédci proti predpokladu, Ze se uvedeny polymorfismus muze podilet na
vnimavosti k sarkoidéze v ¢eské populaci. Nepfitomnost statisticky vyznamnych rozdil{
v distribuci polymorfismu ATG16L1 rs2241880 mezi podskupinami pacientd s rGznymi
klinickymi ,fenotypy“ sarkoidézy (rlzna rentgenologicka stadia, Lofgrentv syndrom)
naznacuje, ze uvedena genova varianta neovliviiuje ani konkrétni klinickou manifestaci
onemocnéni, pfinejmensim ve sledovanych parametrech. Vysledky této prace jsou
vSak pfirozené limitovany velikosti testovanych soubord pacientl a kontrolnich jedincu,
jako velmi vhodna se proto jevi jejich nezavisla replikace (ovéfeni) na dalSich

souborech pacientl se sarkoid6zou (nejlépe i v jinych populacich).
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Genotypova frekvence: Vyjadfuje podil zastoupeni homozygotl polymorfismu
ATG16L1 rs2241880 pro alelu A, heterozygott AG a homozygotl pro alelu G

na celkovém poctu genotypizovanych jedincu.

n

celk .

fg — genotypova frekvence
n, — pocet pacientd/kontrolnich jedinct pro dany genotyp (AA/AG/GG)

Ncek. — celkovy pocet genotypizovanych pacienti/kontrolnich jedinct

Alelicka frekvence: Vyjadfuje podil zastoupeni alely A nebo alely G na
celkovém poctu alel lokusu ATG16L1 rs2241880 v populaci. Napf. podil alely A
vypocitame tak, ze pocet homozygotl pro alelu A vynasobime dvéma (dvé kopie alely
A), pfiteme pocet heterozygotnich jedincu (jedna kopie alely A) a soucet vydélime
celkovym poctem alel (dvojnasobek poctu pacientd nebo kontrolnich jedincu).
_2n.+n,

f, =
2N

celk .

f, — alelicka frekvence

ny — po¢et homozygotnich pacientt/kontrolnich jedincu pro danou alelu
ny— pocCet heterozygotnich pacientu/kontrolnich jedincu

Nceik. — celkovy pocet genotypizovanych pacientu/kontrolnich jedinct

Fenotypova frekvence: Vyjadfuje podil zastoupeni nosiCl dané alely.
Celkovym poctem pacienti/kontrolnich jedincu tedy délime soucet poctu homozygotu

pro danou alelu a heterozygotl (vSech nosicu).

f; — fenotypova frekvence
ny — pocet homozygotnich pacientt/kontrolnich jedinct pro danou alelu
ny— pocet heterozygotnich pacienti/kontrolnich jedinct

Nceik. — celkovy pocet genotypizovanych pacientu/kontrolnich jedinct
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Tab. 1: Zakladni demograficka a klinicka charakteristika vySetfovanych

skupin pacientd a zdravych kontrolnich jedincl zafazenych do studie.

Pacienti Kontroly
Celkovy pocet 195 101
Vék (median) 44 28
Vék (rozpéti) 25-77 19 -56
Muzi/zeny 85/110 48/53
RTG stadium (0/I/1I/1II/1V/Neuréeno) 8/89/76/14/0/8
Tab. 2: Srovnani genotypovych a alelickych frekvenci variant

polymorfismu ATG16L1 rs2241880 mezi pacienty se sarkoid6zou a
kontrolnimi jedinci. Prvni Cislo vyjadfuje podil (relativni zastoupeni), druhé

absolutni pocCet dané varianty.

ATG16L1
rs2241880 A/G

Pacienti Kontroly
Genotyp* N=195 N=101
AA 0,231/45 0,198/20
AG 0,477/93 0,535/54
GG 0,292/57 0,267/27
Alela* 2N=390 2N=202
A 0,469/183 0,465/94
G 0,531/207 0,535/108

Pfi srovnani alelickych a genotypovych frekvenci mezi skupinami pacientl se
sarkoidozou a kontrolnimi jedinci nebyly zjiStény statisticky vyznamné rozdily
(p>0,05).
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Fenotypové

Genotypové frekvence Alelické frekvence frekvence
Celkem 195
AA 45 0,231 183 0,469 138 0,708
AG 93 0,477
GG 57 0,292 207 0,531 150 0,769
Muzi
kontroly 48
AA 12 0,250 47 0,490 35 0,729
AG 23 0,479
GG 13 0,271 49 0,510 36 0,750
Pacienti 85
AA 17 0,200 75 0,441 58 0,682
AG 41 0,482
GG 27 0,318 95 0,559 68 0,800
Zeny
kontroly 53
AA 8 0,151 47 0,443 39 0,736
AG 31 0,585
GG 14 0,264 59 0,557 45 0,849
Pacienti 110
AA 28 0,255 108 0,491 80 0,727
AG 52 0,473
GG 30 0,273 112 0,509 82 0,745
RTG
stadium
l. 89
AA 20 0,225 79 0,444 59 0,663
AG 39 0,438
GG 30 0,337 99 0,556 69 0,775
I1.+I111. 90
AA 20 0,222 89 0,494 69 0,767
AG 49 0,544
GG 21 0,233 91 0,506 70 0,778
LS
Ano 29
AA 9 0,310 28 0,483 19 0,655
AG 10 0,345
GG 10 0,345 30 0,517 20 0,690
Ne 116
AA 26 0,224 107 0,461 81 0,698
AG 55 0,474
GG 35 0,302 125 0,539 90 0,776

Tab. 3: Tabulka uvadi srovnani genotypové, alelické a fenotypové
frekvence ATG16L1 rs2241880 variant v celé skupiné pacientd se
sarkoid6zou a vysledky subanalyzy v podskupinach podle pohlavi, RTG
stadia sarkoidézy a pfitomnosti Lofgrenova syndromu (LS). Sloupec
frekvenci je rozdélen na dva dal$i, kde v prvnim vidime absolutni pocet

a druhy znazorniuje relativni podil zastoupeni dané varianty.
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Genotypové frekvence O Pacienti
B Kontroly

AA AG GG
Genotyp

Graf 1: Srovnani genotypové frekvence. Graf znazorfiuje srovnani podilu
zastoupeni ATG16L1 rs2241880 genotypu mezi pacienty a kontrolnimi jedinci.
V prvnim sloupci srovnani pro homozygoty AA, ve druhém pro heterozygoty AG a

ve tfetim pro homozygoty GG.

Alelické frekvence O Pacienti
B Kontroly

Alela

Graf 2: Srovnéani alelickych frekvenci polymorfismu ATG16L1 rs2241880. Prvni
sloupec srovnava relativni zastoupeni alely A mezi pacienty a kontrolnimi jedinci.

Ve druhém sloupci je totéz srovnani pro alelu G.
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Fenotypové frekvence E Pacienti
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Graf 3: Srovnani poctu nosict alely A (prvni sloupec) a alely G (druhy sloupec)
polymorfismu ATG16L1 rs2241880 mezi pacienty se sarkoidézou a zdravymi

kontrolami.

-37 -




Zaveér

V teoretické Casti této bakalarské prace byly shrnuty dosavadni znalosti o
sarkoid6ze, komplexnim zanétlivém onemocnéni s neznamou pfiinou. Prace se
zaméfila na patogenezi, diagnhostiku, 1éCbu a zejména genetickou slozku ovlivAujici
vnimavost k tomuto onemocnéni. V kontextu nejvyznamnéjSich pfistupl ke studiu
dédi¢né slozky komplexnich nemoci byly popsany zakladni typy genovych
polymorfisml a podan stru¢ny prehled metod pro jejich genotypizaci - véetné metody
PCR-SSP, ktera byla poté pouzita v ¢asti experimentalni. Pro ucely praktické ¢asti byl
také struéné charakterizovan gen ATG16L1, jeho polymorfismus a vyznam pro
vhimavost k jinym zanétlivym chorobam.

V experimentalni ¢asti pak byly popsany postupy vSech pouzitych laboratornich
metod potfebnych pro genotypizaci vybraného polymorfismu, charakterizovany
soubory pacientll a kontrolnich jedincd a shrnuty ziskané vysledky. Ve studovanych
skupinach byla uréena distribuce jednotlivych genotypu polymorfismu ATG16L1
rs2241880. Zjisténé frekvence alel a genotypl byly porovnany mezi kontrolnimi jedinci
a pacienty se sarkoiddézou. NejvyznamnéjSim nalezem této prace je zjisténi, ze se
polymorfismus ATG16L1 rs2241880 zasadnim zpusobem nepodili na genetické

vnimavosti k sarkoid6ze v ¢eské populaci.
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Seznam pouzitych zkratek:

ACE angiotensin konvertujici enzym

APC antigen prezentujici burika

BAL bronchoalveolarni lavaz

BTNL2 butyrofilin 2

CacCl, chlorid vapenaty

CNV variabilita v poc¢tu kopii Useku DNA

Dico difazni kapacita pro oxid uhelnaty

DNA deoxyribonukleova kyselina

ddNTPs dideoxynukleotidtrifosfaty

dNTPs deoxynukleotidtrifosfaty

EDTA kyselina ethylendiamintetraoctova

FEV1 usilovny vydechnuty objem vzduchu za 1s
FDG PET pozitronova emisni tomografie vyuzivajici *°F-

fluorodeoxyglukézu
FMT PET pozitronova emisni tomografie vyuzivajici L-[3-'*F]-a-

metyltyrosin

GM CSF faktor stimulujici kolonie granulocytl a makrofagu

H:BO3 kyselina trihnydrogenborita

HLA hlavni histokompatibilni komplex ¢lovéka

IBD zanétliva onemocnéni stieva

IL-1 interleukin 1

MALDI — TOF hmotnostni spektrometrie s laserovou ionizaci za ucasti matrice

a detektorem analyzujicim dobu letu

MCP-1 monocytovy chemotakticky protein 1

MgCl, - 6H,O hexahydrat chloridu hofeénatého

MIP-1 makrofagovy zanétlivy protein 1

NacCl chlorid sodny

(NH,),S0O, siran amonny

PCR polymerazova fetézova reakce

PCR RFLP polymerazova fetézova reakce s analyzou polymorfismu

v délce restrikénich fragmentu

PCR SSO polymerazova fetézova reakce se sekvenéné specifickymi
oligonukleotidy

PCR SSP polymerazova fetézova reakce se sekvencéné specifickymi

primery
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PCR voda voda pro polymerazovou fetézovou reakci

gRT PCR polymerazova fetézova reakce s detekci v realném Case
RTG rentgenové vysetfeni

SDS dodecylsulfat sodny

SNP jednonukleotidové polymorfismy

STR polymorfismus v poctu kratkych opakovanych sekvenci
Taq polymeraza termostabilni polymeraza z Thermus aquaticus

TDT test sledovani nerovnovahy pfenasenych alel

Thl pomocny T-lymfocyt typu 1

Th2 pomocny T-lymfocyt typu 2

TNF a faktor nekrotizujici nadory a

TOF analyzator doby pruletu

Tris pufr tris(hydroxymethyl)aminomethan

VNTR polymorfismus v poctu opakovanych (tandemovych) sekvenci
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