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2. SOUHRN

Uvod: Imunitni systém, jeden ze zikladnich homeostatickych mechanisma organismu, se
Vv interindividualnim srovnani imunitni odpovédi jevi jako nehomogenni. Rozdily
V charakteru a intenzit¢ imunitni odpovédi mohou byt podminény, kromé exogennich a
dalsich endogennich faktoru, také variabilitou (polymorfismem) geni kodujicich molekuly,
které se na imunitni odpovédi podileji. Variabilita téchto genti mtze také ovliviiovat rozvoj a
prabéh onemocnéni S imunitni slozkou. Cilem predkladané diserta¢ni prace bylo specifikovat
vybrané polymorfismy gent pro cytokiny, uréit jejich zastoupeni v Ceské populaci ve
srovnani S dal§imi evropskymi narody. Prace se dale zabyvala vztahem variant genu pro
komplementovy receptor 1 (CR1)S vnimavosti k chronickym plicnim onemocnénim,
jmenovité sarkoidoze a idiopatické plicni fibroze (IPF).

Metodika: Do studovanych soubort byli zahrnuti: 1) zdravi jedinci, ¢lenové registru darct
kostni dien¢ (kontrolni skupiny) a 2) pacienti Kliniky respira¢nich nemoci a tuberkulézy LF
UP a FN Olomouc (a spolupracujicich zahrani¢nich pracovist) s diagnostikovanou
sarkoidozou/IPF.

Vybrané polymorfismy gend pro cytokiny a jejich receptory byly vySetfovany genotypizaci
pomoci polymerazové fetézové reakce se sekvenéné specifickymi primery (PCR-SSP).
Frekvence zjisténé v Ceské populaci byly porovnavany s daty publikovanymi v jinych
evropskych populacich. V casti, kterd se zabyva studiem asociace jednonukleotidového
polymorfismu genu CR1 a vnimavosti k sarkoidoze/IPF, byly genotypizace provedeny
s vyuzitim PCR-SSP, polymerazové fetézové reakce Vrealném case (real-time PCR,
»TaqMan*) a sekvenace. Ziskané frekvence jednotlivych genovych variant genu CR1 byly
srovnavany mezi zdravymi jedinci a pacienty se sarkoidozou/IPF s cilem nalezeni/potvrzeni

jejich souvislosti s predispozici a/nebo klinickym pribéhem uvedenych plicnich onemocnéni.



Vysledky: Urcili jsme populacni frekvence 22 polymorfismt cytokinovych gend a jejich
receptorti V souboru zdravych jedincu Ceské narodnosti. Ziskana data se nelisila od frekvenci
v jinych stiedoevropskych populacich (kromé& IL1B-511; p<0,01). Alelické frekvence
cytokinovych polymorfismt v ¢eské populaci se vSak vyznamné liSily od dat, ziskanych v
populaci makedonské, fecké, fecko-kyperské, bulharské a ruské. Dale bylo zjisténo, ze
zastoupeni alelickych variant nékolika jednonukleotidovych polymorfismi souvisi
S ptislusnosti k jednotlivym evropskym subregioniim, napt. stfedoevropské vs. jihoevropské
populaci (TNF-308; IL2+166; IL6-174).

Ve studiich zabyvajicich se asociaci jednonukleotidového polymorfismu pro CR1
s vnimavosti k idiopatické plicni fibroze/sarkoidéoze nebyla zjisténa souvislost mezi
alelickou/genotypovou frekvenci CR1 polymorfismu a vznikem/klinickym pribéhem
studovanych onemocnéni plic. V nasi praci jsme tedy s dostateCnou statistickou silou
Zavér: K hodnoceni miry geneticky podminéné vnimavosti ke komplexnim chorobam je
nezbytna znalost zastoupeni jednotlivych genovych variant ve zdravé populaci ptislusného
etnika (ndrodnosti). Pfedkladand disertacni prace poukazuje na mezipopulacni variabilitu v
zastoupeni polymorfismil cytokinovych gentli a pfinasi nové vysledky, vztahujici se ke studiu
genetické slozky komplexnich onemocnéni plic. Vysledky, dosazené v této praci, navic
jednoznaéné poukazuji na nutnost nezdvislé replikace studii genetické komponenty

komplexnich nemoci.



3. SUMMARY

Introduction: The immune system, one of the principal homeostatic mechanisms, may be
considered as interindividually heterogeneous in the view of immune response. In addition to
exogenous and further endogenous factors, these interindividual differences in the immune
response may be caused by variability (polymorphisms) of the genes encoding for molecules
that are involved in immune response. Variability of these genes may also affect the
development and course of diseases with immune component. The aim of this thesis was to
specify selected polymorphisms of cytokine genes, to determine their distribution in the
Czech population and to compare obtained data with those reported from other European
populations. In the second part this work dealt with possible association between the variants
of the Complement Receptor 1 (CR1) gene with susceptibility to chronic pulmonary diseases,
particularly sarcoidosis and idiopathic pulmonary fibrosis (IPF).

Methods: The study groups consisted of 1) healthy individuals, members of the bone marrow
donor registry (control groups) and 2) the patients with diagnosis of sarcoidosis/IPF. Selected
polymorphisms of the genes for cytokines and their receptors were investigated by genotyping
using polymerase chain reaction with sequence-specific primers (PCR-SSP). The frequencies
obtained in the Czech population were compared with those reported in other European
populations. In the section concerning possible association of CR1 gene single nucleotide
polymorphisms and susceptibility to sarcoidosis/IPF the genotypings were performed using
PCR-SSP, real-time polymerase chain reaction (RT-PCR, “TagMan”) and sequencing. The
frequencies of the CR1 gene variants were compared between the groups of healthy subjects
and patients with sarcoidosis/IPF in order to identify / confirm their relationship with the
genetic predisposition to development and/or clinical course of investigated pulmonary

diseases.



Results: We determined the population frequencies of the 22 polymorphisms of cytokine
genes and their receptors in the group of Czech healthy individuals. The data were similar to
the frequencies obtained in other Central European populations (except IL-1p-511, p <0.01).
However, allelic frequencies of particular cytokine gene polymorphisms in the Czech
population was significantly different from the data obtained in the populations of
Macedonians, Greeks, Cypriot Greeks, Bulgarians and Russians. Furthermore, we observed
that the proportion of several investigated allelic variants is related to the particular European
subregions, e.g. Central European versus South European populations (TNFa-308, IL-2-166,
IL-6-174). In the studies dealing with association of the CR1 gene single nucleotide
polymorphisms with susceptibility to sarcoidosis/IPF, no relationship was observed between
CR1 alleles/ genotypes and development/clinical course of investigated lung diseases. Thus,
disposing of the sufficient statistical power we did not confirmed here the previous findings
on the CR1 gene variants being associated with susceptibility to sarcoidosis /IPF in an Italian
population.

Conclusion: In order to assess genetic susceptibility to complex diseases the data on the
distribution of particular candidate genetic variants in the healthy population of concrete
ethnic group are necessary. The present thesis points out population variability in the
distribution of cytokine gene polymorphisms and provide novel data related to the genetic
component of the complex pulmonary diseases. Furthermore, the results reported in this thesis
clearly demonstrate the necessity of independent replication of studies investigating genetic

component of the complex diseases.
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4.UVOD
Obecny uvod

Imunitni systém hraje klicovou roli v udrzovani individualni autonomie jedince a
V procesu rozpoznavani struktur ,,bezpe¢nych od struktur “nebezpeénych®, které mohou byt
potencialné nebezpetné (napt. mikroby, nadorové bunky) (Schwartz, 2002). Krom¢ toho se
efektorova faze imunitni odpovédi zaméfuje na eliminaci cizorodych struktur z organismu.
Z tady empirickych pozorovani i experimentdlnich dat je zjevné, ze imunitni odpovéd’ neni
jednotna a stejné efektivni v ramci celé populace. Tato “individualita” imunitni odpovédi
mize byt zpisobena celou fadou zevnich i vnitinich faktord, mezi néz fadime i variabilitu
(polymorfismus) genti imunitni odpovédi (z angl. “immune response genes” - IRG) (Rihet,
2007). Vzhledem k tomu, Ze jsou slozky imunitni odpovédi i jednotlivé imunitni molekuly
zapojeny v patogenezi fady nemoci, muze variabilita genti imunitni odpovédi ovlivnit zda a
jakym zplsobem se u konkrétniho jedince tato onemocnéni rozvinou. Krom& vnimavosti k
chorobam mohou genové polymorfismy ovliviiovat i odpovidavost organismu na patogeny,
chemikalie, léky, atd. Souvislost (asociace) polymorfismii genii imunitni odpovédi s
vnimavosti k riznym onemocnénim byla popsana (a v nékterych pfipadech i potvrzena) v
fad¢ studii. Priklady dfive publikovanych praci o souvislosti polymorfismi IRG s rozvojem

nebo manifestaci chorob jsou uvedeny v dalSim textu.

4.1. Charakteristika polymorfismu geni imunitni odpovédi
4.1.1. Zakladni definice

Geny imunitni odpovédi (IRG) mohou byt definovany jako geny kodujici molekuly a
mediatory zapojené do procest vrozené (prirozené) i ziskané (adaptivni) imunitni odpovédi
(Bochud, 2007). Spektrum IRG je Siroké a vysoce komplexni — od receptorl vrozené imunity

(napt. “Pattern Recognition Receptors” — PRRs), pies cytokiny a jejich receptory az
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k antigeniim hlavniho histokompatibilniho systému (MHC) ¢i imunoglobulintim. Kromé toho
mohou byt za geny bezprostfedné souvisejici s imunitni odpovédi povazovany i geny pro
¢etné vnitrobunééné signalni molekuly, které jsou nezbytné pro zprostfedkovani/realizaci
signalu.

Obecné znalosti o struktufe a funkci lidského genomu jsou v plném rozsahu
aplikovatelné i pro geny imunitni odpovédi. Tyto geny jsou prakticky vzdy polymorfni, coz
znamena, ze se V populaci vyskytuji ve vice formach, které nazyvame alelami (Kwok & Chen,
2003). Stupen (rozsah) genového polymorfismu se zasadné 1isi u jednotlivych skupin genti
imunitni odpovédi a souvisi do zna¢né miry S funkei téchto gend. Zatimco kodujici genova
sekvence pleiotropnich cytokini (TNF, IL-1) je vysoce konzervativni, zna¢nd populaéni
variabilita byla pozorovana u gend pro molekuly souvisejici s prezentaci antigenu (napf. geny

hlavniho komplexu tkanové sluéitelnosti - MHC).

4.1.2. Definice a typy genovych (DNA) polymorfismi

Obecné je genovy (DNA) polymorfismus definovan jako existence dvou nebo vice
variant (alel) chromozomadlniho lokusu, které se navzajem liSi v nukleotidové sekvenci nebo
maji promeénlivy pocet opakujicich se nukleotidovych jednotek. Vzicné varianty nejsou
klasifikovany jako polymorfismus — kritériem je, Ze se bézna alela v dané populaci vyskytuje
s frekvenci 99% a méné (tzn., Zze vzacngjSich variant je nejméné jedno procento).

V nasledujicim textu jsou popisovany pouze vybrané bézné typy genovych polymorfismi.

4.1.3. Jednonukleotidové polymorfismy
Jednonukleotidové polymorfismy (z angl. “single nucleotide polymorphisms”, SNPs)
jsou nejbéznéjSim typem genovych variant. Ve vetejné dostupnych databazich bylo dosud

registrovano vice nez 10 miliont jednonukleotidovych polymorfismt (Lee, 2007). SNP je
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zména v nukleotidové sekvenci genu (DNA) ve smyslu substituce (zamény), delece
(vyfazeni) nebo inzerce (viazeni) jednoho nukleotidu ve specifickém misté. Polymorfismus
typu SNP nejCastéji sestava ze dvou alel (frekvence vyskytu vzacngjsi alely je > 1%).
Popula¢ni frekvenci konkrétni alely pro dany SNP urcujeme jako podil chromozomu
nesoucich tuto alelu na celkovém poctu chromozomi v populaci (Kwok, 2001). Z hlediska
populacni genetiky je dualezit¢é vénovat pozornost znacnym rozdilim mezi vyskytem
jednotlivych variant jednonukleotidovych polymorfismi v ruznych populacich a etnicich;
SNP alela, kterd se bézn€ vyskytuje v jedné geografické nebo etnické skupiné mize byt

V jiném souboru zcela vzacna.

4.1.4. Variabilni pocet tandemovych opakovani a polymorfismy typu “copy number
variation”

Lidsky genom je ,,plny*“ opakujicich se DNA sekvenci rizného rozsahu, které jsou
klasifikovany na zaklad¢ velikosti a po¢tu opakovani zakladni jednotky a/nebo celkové délky
repetitivnich oblasti. DNA oblasti s kratkymi opakovanymi jednotkami (obvykle 2-6 part
bazi) se nazyvaji kratké tandemové repetice (z angl. short tandem repeats, STRs), regiony
s delsi opakujici se oblasti se bézné oznacuji jako variabilni pocet tandemovych opakovani (z
angl. variable number of tandem repeats, VNTRS). Polymorfismy definované rozdily v poctu
celych funk¢nich genovych jednotek (exony, geny) se oznacuji jako ,,variabilita v poctu
kopii* (z angl. Copy number variation, CNV).

Kratka tandemova repetice (STR) v DNA je opakujici se sekvence stejné jednotky dvou
nebo vice nukleotidl, které spolu pfimo navzdjem sousedi. Zakladni jednotka obvykle
dosahuje délky od 2 do 10 para bazi (bp). STR jsou typicky lokalizovany v nekddujicich
regionech DNA; nejcastéji se nachdzeji v okoli chromozomalnich centromer. V soucasné

dobé¢ je publikovano pres 10 000 STR sekvenci v lidském genomu. Vysetfenim nékolika STR
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lokust je mozné vytvofit unikatni individualni geneticky profil. STRs jsou vzhledem ke svym
vlastnostem (vysoky stupeni polymorfismu, mnohocetny alelismus) v soucasné dob¢ nejvice
vyuzivanymi genetickymi markery v oblasti lidské identifikace (Cheng et al., 2002). STR
analyza se tak stala béznou technikou urcovani genetickych profil ve forenznim 1ékafstvi
(Lee et al., 2006).

Jako ,,Copy Number Variation“ (CNV) se oznacuji polymorfismy, pro néjz je
charakteristicky rozdil v poc¢tu kopii ur€itych genovych oblasti (nebo celych genti) v genomu
jednotlivci v ramci populace (McCarroll et al.,, 2008). Nedavna zjisténi ukazuji, Ze se
zvyseny pocet kopii nékterych genovych oblasti ¢asto vyskytuje také v nadorovych bunkach a

mize se odrazet i ve zvySeni exprese proteinu, ktery je zmnozenou genovou oblasti kodovan.

4.1.5. Funkéni DNA polymorfismy — vliv na strukturu a expresi molekul imunitni
odpovédi

Polymorfismy, které méni jakymkoliv zpiisobem expresi a/nebo strukturu genového
produktu (napf. proteinu, specializované RNA), oznaCujeme jako funkéni DNA
polymorfismy. Polymorfismus lokalizovany Vv kodujici sekvenci genu muze kodovat
alternativni aminokyselinu v primarni struktufe proteinu (produkuje se odlisna polypeptidova
sekvence) nebo zpisobit chybu v piepisu, ktera miize podminit syntézu nefunkéniho proteinu
(nejCastéji posun Cteciho ramce v dusledku delece/inzerce nukleotidu). Tyto SNPs
oznacujeme obecné jako kddujici / nesynonymni. SNPs uvnitf kodujici sekvence vSak nemusi
bezpodminecné meénit aminokyselinovou sekvenci produkovaného proteinu diky degeneraci
genetick¢ho kodu. SNPs, u kterych vedou obé formy ke stejné vysledné polypeptidové
sekvenci, nazyvame synonymni.

SNPs, které se nachazeji mimo kodujici regiony genu, mohou ovliviiovat sestiih

MRNA, vazbu transkripcnich faktorti nebo sekvence nekodujicich RNA. Varianty v téchto
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nekodujicich oblastech mohou tedy vyznamné ovliviiovat bazalni a/nebo indukovanou
expresi geni nebo vést k produkci alternativnich sestfihovanych variant. Pro fadu
polymorfismu regulac¢nich genovych regionti jiz byly prokazany asociace s deregulaci exprese
molekul Gcastnicich se imunitni odpovédi. Tyto polymorfismy v regula¢nich oblastech gent
jsou pravdépodobné (spolu)zodpovédné za individudlni rozdily v hladiné fady cytokint;

uvedeny fenomén se né¢kdy popisuje jako ,,vysoké nebo nizké producentstvi® cytokind.

4.1.6. MoZnosti detekce a vySetieni polymorfismii genti imunitni odpovédi

Primarni identifikace DNA (genového) polymorfismu je zaloZzena na srovnani
homolognich DNA sekvenci mezi jedinci téhoz druhu. Jakmile je DNA polymorfismus
identifikovan, miize byt vySetfovan (“genotypizovan) v populacnich vzorcich S pomoci
desitek popsanych genotypizacnich technik, jejichz cilem je rozlisit jednotlivé nukleotidové
varianty. Existuje cela fada prehled genotypizaéni technik, tento text se omezuje na piiklady
,»klasickych® genotypiza¢nich technik, které jsou charakteristické relativné nizkou kapacitou.
Naproti tomu nové “vysokokapacitni” genotypizacni technologie v posledni dobé dramaticky
roz$ifily moznosti genetické epidemiologie — dovoluji paralelni genotypizaci tisicli variant
(Schuster, 2008). V soucasné dobé jsou tak k dispozici celogenomové asociaéni studie
genetické vnimavosti k fadé onemocnéni (Kim & Misra, 2007). V zavéru této kapitoly je
struéné zminéno sekvenovani DNA jako nastroj k ur€ovani novych variant i genotypizaci a

mozna alternativa celogenomoveé typizace V budoucich aplikacich.

4.1.7. Metody detekce jednonukleotidovych polymorfismi (SNP)
Cilem genotypizacnich technik je v pfipad¢ polymorfisml typu SNP rozlisit jednotlivé
nukleotidové varianty vysetfovaného useku DNA nebo celého genomu. K tomuto tcelu slouzi

fada metod, které se 1isi na Grovni vstupnich reagencii, reakénimi podminkami ¢i zpisobem
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detekce signalu a vyhodnocenim vysledkt (Syvénen, 2001). Zakladem spolecnym pro vétSinu
nizkokapacitnich technik ale zlstava polymerazova treté¢zova reakce (PCR), ktera s vyuzitim
opakovani cyklt denaturace dvoufetézcové DNA, piipojeni oligonukleotidovych sond
(primert) a nasledné syntéze novych komplementarnich fragmenti umoziuje exponencialni
zmnozeni (amplifikaci) cilové DNA oblasti. Tyto molekularné-genetické postupy jsou
pouzivany v diagnostice geneticky podminénych chorob, uréovani asociaci SNP variant s
komplexnimi chorobami, pii ovéfovani shody darce a piijemce pro transplantace organd a

tkani i u paternitnich sporu a identifikace osob (Fiedler, 2001).

4.1.8. Priklady “klasickych” technik ke genotypizaci SNP variant

PCR-SSP (polymerase chain reaction with sequence specific primers) — genotypizaéni
technika zalozend na urCovéani variant na zdklad¢ klasické polymerazové fetézové reakce
pomoci sekvenéné specifickych primert. Primery, které jsou komplementarni k sekvencim
urc¢itych alel, se k nim ptipojuji a nasledné umoziuji amplifikaci danych usekd v ptipadé, ze
vySetiovand DNA obsahuje cilovou alelu. Produkty PCR reakce jsou detekovany pfi

elektroforéze v agar6zovém gelu a vizualizovany pomoci UV zéfeni.

PCR-SSO (polymerase chain reaction with sequence specific oligonucleotides) - produkt PCR
amplifikace je hybridizovan se skalou alelicky specifickych oligonukleotidli (sond), které jsou
navazané na pevné fazi. Striktni hybridizace a promyti zajisti, Ze znaCené DNA fragmenty
vySetfovaného genu zlistanou navdzany pouze na DNA sonddch zcela komplementarnich

k sekvenci vysetfované DNA. Vizualizace signalu je mozna pomoci fluorescen¢niho znaceni.

PCR-RFLP (polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism)- jedna z

nejstarSich metod pro detekci SNPs, ktera vyuziva afinitu restrikénich endonukleaz ke
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specifickym restrikénim mistim v DNA sekvenci. Analyza se provadi pomoci gelové

elektroforézy, kdy jsou restrik¢éni fragmenty tfidény podle délky.

gRT-PCR (quantitative real-time polymerase chain reaction) — umozfiuje kvalitativni i
kvantitativni analyzu, béhem niz dochazi k paralelni amplifikaci a detekci fluorescenéniho
signalu, ktery je prubézné (“real-time”) zaznamenavan a béhem reakce kdykoliv dostupny.
Béhem reakce je tedy méfeno mnozstvi uvolnéné fluorescence, které odpovida mnozstvi
nahromadéného produktu. Podle metody fluorescencni detekce a vyhodnoceni mnozstvi PCR
produktu rozliSujeme interkalaéni “SYBR Green assays”, znacené hybridizacni sondy a
znacené hydrolyzac¢ni sondy. “TagMan” technika je nejrozsifenéjsi gRT-PCR metoda
typizace jednonukleotidovych polymorfismi vyuzivajici hybridizaci PCR produktu a
specifického oligonukleotidu (sondy) znaceného na 5 konci zéafi¢em (reporter) a na 3" konci
zhaseCem (quencher). Po navazani znacené sondy na templat je sonda hydrolyzovana 5
nukledzovou aktivitou Taq polymerazy, ¢imZz dochazi k oddéleni dosud zafeni inhibujiciho
zhéaSece od zafiCe. Zari¢ uvolituje fluorescenéni signal umeérné rychlosti odStépovani sondy a
mnozstvi ptibyvajiciho produktu. qRT-PCR lze vyuzit i pro multiplexové analyzy v poctu
zavisejicim na mnozstvi kanali snimajicich fluorescenci u detekéniho piistroje (McGuigan &

Ralston, 2002) .

SBT (sequencing based typing) — pouziva se pro stanoveni sekvence jednotlivych nukleotidi
v fetézci DNA na zaklad€ raznych technik, jako napt. Maxam-Gilbertovy (chemické) nebo,
dnes vice pouzivané, Sangerovy (biochemické) (Franca et al., 2002). Tato technika vyuziva
tvofeni nového fetézce podle templatového pomoci deoxynukleotidtrifosfati (dNTPs) a
dideoxynukleotidtrifosfati (ddNTPs). ddNTPs nejsou na 3’konci ukoncené vazbou —OH

skupiny na uhlik, ¢imz je zamezeno piipojeni dalSiho nukleotidu, a tim zastavena syntéza
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nového fetézce. V kazdé sekvenacni reakci jsou kromé deoxynukleotidli vzdy zastoupeny také
dideoxynukleotidy, které nahodné vstoupi do syntézy nového fetézce v misté, kde by se
normaln¢ vyskytoval odpovidajici deoxynukleotid, a tim se cela reakce zastavi. Analyza
reakce je provedena na gelové elektroforéze, kde jsou vytvoieny 4 drahy pro rtzné
oligonukleotidové smeési nebo dnes castéji pouzivanou laserovou detekci v kapilaie

sekvenatoru, kdy je kazdy nukleotid (terminator) znacen jinou fluorescenéni barvou.

4.1.9. Priklady genotypizacénich technik “nové generace”

,»Shotgun“ (Whole-Genome Shotgun Assembly) — metoda pouzita pro ¢teni lidského genomu
firmou Celera Genomics. Jde o rozdéleni urcité ¢asti genomu na jednotlivé kratké useky,
jejich osekvenovani a nasledné vyhledani ptekryvajicich se €asti, pomoci nichz se zpétné
posklada dana sekvence. Pro dostatecné prekryti jednotlivych fragmenti je ale tfeba vice
sekvenacénich reakci, nez pii klasickém sekvenovani (Edenberg & Liu, 2009; Maresso &

Broeckel, 2008).

‘Whole Genome Shotgun Sequencing Method

Sk < Genomic DNA

- '\_\:/f:ﬁ 7 Sequence Each Fragment
ﬁ__/,(!—{,_ T with Shotgun Appioach

GCATTTCGAG TTACCTEGACAACCAGTE GCTTEATTEGECCARTAATAG TATAT
CCAGTSETAC TGAG GACG CAAGAGEC TTEA

Align Contigums Sequelises
GCATTICGAGTIACC TG GACAACCAGTEG TACTGAGGACGCARGAGGC TIGA TTGG CCARTARTAGTATAT

Generate Finished Sequence

DNA ¢ipy (microarrays) — technika vyuzivajici uspofadani az statisici oligonukleotidovych
sond na jeden Cip a umoznujici detekci obrovského mnozstvi polymorfismli zarovei.

Vysetiovana fluorescencné znacena DNA se ptidava na Cip k sondam specifickym pro rizné
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SNPs. Po odmyti DNA, které se dokonale nehybridizovaly, jsou detekovany jednotlivé vazby
na zaklad¢ fluorescence. Piestoze oligonukleotidové mikroCipy maji ponc¢kud nizsi specifitu a
senzitivitu (je tfeba vyuzivat specialni postupy kontroly kvality), pro obrovskou kapacitu
soucasné vySetifovanych SNPs jde o velmi vyhodnou genotypiza¢ni techniku (Bier et al.,
2008). Mezi nejpouzivanéjsi a nejpokrocilej$i techniky patii mikrocipy firem Illumina a
Affymetrix. MikrocCipy Illumina jsou zaméfené predev§im na genotypizaci SNPs, genovou
expresi a proteomiku s vyuzitim tzv. BeadArray technologie, zalozené na kiemicitych
mikrokulickach v malych jamkach, na svazcich optickych vlaken nebo dvourozmérnych
ktemiCitych destickach. Kazda kulicka je pokryta statisici kopiemi specifického
oligonukleotidu, ktery funguje jako hybridiza¢ni sekvence.

Affymetrix nabizi mikro¢ipovou technologii schopnou vysettit statisice SNPs z n¢kolika set
nanogrami DNA na zdkladé¢ méfeni hybridizace oligonukleotidii k pifisluSnym sekvencim,
pticemz jako kontroly jsou pouzity oligonukleotidy se zamérné vnesenou chybou. Jednim
500k GeneChip ¢ipem je mozné teoreticky genotypizovat az 500000 SNP (realny vytézek je

vzdy niZ§i vzhledem k vytazeni SNP, které neprosly kontrolou kvality).

MALDI-TOF MS (matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass
spectrometry) — metoda vyuZzivajici hmotnostnich rozdila alelicky specifickych PCR
produktii, které jsou navazany na mikroCipy a nasledné analyzovany. Primery pro extenzi
musi byt navrZzeny tak, aby mély rGznou hmotnost odliSujici dané jednonukleotidové
polymorfismy. Tato metoda umoziuje multiplexovou analyzu a diky rychlé sériové analyze

vzorkti ma vysokou kapacitu (Ragoussis et al., 2006).

Molecular beacon genotyping (molecular beacons) - jde o0 jednofetézcové oligonukleotidové

hybridiza¢ni sondy vytvarejici smycky, uvniti nichz se nachazi usek komplementarni k cilové
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sekvenci. Pro ucely fluorescencni detekce se na jednom konci komplementarniho fetézce
nachazi zafi¢ (fluorofor) a na druhém zhase¢ (quencher). V klidovém stavu je zhaSe¢ diky
specifické smycky priblizi cilova sekvence a tyto spolu za¢nou hybridizovat, konce fetézce se
od sebe oddali a dochazi k uvolnéni fluorescence. Tuto techniku lze vyuzit pro multiplexové

analyzy diky moznosti syntézy riiznych fluorofort.

4.2. Soucasné pristupy k hodnoceni genetické sloZky komplexnich nemoci a komplikaci
1é¢by
4.2.1. Souvislost variability genti imunitni odpovédi a vnimavosti k nemocem

Z hlediska klasického hodnoceni ucasti genetické slozky na vzniku a rozvoji onemocnéni
rozezndvame 1) monogenni choroby, kde varianta jednoho genu (mutace) pifimo zplsobuje
onemocnéni (zevni vlivy vSak mohou modifikovat “fenotyp”), 2) komplexni (multigenni)
choroby, kde interakce geneticky rizné vnimavych jedinct s faktory prostiedi vede k rozvoji
onemocnéni (podil genetické slozky a zevnich faktort se zasadné lisi u riznych chorob) a 3)
choroby bez genetické komponenty, které se vyviji nezavisle na genetické vybavé jedince (viz
Obr. 1.).

Polymorfismus genii imunitni odpovédi je zapojen do patogeneze u monogennich i
komplexnich chorob. Znalosti o pficindch a molekuldrnich mechanismech monogennich
nemoci rapidné vzrostly spolu s rozvojem v oblasti molekularni genetiky. Diky molekularné-
genetickym metodam byly u fady monogennich chorob identifikovany pfi¢inné genetické
varianty, jako je tomu napiiklad u primarnich imunodeficitd (Marodi, 2007). Obecné jsou
varianty zpusobujici kritické zmény ve struktuie a/nebo expresi genti imunitni odpovédi
V bézné populaci velmi vzacné (Casto nejsou povazovany za “polymorfismus” podle arbitrarni

definice).
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Obr. 1. : Vliv genetické slozky a vnéjSich faktori na vznik komplexniho onemocnéni

(zjednodus$ené schéma), piiklady spole¢ensky vyznamnych komplexnich onemocnéni.

Faktory zevniho
prostiedi

Geneticka slozka

Komplexni choroba

,,sporadické* vs. ,,rodinné*

Fenotyp 1 | Fenotyp 2 | Fenotyp 3

aterosklerdza, tumory, alergie/astma, autoimunitni choroby

V epidemiologickych studiich (napt. pfi studiich na dvojcatech) bylo prokazéno, ze
velkd vétSina nemoci s vyznamnym dopadem na celkovou morbiditu a mortalitu
Vv rozvinutych zemich patfi do skupiny komplexnich nemoci s rliznym podilem genetickych
faktordi (napt. ateroskleroza a jeji komplikace, alergie/astma, nadory, autoimunitni
onemocnéni). Protoze se molekuly kodované geny imunitni odpovédi (napi. cytokiny a jejich
receptory, receptory piirozené imunity, MHC komplex) vyznamné ucastni na rozvoji téchto
nemoci, jsou jejich geny vhodnymi kandidaty pro hledani faktord genetické vnimavosti
k témto nemocem.

Geneticka slozka multigennich nemoci musi byt chapana jako komplexni jev na rozdil
od tésného vztahu mezi pii¢inou (genova varianta) a disledkem (nemoc) u monogennich
onemocnéni. Cilem nasledujici Casti textu je stru¢ny popis hlavnich piistupti, uzivanych pro

identifikaci genetickych variant, souvisejicich s komplexnimi nemocemi. Zpusob, jakym je
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prokazovana souvislost jednotlivych variant s komplexnimi chorobami, by se mél drzet
pravidel doporucenych pro tento typ genetického vyzkumu (viz Obr. 2.) (von Elm et al.,
2009). Presna definice “fenotypu” nemoci a jeji dodrzovani pii vytvareni skupin pacienti
(zajisténi “fenotypové homogenity”), spravné genotypizaéni a statistické pFistupy a omezeni
populaéni stratifikace (bias v dasledku nehomogenity genetického pozadi studovanych
populaci) jsou kritickymi podminkami pro vedeni genetickych studii. Na zakladn¢ zkuSenosti
z posledniho desetileti se k potvrzeni role genetickych variant u nemoci jevi jako nezbytné

ovéteni primarnich dat nezavislou replikaci.

Obr. 2.: Prikaz vztahu mezi konkrétni genovou variantou a vnimavosti k onemocnéni

(podle loannidis, 2005)

Varianta genu

Fenotyp nemoci
Plan a klinicka faze Populacni pozadi
Statisticka sila

Spolehliva genotypizace
Adekvatni statistickd analyza
Vazebna nerovnovédha

Genotypizace, analyza,
interpretace

Faze potvrzeni Replikace vysledkt
Funk¢ni studie

Nemoc
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4.2.2. Pristup kandidatnich gena versus celogenomové studie ve studiu vnimavosti ke
komplexnim onemocnénim

Rychly rozvoj v molekularné-genetické technologii (viz sekce o vysokokapacitnich
genotypizacnich technikach) poskytl béhem nékolika poslednich let moznost provést fadu
celogenomovych genetickych studii k detekci variant, které souviseji s vnimavosti ke
komplexnim nemocem. Celogenomové studie tak kompletné¢ zménily oblast studia genetiky
komplexnich nemoci, ktera byla dfive doménou piistupii vazebné analyzy a kandidatnich
gentl.

Celogenomové studie (GWAS, zangl. Geonome-Wide Association Study) aplikuji
systematicky (“hypothesis free”) piistup: u pacienti a kontrolnich jedinci testuji genetické
markery, které by mély dostateéné pokryvat variabilitu celého genomu (Clayton, 2005). Pro
tento ucel je typizovano obrovské mnozstvi variant (¢asto vice nez pul milionu SNPS) ve
skupiné pacientli s ur€itou nemoci. Zjisténé zastoupeni jednotlivych SNP variant je poté
srovnavano s odpovidajicimi daty, ziskanymi u zdravé kontrolni populace; analyza vysledk
GWAS se opira o specialni statistické metody. Aplikace pfistupu kandidatnich genti vyzaduje
naproti tomu co nejptesnéjsi znalosti molekularnich mechanismti nemoci. Na zakladé téchto
védomosti mohou byt za kandidatni povaZzovany vSechny geny, jejichZ produkty se ucastni
polymorfismy (pfedevs§im funk¢éni varianty) vySetfovany u pacientt a kontrolnich subjektt

(nebo nejblizsich piibuznych v ramci rodinnych studii).
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4.3. Design studii genetické vnimavosti ke komplexnim chorobam
4.3.1. Metoda ,,analyzy vazby“ (z angl. ,,Linkage analysis*)

,Analyza vazby* je metoda zalozena na sledovani segregace alel genetickych markeru,
kter¢é mohou byt ve vazebné nerovnovaze s alelami v hypotetickém lokusu ovliviiujicim
vnimavost k dané chorobé (Tang et al.,, 2008). Nejcastéji se jedna o analyzu segregace
vysetiovanych genetickych markertt v ramci rodin. Obecné se popisuji dva zakladni typy
vazebné analyzy. Parametrickd (klasickd) vazebnd analyza se wuzivd predevSim u
jednoduchych (monogennich) nemoci s Mendelistickym a jednozna¢né definovanym
modelem dé&dicnosti. Neparametrickd vazebnd analyza (napf. metoda postizenych
sourozeneckych parti, zangl. ,affected sib-pair metod“) je zaloZzend na analyze alel
konkrétnich genetickych markerti sdilenych mezi sourozenci postizenymi danou nemoci.
Markery, které jsou mezi postizenymi sourozenci sdileny Castéji, nez lze ocekavat u ndhodné
segregace, mohou poukazovat na genetickou oblast s kauzalni (susceptibilni) genovou
variantou. Ve srovnani s ,,case-control studiemi je vazebna analyza charakterizovana
omezenou kapacitou k detekci alel se slabsi asociaci k danému onemocnéni. Dalsi dikazy
pritomnosti genetického faktoru a peclivy vybér fenotypu nemoci mize zvysit vypovédni silu

tohoto pfistupu.

4.3.2. Asociaéni studie pripadi a kontrol (z angl. ,,Case — control association study*)
Asociacni studie piredstavuji nejCastéji pouzivany piistup k identifikaci genti
vnimavosti u komplexnich nemoci, ktery je zaloZzen na srovnani frekvenci tzv. kandidatnich
genovych variant mezi skupinami pacientl a zdravych kontrol (nebo srovnavani statisicit SNP
markeri u celogenomovych asociacnich studii). Popula¢ni asocia¢ni studie jsou
charakterizované naborem kontrolnich subjektii z populaci, které jsou stejného etnického

puvodu jako pacienti, zatimco rodinné asocia¢ni studie vyuzivaji jako kontrol piibuznych
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pacientt (obvykle rodicti). Genetické asociacni studie maji ve srovnani se studiemi ,,Analyzy
vazby* vétsi vypoveédni hodnotu pii detekci genti s malym vlivem u komplexnich nemoci.
Nevyhodou téchto studii je naopak nachylnost k falesn€¢ pozitivnim vysledkiim (nutnost
replikace dat). VétSina téchto studii se zaméfuje piimo na jeden nebo nékolik malo genu, u
kterych se vySetfuji funkéné vyznamné polymorfismy nebo polymorfismy dostate¢né
pokryvajici variabilitu pfislusné genové oblasti (tzn. ,,znackové® polymorfismy). Navrh a
provedeni “case-control” asociacnich studii vyzaduje peclivé posouzeni fady faktorli, které
mohou vyznamné ovlivnit ziskané vysledky: od vybéru kandidatnich gent a polymorfisma,
pfes zpusob zafazovani jedinci do testované a kontrolni populace, az po uziti validnich

genotypizacnich a statistickych ptistupti (Daly, 2009)

4.4. Variabilita genii imunitni odpovédi: perspektivy vyzkumu a klinickych aplikaci

Védomosti o genech imunitni odpovédi ziskané jejich dlouhodobym vyzkumem jsou jiz
bézn¢ vyuzivané v Cetnych oblastech klinické mediciny. Imunogenetika HLA systému je
nepostradatelnou soucasti komplexni diagnostiky u Klinickych transplantaci (optimalni
parovani darce a piijemce) a pomocné diagnostiky onemocnéni asociovanych s HLA
systétmem. MozZnosti identifikace a diagnostiky monogennich nemoci (napf. primarnich
imunodeficitll) byly vyznamné rozsifeny cilenym vyhledavanim nejcastéji se vyskytujicich
pri¢innych genetickych variant, které tyto choroby zpusobuji. Kromé téchto praktickych
aplikaci se studiem gend imunitni odpovédi vyznamné zlep$ilo pochopeni mechanismu
imunitniho systému a imunitni odpovédi.

Vyzkum genii imunitni odpovédi a genomu jako takového je stale konfrontovéan s fadou
vyzev. Z technologického hlediska je vyznamny dalsi vyvoj “high-throughput”
genotypizacnich technik vcetné vysokokapacitniho sekvenovani individualniho humanniho

genomu (Diabetes Genetics Initiative of Broad Institute of Harvard and MIT et al., 2007; Lee,
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2007). Masivnéjsimu vyuziti celogenomového sekvenovani v genetickych asocia¢nich
studiich stale brani jeho vysoka ekonomicka naro¢nost. Sbér, statisticka analyza a interpretace
obrovského mnozstvi dat ziskanych z rozsahlych genetickych studii vyzaduji aplikaci
relevantnich biostatistickych a bioinformatickych metod.

Za hlavni cile budouciho vyzkumu genetické vnimavosti k nemocem lze povazovat: 1)
definici genetickych komponent nemoci ve smyslu identifikace jednotlivych predisponujicich
genetickych variant, 2) identifikaci novych molekularnich cild pro 1é¢bu, 3) piispévek k dalsi
individualizaci piistupu k pacientovi (ve vztahu K prognozovani, profylaxi a 1é¢b¢) a 4)
ptispévek k diagnostice onemocnéni (vyhrazeno pro silné¢ vazané varianty - zvlasté u
monogennich chorob). Na zakladé nedavnych zjisténi celogenomovych asocia¢nich studii lze
oc¢ekavat vyuziti nékterych genetickych markerii zejména V prognoézovani onemocnéni.
Nesporny vyznam maji nova data o genetické komponenté chorob pro lepsi porozuméni jejich

etiopatogenetickym mechanismim (Lango et al., 2008).

Specialni tvod — v tomto oddile jsou uvedena teoreticka vychodiska pro konkrétni cile

diserta¢ni prace:

4.5.1. Cytokiny a variabilita jejich geni

Cytokiny (rozpustné proteiny a glykoproteiny) jsou jako zakladni regulaéni molekuly
imunitni odpovédi produkovany Sirokym spektrem bunék a pisobi na cilové bunky
prostiednictvim cytokinového receptoru bud’ autokrinné (na tutéz bunku, ktera cytokin
secernuje), parakrinné¢ (na okolni bunky), nebo endokrinné (na vzdalené bunky). Vazbou
cytokinu na receptor a prenosem signalu do bunky se spusti signalni drahy vedouci ke
zmeénam exprese genti, pomoci nichz jsou cytokiny schopny regulovat intenzitu a délku trvani

imunitni odpovédi. Odpovéd’ na cytokinovy signal mize mit napt. charakter stimulace nebo
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inhibice proliferace cilovych bun¢k, navozeni jejich migrace, iniciace apoptozy nebo sekrece
protilatek ¢i jinych cytokind témito buiikami.

Cytokiny mohou nejriznéj$im zptasobem ovliviiovat aktivitu Sirokého spektra
cilovych bun¢k (hovoiime o pleiotropinich G¢incich), mohou mit podobnou funkci a
navzajem se zastupovat (redundance), mohou puisobit souhlasné (Synergismus) nebo naopak
mohou své uinky navzajem inhibovat (antagonismus).

Z hlediska regulace imunitni odpovédi (zejména zanétu) lze cytokiny velmi
Prozanétlivé cytokiny, mezi néZ patii napt. interleukin (IL)-1 a tumor nekrotizujici faktor
(TNF), jsou schopny svymi pleiotropnimi u¢inky navodit komplexni reakce, které se mohou
projevit horeckou, lokalni ¢i systémovou zanétlivou reakci, tkanovou destrukci a v nékterych
ptipadech i Sokem s nasledkem smrti. Omezeni biologické aktivity IL-1 a TNF je mozné
nékolika zptusoby, napf. neutralizaci pomoci protilatek, rozpustnych receptori, receptorovych
antagonistl a inhibitord protedz preménujicich inaktivni prekurzory na aktivni zralé
molekuly. Blokovani G¢inku obou vyse uvedenych cytokind Ize uspésné 1écebné vyuzit u
pacientl s revmatoidni artritidou, zanétlivym onemocnénim stiev nebo reakce Stépu proti
hostiteli; netispésné naopak byva u septickych pacienttl (Dinarello et al., 2000) .
kontrolovat (inhibovat) mechanismy spoustéjici a udrzujici zanét. Jsou, spolu se specifickymi
cytokinovymi inhibitory a rozpustnymi cytokinovymi receptory, spoluzodpovédné za regulaci
imunitni odpovédi v organismu. Jejich ,,fyziologické“ ucinky v ptipadé lokalniho zanétu a
patologické ucinky u systémové zanétlivé odpovédi jsou predmétem intenzivniho vyzkumu.

rrrrr

4, 1L-10, IL-11 a IL 13. Volné specifické receptory pro cytokiny IL-1, TNFa a IL-18 pisobi
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rovnéz jako inhibitory cytokind, podporujicich zanétlivou reakci organismu (Opal et al.,
2000).

Na zakladé cetnych pozorovani bylo zjisténo, ze se produkce a regulace cytokini lisi u
riznych jedinci. Za jednu znejvyznamnéjSich a nejpravdépodobnéjSich pficin této
interindividualni variability v produkci cytokind se poklada polymorfimsus kodujicich gent.
Piedpoklada se, Zze se nejcastéji jedna o polymorfismy uvniti regulacnich oblasti
cytokinovych gend (8ir§i promotory, introny, blizké 3’oblasti) (Knight & Kwiatkowski,
1999). Na zakladé tohoto faktu byvaji piislusné cytokinové polymorfismy a polymorfismy
cytokinovych gent studovany jako ,.kandidati“ v souvislosti s vnimavosti k infekénim a
autoimunitnim onemocnénim (Bidwell et al., 1999, 2001), stejné jako U posttransplanta¢nich
komplikaci (Dickinson et al., 2004; Mytilineos et al., 2004, Ollier, 2004; Mrazek & Peti¢k,
2004).

Distribuce cytokinovych polymorfismli se zna¢né liS§i v zdvislosti na narodnostni
ptislusnosti vySetfované populace (Hoffmann et al., 2002; Louie et al., 2005); z toho plyne,
ze by asociace polymorfismu cytokinovych genti s konkrétnim onemocnénim, pozorovana u
jedné populace, neméla byt automaticky ptenasena na jiné populace odlisSného genetického
»pozadi“. Data, tykajici se rozlozeni cytokinovych polymorfismi ve zdravé populaci, jsou
nezbytnd k vysetfovani nebo replikaci asociaci téchto polymorfismi s konkrétnimi nemocemi,
predevS§im v piipadé pouziti piistupu ,,case-control”. Protoze byly udaje o distribuci
polymorfismu cytokinovych genti v ¢eské populaci dosud publikovany pouze omezené (Cinek
et al., 2004), zaméfila se predkladana studie na ur€eni frekvenci vybranych polymorfismi
cytokini a cytokinovych genti u vzorku ceské populace a déale na jejich srovnani

s frekvencemi pozorovanymi u nékolika jinych evropskych populaci.
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45.2. Geneticka komponenta intersticialnich plicnich nemoci a polymorfismy
komplementového receptoru 1 (CR1)
4.5.2.1. Genetika sarkoidézy

Sarkoid6za je multisystémové granulomatozni onemocnéni, Vznikajici vystavenim
geneticky vnimavych jedinci nezndmym spoustécim faktorim vné&jsiho prostiedi (Baughman
et al., 2003; du Bois et al., 2005; lannuzzi, 2007). Sarkoidéza se ¢asto projevuje oboustrannou
hilovou lymfadenopatii, plicni infiltraci, o€nimi a koZnimi 1ézemi, ovSem postiZzeny byvaji
neziidka 1 jiné organy. Pfitomno byvéd zvySené mnozstvi cirkulujicich imunokomplexii a
hyperreaktivita B-lymfocyti. V nékterych piipadech piechazi nemoc do chronické faze
spojené Casto s plicni fibrozou, kdy dochazi k rozvoji Th2 imunitni odpovédi (Moller et al.,
2003). V patogenezi sarkoidozy, stejné jako ostatnich multigennich chorob, se uplatiuji geny
vnimavosti (susceptibility), které¢ predisponuji ke vzniku onemocnéni, a geny modifikujici
jejich prabéh (du Bois et al., 2005). Néekolik ptikladi publikovanych asociaci polymorfismt
cytokinovych genid s vnimavosti k plicni sarkoidoze je uvedeno v Tabulce 1. Vyznamnymi se
jevi zejména varianty HLA gent souvisejici s pfitomnosti Lofgrenova syndromu (LS), akutni
formy sarkoidozy s lepsi prognézou (zejména alely DRB1*03 a DQB1*02). Obdobné byly
s LS asociovany varianty gend pro tumor nekrotizujici faktor (TNF)a a lymphotoxin (LT)a,
které jsou klicovymi medidtory granulomatozniho zanétu. Rozdilné vysledky v jednotlivych
populacich byly pozorovany pii sledovani asociace polymorfismu genu pro komplementovy
receptor (CR)1, kdy se u Ceské populace nepotvrdila souvislost GG genotypu s vnimavosti
k sarkoidoze (Mrazek et al., 2008), ktera byla zjisténa u italské populace (Zorzetto et al.,

2002).
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4.5.2.2. Genetika idiopatické plicni fibrozy

Idiopatickd plicni fibroza (IPF) je zavazné chronické onemocnéni neznamé etiologie,
provazené fibrotizaci plicni tkané, které ma v ptipadé neprovedeni transplantace plic velmi
nepiiznivou prognézu. Charakteristickym rysem idiopatické plicni fibrozy je histologicky
obraz ,,bézného intersticialniho zanétu plic (usual interstitial pneumonia, UIP). Diagndza IPF
je bez provedeni oteviené (chirurgické) plicni biopsie nespolehliva, je vSak mozné ji stanovit
s vysokou pravdépodobnosti, pokud pacient spliiuje 4 stanovena “velka” kritéria pro klinickou
diagnostiku IPF, kterymi jsou: 1. vylouceni jinych pfi¢in intersticidlniho plicniho procesu, 2.
abnormalni plicni funkce ukazujici na poruchu nebo zhorSeni plicni vymény, 3. oboustranné
bazalni retikuldrni abnormality s minimalnimi zménami charakteru ,,mlécného skla* na
HRCT, 4. transbronchialni biopsie nebo bronchoalveolarni lavaz (BAL), jejichz nélez
vylucuje alternativni diagnozu. Daéle je zapotiebi naplnéni alespon 3 ze 4 “malych” kritérii - 1.
veék nad 50 let, 2. postupny vznik ponamahové dusnosti, kterd neni zdivodnitelna jinou
nemoci, 3. trvani nemoci vice nez 3 mésice, 4. poslechovy nalez nadechového praskani
bilateralné bazalné¢ (American Thoracic Society/European Respiratory Society International
Multidisciplinary Consensus Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias, 2002).
Podobné¢ jako u sarkoidozy se predpoklada, Zze se na vnimavosti k tomuto onemocnéni a jeho
klinickém prubéhu podili genetické faktory. Hlavnimi kandidaty genetické slozky IPF jsou
geny pro klicové mediatory idiopatické plicni fibrézy, napf. tumor nekrotizujici faktor
(TNF)a, interleukin (IL)-6, lymphotoxin (LT)a, endothelin, matrix -metaloproteinaza-1
(MMP-1). Hladiny mnohych cytokini jsou rovnéz zvySeny v bronchoalveolarni lavazi

pacientt s IPF (napf. IL-1pB nebo IL-1RA).
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4.5.2.3 Polymorfismus genu pro komplementovy receptor 1 (CR1) a jeho vztah
susceptibilité k sarkoidoze a IPF

CR1 a Sarkoidéza: Sarkoidéza je komplexni systémové onemocnéni charakterizované
granulomatoznim zanétem. Interakce dosud neznamych antigent se specifickymi protilatkami
muze vést k formovani imunokomplexi (ICs), potencialn¢ dulezitych v patogenezi
sarkoidézy (Zorzetto et al., 2002). Komplementovy receptor 1 (CR1) je exprimovan pievazné
na membrané erytrocytdl, které jeho prostiednictvim zajiStuji pfenos imunokomplext
Kjaternim a slezinnym fagocytim. CR1 je tak vyznamné zapojen V odstranovani
imunokomplext z obéhu (Krych-Goldberg et al., 2001). Hypotéza o roli imunokomplext
V patogenezi sarkoiddzy spolu s dokumentovanym funkénim polymorfismem CR1 genu
(Wilson et al., 1986; Herrera et al., 1998), vedly k vypracovani genetické asociacni studie u
italské populace, ve které byla G alela jednonukleotidového polymorfismu v pozici 5507 CR1
genu asociovana s vnimavosti k sarkoidoze (Zorzetto et al., 2002).

vysetienim polymorfismu CR1 C5507G a také blizkého nesynonymniho SNP CR1 A3650G u
dvou odlisnych kavkazoidnich populaci, ale také popsat piipadné funkéni dopady genovych
variant CR1 na expresi jeho mMRNA v buikach bronchoalveolarni lavazni tekutiny pacientt se
sarkoid6zou a zdravych kontrolnich jedinct.

CR1 a IPF: Idiopaticka plicni fibréza (IPF) je vzacné ale velmi zavazné plicni onemocnéni
s velmi neptiznivou prognozou. Soucasné paradigma patogeneze IPF je zalozeno na konceptu
abnormalni reparace tkané¢ Vreakci na poranéni plic dosud nedefinovaného piivodu
(Hunninghake et al., 2007; Studer et al., 2007). Pfedpoklada se, Ze se na vnimavosti k tomuto
onemocnéni i jeho klinickém pribéhu mohou podilet genetické faktory. Nékteré varianty
kandidatnich genu jiz byly ve vztahu k IPF vysetfovany, Casto vSak s nekonzistentnimi

vysledky (Studer et al., 2007; Lawson et al., 2006). Zorzetto a spol. jiz diive referoval o

31



asociaci funk¢niho jednonukleotidového polymorfismu (SNP) komplemenového receptoru 1
(CR1), jmenovit¢ CR1 C5507G (rs3811381), s vnimavosti jak k sarkoidoze (Zorzetto et al.,
2002), tak k idiopatické plicni fibroze (IPF) (Zorzetto et al., 2003). CR1 C5507G SNP ma
dualni charakter ve smyslu struktury CR1 alelickych isoforem, je tedy lokalizovan uvnitf
exonu 33 (F isoforma) nebo exonu 41 (S isoforma) genu pro komplementovy receptor 1. Tato
skute¢nost ma dulezité metodologické dusledky, jak se ukazalo ve studii na finské populaci
(Hodgson et al., 2005; Zorzetto et al., 2006). Od puvodni italské studie (Zorzetto et al., 2003)
nebyla dal$i data, potvrzujici zapojeni CR1 genovych variant v patogenezi IPF, publikovana.
V souladu s pravidly pro replikaci genetickych asocia¢nich studii (Chanock et al., 2007), jsme
za UCelem zjisténi mozné asociace CR1 C5507G SNP s IPF, vysetfovali dvé dobfie
charakterizované skupiny evropskych pacienti (Ceskych a anglickych), spolu s etnicky

odpovidajicimi zdravymi kontrolnimi jedinci.

5. CILE DISERTACNI PRACE

5.1. Polymorfismy cytokinovych genii — populaé¢ni frekvence

a) Provést genotypizaci vybranych polymorfismi cytokinovych gent ve vzorku zdravé Ceské
populace (n = 120) a stanovit jejich alelické, genotypové a fenotypové frekvence.

b) Porovnat ziskané frekvence s daty, ktera jsou dostupna pro dalsi evropské populace.

5.2. Asociace polymorfismu genu pro komplementovy receptor 1 (CR1) u intersticialnich
plicnich nemoci (sarkoidozy/IPF) v ¢eské populaci — replikaé¢ni studie

a) Sarkoiddza

Pomoci genetické asociacni studie pacientt a zdravych popula¢nich kontrol provedené

paraleln¢ ve dvou evropskych populacich (Ceské a nizozemské), ovefit ptipadnou souvislost
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SNP variant C5507G a A3650G v genu pro komplementovy receptor 1 (CR1) se sarkoidézou,
ktera byla drive publikovana pro italskou populaci (Zorzetto et al., 2002)

Pomoci analyzy mRNA zjistit, zda a jak varianty genu CR1 ovliviiuji jeho genovou expresi.

b) Idiopatickd plicni fibroza

Obdobnym zptisobem jako u sarkoiddzy (pomoci genetické asociacni studie ve dvou na sob¢
nezavislych populacich, ¢eské a anglické) replikovat zjisténi Zorzetto a spol. (2003), ktefti
popisuji souvislost mezi SNP variantou C5507G komplementového receptoru 1 (CR1) a

idiopatickou plicni fibrozou.

6. MATERIAL A METODY
6.1. Polymorfismy cytokinovych genii — stanoveni popula¢nich frekvenci

Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs) cytokinovych gent byly v ramci této ,,case —
control® studie typizovany pomoci polymerazové fetézové reakce se sekvencné specifickymi
primery (PCR-SSP) s pouzitim ,,Heidelberg kitu“ (vyrobce Univerzita v Heidelbergu) a to u
120 zdravych nepiibuznych jedinci Ceské ndrodnosti (60 muzi a 60 Zen), ktefi poskytli
informovany souhlas s G¢asti ve studii.

Genomicka deoxyribonukleova kyselina (DNA) byla extrahovana z jadernych bunék
periferni krve vysetfovanych jedinci pomoci metody, pii niZ dochazi k vysolovani bunéénych
proteinti dehydrataci a srazeni saturovanym NaCl roztokem, tzv. vysolovaci metodou (Miller
et al. 1988). Takto ziskana DNA byla pouzita do vlastni PCR reakce s vyuzitim ,,Cytokine
CTS-PSR-SSP Tray* (Heidelberg) Kitu, ktery umoznuje detekci regulacnich polymorfismi
genu pro cytokiny/cytokinové receptory IL-1a, IL-1B, IL-1R, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-
10, IL-12, TNF-a a y-IFN, stejné¢ jako polymorfismi v kodujicich oblastech gentt TGF-3 a IL-

4Ra. Pro vSechny vySe zminéné polymorfismy byl publikovan jejich funkéni vyznam a
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souvislost se zménou klidové nebo indukované produkce odpovidajiciho cytokinu. Pouzity Kit
vyuziva metody PCR-SSP, ktera mimo stanoveni polymorfnich variant jako takovych
umoziuje V nékterych ptipadech fyzicky detekovat rovnéz pritomné haplotypy. Soucasti kitu
jsou vlastni primerové miXy lyofilizované v mikrozkumavkach a master mix obsahujici
vSechny ostatni reakéni komponenty s vyjimkou Taq polymerazy a vysetfované DNA (siran
amonny, pufrovaci systém, chlorid hotecnaty, glycerol, kresolovou cerven a
deoxyribonukleotidy). Pro potieby vyhodnoceni byly ve smési lyofilizovanych primerd
pro PCR-SSP navic obsazeny primery pro interni pozitivni kontrolu o délce 440 bp pro IL-
la, IL-1B, IL-1R, IL-1RA, IL-4Ra, IL-12, y-IFN, TGF-B, TNF-a a délce 90 bp pro IL-2, IL-
4, IL-6 a IL-10. PCR reakce probiha za nasledujicich teplotnich podminek: tivodni denaturace
(94°C po dobu 2 minut), 10 amplifika¢nich cyklt (annealing 10 sekund na teploté 94°C a
extenze trvajici 1 minutu na teploté 65°C), 20 cyklu (stiidani annealingu 10 sekund na teploté
94°C a extenze trvajici 50 sekund na teplot€¢ 61°C a poté 30 sekund na teploté 72°C) a
renaturace na teploté¢ 4°C. Vysledny produkt byl vyhodnocen pomoci gelové elektroforézy,
pfi niz specifické amplikony indikuji ptitomnost dané alely (haplotypu).

Alelické, genotypové i fenotypové (nosicstvi dané varianty) frekvence byly stanoveny
u 22 polymorfismil 13 geni pro cytokiny a jejich receptory (IL-1a, IL-18, IL-1R, IL-1RA, IL-
4Ra, IL-12, y-IFN, TGF-B, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6 a IL-10). Pro testovani odchylky od
Hardy-Weinbergovy rovnovahy bylo pouzito u genotypového rozlozeni XZ analyzy. Porovnani
zjisténych alelickych frekvenci s frekvencemi publikovanymi v jinych studiich bylo
provedeno standardnim y? testem s korekci podle Woolf-Haldana v pfipadé malych &isel.
V Tabulce 2 jsou uvedena srovnani alelickych frekvenci jednotlivych polymorfismi
cytokinovych genti zjisténych u C¢eské populace (Olomouc) s odpovidajicimi daty
publikovanymi u zdravych jedinc nasledujicich populaci: makedonské, fecké, kyperské,

bulharské, polské a ruské.
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6.2. Hodnoceni/replikace vyznamu polymorfismi genu pro komplementovy receptor 1
(CR1) u sarkoidézy/IPF
Sarkoidoza - studovana populace:

Do této studie bylo celkem zahrnuto 641 nepiibuznych kavkazoidnich jedinct, z nichz
bylo 210 Ceskych a 116 holandskych pacienti se sarkoidéozou a 203 ceskych a 112
holandskych zdravych kontrolnich jedincii. Sarkoidéza byla u postizenych diagnostikovana na
zakladé mezinarodné akceptovanych kritérii ,,ATS/ERS International Consensus Statement®
(ATS/ERS, 2002). Pacienti se sarkoidozou byli dale ¢lenéni do jednotlivych subfenotypu
s ohledem na rentgenologické stadium nemoci a pfitomnost/absenci Lofgrenova syndromu.
Vsichni pacienti byli diagnostikovani v jediném univerzitnim centru (pro kazdou narodnost),
pro ¢eskou skupinu pacientii na Klinice plicnich nemoci a tuberkuldzy Fakultni nemocnice
Olomouc a pro holandskou v St. Antoniu Hospital v Nieuwegeinu. Kontrolni skupinu tvofili
zdravi darci krve nebo clenové registru darci kostni dfené. Nepfitomnost plicniho postizeni
byla u kontrolnich subjektti ovéfovana dotaznikem a pohovorem se zaméfenim na rodinnou
anamnézu a symptomy respiracniho onemocnéni. VSichni jedinci souhlasili s anonymnim
pouzitim jejich biologickych vzorkd (DNA, bronchoalveolarni lavazni tekutina); studie byla
schvalena etickymi komisemi obou pracovist. V Tabulce 3 jsou uvedeny klinické
charakteristiky pacientl se sarkoid6zou 1 zdravych kontrolnich jedinci.
IPF - studovana populace

Do této studie bylo zapojeno celkem 475 nepiibuznych jedincti kavkazoidniho
puvodu, z toho 53 ¢eskych IPF pacientl se 203 zdravymi kontrolnimi jedinci a 70 anglickych
IPF pacienti se 149 kontrolami. Diagnéza idiopatické plicni fibrozy byla provedena na
zakladé typickych klinickych a rentgenologickych znaki, spolu s histologickym obrazem

bézného intersticialniho zanétu plic (UIP) pfi chirurgické plicni biopsii a v souladu s kritérii
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pro diagnézu idiopatické plicni fibrozy podle American Thoracic Society/European
Respiratory Society (ATS/ERS Consensus Classification of IPF, 2002). VSichni jedinci byli
diagnostikovani V jediném univerzitnim centru; pro Ceskou skupinu pacientd na Klinice
plicnich nemoci a tuberkuldézy Fakultni nemocnice Olomouc a pro anglickou populaci
v Interstitial Lung Disease Unit, Royal Brompton Hospital v Londyné. Jako kontrolni skupina
byli pouziti zdravi dérci krve nebo Clenové registru darct kostni diené. Absence plicniho
postizeni u kontrolnich subjektd byla ovéfovana, jak je popsano Vv piedchozich odstavcich
(popis skupin u sarkoid6zy). VSichni jedinci souhlasili s anonymnim pouzitim svych
biologickych vzorki (DNA, bronchoalveolarni lavazni tekutina); studie byla schvalena

etickymi komisemi obou pracovist’.

Genotypizace

Za Ucelem stanoveni rozlozeni genotypu jednonukleotidovych polymorfismu
komplementového receptoru 1 C5507G (GenBank SNP ID: rs3811381) a A3650G (GenBank
SNP ID: rs2274567) byla provedena typizace pomoci polymerazové fetézové reakce se
sekvenéné specifickymi primery (PCR-SSP) (specifikace viz Tabulka 8). DNA, ziskana
z periferni krve, byla pouzita do vlastni PCR, ktera prob&hla za nasledujicich teplot pro
jednotlivé amplifikaéni kroky: po tivodni denaturaci (96°C po dobu 1 min) nasledovaly 3
série po sobé nasledujicich amplifika¢nich cykla — 5 cykla (annealing 20 sekund na teploté
96°C nasledovan extenzi trvajici 45 sekund na teplote¢ 70°C a 25 sekund na teploté 72°C), 21
cykll (annealing 25 sekund na teploté 96°C nasledovan extenzi trvajici 50 sekund na teploté
65°C a 30 sekund na teploté¢ 72°C), 4 cykly (annealing 30 sekund na teploté 96°C nésledovan
extenzi trvajici 1 minutu na teplot¢ 55°C a 1 minutu a 30 sekunda teploté¢ 72°C) poté
nasledovala renaturace na teploté 4°C. Ziskany produkt byl vyhodnocen pomoci agarozové

elektroforézy, kde amplikony specifické pro jednotlivé alely poukazovaly na jejich
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pritomnost. Specificita PCR reakce byla nasledn¢ ovéfena sekvenovanim amplikonu
Vv ndhodné vybranych vzorcich vSech genotypi. Podil jednotlivych genotypii byl stanoven
pfimo a alelické i fenotypové frekvence byly vypoéteny pro kazdou skupinu zvlast. Soulad s
rozlozenim genotypt podle Hardy-Weinbergovy rovnovéhy byl testovan pomoci %> testu,
ktery byl vyuzit i pro srovnani genotypovych, alelickych i fenotypovych frekvenci
kontrolnich skupin a pacientii se sarkoiddzou i IPF. Statisticka sila studie byla uréena podle
Lalouela a Rohrwassera (Lalouel a Rohrwasser, 2002). Pro vypocet vztahu mezi CRI1
C5507G genotypy a prubéznymi proménnymi (veék a plicni funkce) byla pouZita regresni

analyza (SPSS software verze 15.0).

6.3. Kvantitativni real-time (qRT)-PCR ke stanoveni exprese CR1 mRNA
v bronchoalveolarnich buiikach

Expresi mMRNA genu CR1 jsme vySetfovali v buitkach bronchoalveolarni lavaze (BAL)
kvantitativni polymerazovou fetézovou reakci v realném ¢ase (QRT-PCR), pomoci primert a
sond navrzenych programem ProbeFinder (www.universalprobelibrary.com; Roche Applied
Science, Indianapolis, IN), s vyuzitim pfistroje pfistroj RotorGene 3000 (Corbett Research,
Sydney, Australia) u podskupiny ¢eskych pacientli z genetické asociacni studie u sarkoidozy,
u nichz byla k dispozici lavazni tekutina (BAL) (n = 52) a kontrolnich subjektt (n = 14) bez
znamek plicniho zanétu s normalni cytologii bunék lavazni tekutiny. Exprese CR1 byla
uréovana pomoci metody druhé derivace a normalizovdna na expresi referen¢niho genu

PSMB2 (ROTORGENE Software 6.1.71; Corbett Research).
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7. VYSLEDKY
7.1. Polymorfismy cytokinovych geni — rozloZeni u stfedoevropské populace a srovnani
s etnicky blizkymi populacemi

Abychom stanovili popula¢ni frekvence vybranych 22 SNPs gent pro cytokiny a
jejich receptory (viz Tabulka 2), vysetfili jsme 120 zdravych jedinci ¢eské narodnosti.
Populaéni frekvence stanovené v nasi populaci odpovidaly frekvencim ziskanym stejnou
typizaéni technikou (Heidelberg kit) v geograficky blizkych populacich [Praha, CR - (Cinek
et al., 2004); Heidelberg, Némecko (Louie et al., 2005]. Pro velkou vétsinu vySetiovanych
SNPs bylo rozlozeni variant cytokinovych genti, pozorované v nasi populaci, velmi blizké
frekvencim zjisténym u zdravych populaci v Praze i Heidelbergu. Signifikantni rozdil byl
zjistén pouze v jednom piipadé (polymorfismus IL1B-511, P < 0.01).

Zamér studie jsme dale rozsifili 0 srovnani populaénich dat z naseho centra S témi,
které byly zjistény u jinych kavkazoidnich populaci, pfevazné slovanského pivodu. Toto
srovnani vSak bylo omezeno spektrem polymorfismu, které byly v téchto populacich
vySetiovany. Data vSech 22 vySetfovanych SNPs byla k dispozici pouze pro makedonskou
populaci (Skopje - Trajkov et al., 2005). Omezeny pocet vySetiovanych jednonukleotidovych
polymorfismu pak poskytly také studie v dalsich populacich — bulharské (Sofie - Mihailova et
al., 2005), polské (Polsky Té&sin - Kurzawski et al., 2005) a ruské (Novosibirsk - Konenkov &
Smolnikova, 2002). Pro rozsifeni popula¢nich srovnani jsme proto vyuzili také kompletnich
dat z jinych jihoevropskych populaci [fecké (Atény) a kyperské (Nicosia), Louie et al., 2005].
Alelickeé frekvence ziskané u populace zdravych jedinci Ceské narodnosti se vyznamné liSily
od frekvenci publikovanych u Makedoncii (pro dva z 22 vysetfovanych SNPs), Reku ( 3/22),
Kyperskych Reki (5/22), Bulhart ( 1/8) a ruské populace (1/3). Vzhledem k tomu, Ze jsme
nezjistili zadné rozdily mezi nami vySetfovanou a polskou populaci mizeme spekulovat, ze

rozlozeni alelickych variant nékterych jednonukleotidovych polymorfismt cytokinovych
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gentl souvisi s rozdily mezi jednotlivymi evropskymi regiony — zietelné rozdily byly zjistény
mezi sttedoevropskou a jihoevropskou populaci v polymorfismech TNF-308, IL2 +166 a IL6—

174 (viz Tabulka 2).

7.2. Asociace polymorfismu genu pro komplementovy receptor 1 (CR1) u intersticialnich
plicnich nemoci (sarkoidézy/IPF)
7.2.1. Sarkoido6za

S cilem stanovit zastoupeni variant jednonukleotidového polymorfismu genu pro
komplementovy receptor 1 (jmenovité CR1 C5507G, GenBank SNP ID: rs3811381 a CR1
A3650G, GenBank SNP ID: rs2274567) ve skupinach ceskych a nizozemskych zdravych
kontrolnich jedinctu a pacientti se sarkoidozou byla u vSech vysetfovanych subjekt provedena
genotypizace pro uvedenou variantu CR1 genu polymerazovou fetézovou reakci se sekvenéné
specifickymi primery (Okayama et al., 1989). Pozorovana distribuce genotypt pro uvedeny
polymorfismus odpovidala Hardy-Weinbergové rovnovaze (P>0,05). Statisticka sila nasi
studie ve vztahu k replikaci vysledkti publikovanych v italské praci (Zorzetto et al., 2002)
dosahla hodnoty 99% pro ¢eskou populaci a 93% pro nizozemskou populaci (Lalouel et al.,
2002). Na rozdil od zvyseného vyskytu CR1 5507*G alely, ktery byl zaznamenan u italskych
pacienti se sarkoidozou (Zorzetto et al., 2002), se frekvence zjisténé u ceskych a
nizozemskych pacienti neliSily od frekvenci odpovidajicich kontrolnich skupin, pfi¢emz
Cetnost vyskytu G alely u zdravych jedinci byla u vSech téi populaci (italské, Ceské a
nizozemské) stejna (viz Tabulka 4). Zjistili jsme vSak rozdily ve frekvencich vyskytu G alely
mezi skupinami pacienti se sarkoidézou u italské studie (34%) a nami studovanymi

skupinami pacient v ¢eské (18%) a holandské (23%) populaci. Tyto rozdily byly zptisobeny
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vys$§im zastoupenim GG homozygotl mezi italskymi pacienty se sarkoidézou (18%), zatimco
u ¢eské ani holandské pacientské populace nepievySovala jejich frekvence 5%.

Vzhledem ktomu, Ze jsme nenaSli zadny vyznamny rozdil mezi distribuci CR1
C5507G polymorfismu mezi pacienty se sarkoidozou a zdravymi kontrolami v ¢eské ani
nizozemské populaci, rozsifili jsme genotypizaci i na dal$i nesynonymni jednonukleotidovy
polymorfismus CR1 genu (CR1 A3650G, rs2274567). Ani Vv ptipad¢ tohoto polymorfismu
jsme nezjistili rozdily v alelickych frekvencich mezi skupinami pacientll se sarkoidézou a
kontrolnich jedincti ¢eské ¢i nizozemské narodnosti (viz Tabulka 5). Stanovili jsme také
frekvenci CR1 A3650G/C5507G haplotypti pomoci algoritmu “estimation — maximization®
(software ARLEQUIN, verze 3.000) (Excoffier et al., 2005). Odhadované frekvence
A3650G/C5507G haplotypu, uvedené v tabulce 6, odpovidaly pfedchozim vysledkim
(Zorzetto et al., 2002; Xiang et al., 1999) v¢etné nalezu silné vazebné nerovnovahy (LD)
(software ARLEQUIN) mezi vzéacnéjsimi alelami obou polymorfismi (CR1 5507*G a
3650*G) u vsech vySetiovanych skupin (D = 0.95 u ¢eskych pacientt, D = 1.00 u ¢eskych
kontrol, nizozemskych pacientt i kontrol; P < 0.00001 pro vsechny vysetfované skupiny)
(Jorde et al., 2000).

Protoze stale chybi dostate¢né dikazy o zapojeni CR1 v patogenezi sarkoid6zy
(Biglino et al., 1985; Rooney et al., 1990; Schoenfeld et al. 1994) a jeho konkrétni role
Vv regulaci imunitni odpovédi (Krych-Goldberg et al., 2001), zajimalo nas také, zda je zanét u
sarkoid6zy doprovazen zménami v lokdlni expresi CR1 mMRNA. Pfi téchto experimentech
nebyl nalezen vyznamny rozdil v expresi CR1 mRNA v broncholaveolarnich bunikach mezi
pacienty se sarkoidozou (N=52) a zdravymi kontrolnimi jedinci (N=14). Ve snaze analyzovat
mozny ucinek variant CR1 C5507G SNP na transkripci genu, bylo mnozstvi CR1 mRNA
srovnavano mezi subjekty nesouci genotyp CR1 5507 CC (n = 44) a CG (n = 20) v celé

populaci a navic ve skupiné pacienti a kontrol zvlast. PFitomnost vzacngjsi alely CR1
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5507*G neméla vliv na CR1 mRNA expresi (srovnani exprese u CC versus CG genotypu: P =
0.44). V nasi studii jsme nicméné neprovadé€li vySetfovani ,,systémovych® hladin CR1 na

erytrocytech u sarkoidozy, coz by mohlo byt povazovano za hlavni limitaci prace.

7.2.2. Idiopaticka plicni fibréza

Abychom ur¢ili ptipadnou souvislost polymorfismu CR1 C5507G s vnimavosti k IPF,
provedli jsme genotypizaci uvedené varianty ve dvou skupinach pacientd s IPF (Ceska a
anglickd) a porovnali jeji distribuci se skupinami zdravych kontrolnich jedinci (odpovidajici
populace). Distribuce genotypti uvedeného polymorfismu CR1 genu byla v souladu s Hardy—
Weinbergovou rovnovahou u vsech vySetfovanych skupin. Statisticka sila této studie k
replikaci hlavnich nalezi ptivodni italské publikace (rozdil mezi frekvencemi CR1 5507 GG
homozygotu u pacienti s IPF a zdravou kontrolni skupinou, Zorzetto et al., 2003) dosahla
92.3% u ceské populace a 94.8% u populace anglické. Prestoze Vv praci Zorzetta a spol.
(Zorzetto et al., 2003) byla v italské populaci zjisténa zietelna prevaha CR1 5507 GG
homozygotu mezi IPF pacienty (16%) ve srovnani se skupinou zdravych kontrolnich jedinct
(3%), byli vnasi praci CR1 5507 GG homozygoti zastoupeni stejnomémé u vsech
vySetfovanych skupin (Cesti a anglicti pacienti s IPF, ¢eské a anglické kontroly), viz Tabulka
7. Podil CR1 5507 GG homozygotti nebyl navicv ramci jednotlivych skupin nasi studie vyssi
nez 3%. Nezjistili jsme ani signifikantni rozdily mezi frekvencemi CR1 5507*G alely u IPF
pacientti a zdravych kontrol anglické ani Ceské populace (alelické frekvence CR1 5507*G:
cesti IPF pacienti 21%; Ceské kontroly 18%; angli¢ti IPF pacienti 14%; anglické kontroly
15%). Podobny byl i podil nosi¢i CR1 5507*G alely ve skupinach pacienti s IPF a zdravych

jedincu.
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Dalsi srovnani odhalilo vyznamny rozdil v rozlozeni CR1 C5507G genotypu mezi
skupinami ¢eskych a anglickych IPF pacienti (p = 0.03), coz lze vysvétlit rozdilnym
puvodem vySetiovanych populaci pacientd s IPF. Celkova frekvence CR1 5507*G alely se
zda byt mirné nizsi v anglické populaci jako takové (projevuje se i u kontrolni skupiny) ve
srovnani s ¢eskou populaci. Podobn¢ jako v ptipadé studie u sarkoiddzy, jsme provedli také
subanalyzu uvniti skupin pacientt s IPF pro nalezeni eventudlniho vztahu CR1 C5507G SNP
se specifickymi fenotypy IPF. U Ceské ani anglické populace vSak souvislost mezi variantami
CR1 C5507G pti subanalyze podle pohlavi a véku nebyla nalezena (P > 0.05 pro vSechny
vySetfované skupiny). Podobné nebyly zjistény rozdily v rozlozeni CR1 C5507G variant u
anglické IPF populace, kdy byla navic provedena i subanalyza na zakladé¢ demografickych dat
tykajicich se kouteni a plicnich funkci. U ceskych IPF pacientli nemohla byt tato subanalyza

provedena vzhledem k nedostupnosti dat pro podstatnou ¢ast studovaného souboru.

8. DISKUSE
8.1. Polymorfismy cytokinovych geni

V soucéasné dob¢ existuje fada praci, které popisuji souvislost funkénich polymorfisma
genll pro cytokiny a jejich receptory s komplexnimi chorobami s multigennim typem
dédicnosti (Bidwell et al., 1999, 2001; Knight, 2005). Z dtivodu vyraznych rozdilt v rozlozeni
polymorfismi cytokinovych gent a jejich receptorti mezi jednotlivymi populacemi a etniky
(Hoffman et al.,, 2002), jsou data popula¢nich skupin zdravych kontrolnich jedinct
mimofadné pfinosnd pro hodnoceni vyznamnosti vySetfovanych genetickych marker
vnimavosti, fenotypu a prognézy daného onemocnéni (Meenagh et al., 2002; Costeas et al.,
2003; Trejaut et al., 2004). V nasi praci jsme ziskali populac¢ni frekvence 22 polymorfismi
gend, kodujicich cytokiny a jejich receptory u zdravé Ceské populace a srovnali

je s odpovidajicimi ~ daty, publikovanymi v jinych  ¢astech  Evropy. Z hlediska
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metodologického byly vSechny polymorfismy typizovany standardizovanymi postupy a
reagenciemi, které byly predtim ovéfeny V prabéhu International Histocompatibility
Workshop (Seattle, USA, 2002). Proto a také diky faktu, ze byly pfi typizaci cytokind
dodrzovany zasady spravné laboratorni praxe pii genotypizaci (podle standard Evropské
federace pro imunogenetiku), nemély by byt vysledky této studie ovlivnény. Distribuce vSech
vysetifovanych polymorfismi kromé SNP IL2-330 odpovidala v naSem popula¢nim vzorku
H-W rovnovaze. Vzhledem K poctu vySetfovanych variant (vice nez 20 SNPs) je mozné, ze je
uvedena odchylka od H-W rovnovahy nahodna (nahodna fluktuace) (Svejgaard & Ryder,
1994).

Pii hodnoceni na$i prace jsme si védomi, Ze V ptipad€ polymorfisml S frekvenci
vzacngjsi alely (MAF) nizsi nez 10% muze byt velikost vySetfované populaéni skupiny
povazovana za suboptimalni. Nicméné tyto polymorfismy (TNF-308, TGFp codon 25, 1L4-
1098) v nasi studii reprezentuji méné nez 15% vSech vySetfovanych variant. Za velmi
dulezitou naopak povazujeme skuteCnost, ze data ziskana v této studii byla v souladu
s frekvencemi z ostatnich stfedoevropskych center — Prahy a Heidelbergu (Cinek et al., 2004;
Louie et al., 2005). Studie z prazského centra byla provedena u populace stejné narodnosti a
odpovidala i velikosti souboru (n = 103). Od nasi studie se liSila regionem naboru
vysetfovanych jedincti — zahrnovala prevazné jedince ze stiedozapadni asti Ceské republiky
na rozdil od olomoucké populace, pivodem vétSinou z vychodu republiky. Némecka
populace (Heidelberg, n = 200) byla vybrana pro srovnani jako geograficky nejblizsi, z niz
byla dostupna data shodnych genetickych markera (Louie et al., 2005). P#i srovnani vSech 22
sledovanych polymorfismii byly vysledky vSech tfi populaci velmi podobné. Data Ctyt
vySetiovanych polymorfismt u polské populace (Kurzawski et al., 2005) odpovidala rovnéz
frekvencim ziskanym v naSi studii, coz poskytlo dalsi dikaz relativni homogenity

sttedoevropské populace v distribuci cytokinovych polymorfisma. Oproti viceméné shodnym
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frekvencim polymorfismu gent kodujicich cytokiny, zjisténym u ¢eské a némecké populace,
byla nedavno publikovédna zna¢né odlisSna data u nékolika populaci jihovychodni Evropy
(Trajkov et al., 2005; Mihailova et al., 2005; Louie et al., 2005). Genetické rozdily, ticbaze
jsou zde prokazované pouze Vv nékterych polymorfismech cytokini a jejich receptorti, mohou
odrazet specifickou narodnostni historii ve stiedni Evropé (Cesi, Némci, Polaci) oproti
jihovychodni Evropé (Makedonci, Rekové, Kypersti Rekové a Bulhati). Z tohoto pohledu Ize
spekulovat, ze populace sidlici ve stfedni Evropé a nalezici K rozdilnym etnickym skupinam
(germansky ptivod obyvatel Némecka vs. Slovansky ptivod Cechi), si mohou byt geneticky
blizsi, nez dvé geograficky vzdalené slovanské populace (napt. ¢eska a makedonska).

Zavér: Nase data popisujici rozloZeni alelickych variant 22 SNPs genii pro cytokiny a jejich
receptory u zdravé ceské populace se shoduji s nélezy jinych stfedoevropskych laboratofi,
casteéné se vSak lisi od frekvenci publikovanych z populaci jihovychodnimi Evropy.
S nejvétsi pravdépodobnosti tak odrazeji rozdilnou narodnostni historii (genetické pozadi)
jednotlivych evropskych regiont. Data z této studie jiz byla pouzita pro prace, které se
zabyvaji asociacemi polymorfismii cytokinovych gend s chorobami nebo komplikacemi 1é¢by

v ¢eské populaci (Gallo et al., 2009; Ambruzova et al., 2009).

8.2. Polymorfismus genu pro komplementovy receptor 1 (CR1)
8.2.1. Sarkoido6za

Piestoze Zorzetto a spol. (Zorzetto et al., 2002) pozoroval zvySeny vyskyt CR1
C5507G GG homozygotli zejména u zen se sarkoidozou (zvySené hodnoty v rdmci skupiny
muzi nebyly statisticky signifikantni), v nasi studii jsme zadné rozdily v zastoupeni GG
genotypu mezi pacienty se sarkoidozou a kontrolnimi jedinci nezjistili, a to ani pfi subanalyze
podle pohlavi. Tyto navzdjem odlisSné néalezy mohou podporovat hypotézu 0 zvySeném

zastoupeni GG genotypu u italskych pacientek se sarkoidozou, odrazejici vyssi podil urcitych
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»specifickych® fenotypti této nemoci, které se v naSich skupinach pacienti vyskytovaly
vyjimecné nebo viibec. Nase studie vSak neposkytuje dikazy podporujici tuto interpretaci,
jelikoz jsme nepozorovali zadnou asociaci S konkrétnimi fenotypy sarkoidozy. V tomto
smyslu jsme nezjistili vztah vySetfovaného CR1 polymorfismu s RTG stadiem sarkoidozy,
nutnosti 1é¢by glukokortikoidy ani pfitomnosti/absenci Lofgrenova syndromu (P>0,05 ve
vSech uvedenych piipadech).

Jako mozné vysvétleni rozdilu mezi ,,pozitivnimi* nalezy v italské populaci a absenci
asociace u Cechtl a Nizozemcii se nabizi moZnost, Ze hypoteticka kauzalni genova varianta
(genu CR1 nebo v blizkosti) je ve vazebné nerovnovaze s CR1 5507*G alelou pouze u
italské, ne vsak u ¢eské a nizozemské populace (Silverman, 2007). Hlavni haplotypy genu
CR1 jsou nicméné velmi stabilni, bez ohledu na etnicky ptivod vySetfované populace (Xiang
et al., 1999). Na druhé strané je vsak dulezité ptipomenout, Ze studovany polymorfismus CR1
C5507G souvisi s poctem funkénich CR1 molekul na povrchu erytrocytll u kavkazoidni, ne
vSak afroamerické populace (Herrera et al., 1998). Z toho lze vyvodit, Ze pocet funk¢nich
CR1 molekul proto musi byt kontrolovan dalSim genetickym faktorem (,,gene-gene
interaction), ktery neni u afroameri¢ant ptitomen (Cockburn et al., 2006). Dokud budou tyto
genetické faktory neznamé, nemiizeme zcela zamitnout vySe uvedenou hypotézu o vazebné
nerovnovaze CR1 5507*G alely s kauzalni variantou, kterd je zévisld na konkrétnich
populacich.

Vysledky naSich experimenti zkoumajicich CR1 expresi mohou byt interpretovany v
tom smyslu, Ze 1) sarkoid6za neni doprovazena lokalnimi zménami exprese CR1 mRNA
Vv misté probihajiciho granulomatozniho zanétu a 2) neni patrny zadny efekt CR1 G5507C
SNP variant (Wilson et al., 1986; Herrera et al., 1998) na hladiny CR1 mRNA v jadernych
bunikach bronchoalveolarni lavaze. Posledni zminény nalez je v souladu s piedchozimi

studiemi, kdy byly varianty CR1 genu spojeny s povrchovou expresi funkéniho CRI1
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receptoru pouze na erytrocytech, ale ne na bunkach jinych vyvojovych linii (Wilson et al.,
1986). To také podporuje hypotézu, ze CR1 varianty ovliviiuji Cetnost funkénich CRI1
molekul na povrchu erytrocytu zatim neznamym posttranslatnim mechanismem (Herrera et
al., 1998).

Pies adekvatni metodicky pfistup, ktery byl doplnén dostateénou statistickou silou
studie, jsme u Ceské a nizozemské populace nepotvrdili pfedchozi zavéry o souvislosti
C5507G polymorfismu genu pro CR1 se sarkoidozou (Zorzetto et al., 2002). Nase funkéni
data navic vyvraci hypotézu o lokalni ucasti CR1 pfirozvoji granulomi v plicich u
sarkoidozy. Nami ziskané vysledky naopak podporuji teorii, Ze funkéni alely genu CR1
nemaji pfimy (kvantitativni) vliv na Groven transkripce tohoto genu. NaSe nalezy daile
zduraziuji dulezitost komplexniho vyhodnoceni jednotlivych genetickych variant, jako
faktori vnimavosti k chorobam u jednotlivych kavkazoidnich subpopulaci a potiebu replikace
genetickych studii napti¢ populacemi rizného etnického ptivodu. Velmi dilezita je adekvéatni
definice klinickych fenotypt jako jeden z hlavnich ptedpokladi provedeni a vyhodnoceni
genetickych asocia¢nich studii, zvlast¢ u komplexnich onemocnéni (Cordell et al., 2005;

loannidis et al., 2001; lannuzzi et al., 2000; Whitsett et al., 2004; Janssen et al., 2004).

8.2.2. Idiopaticka plicni fibréoza

NasSe vysledky, zaloZzené na replikacni genetické asociacni studii vedené u dvou
evropskych populaci, nepotvrzuji nalezy italské publikace (Zorzetto et al., 2003), ktera zjistila
souvislost polymorfismu genu pro CR1 s vnimavosti k IPF. Podobné jako u sarkoidozy tedy
nemuzeme potvrdit hypotézu piimého zapojeni variant CR1 C5507G pfi rozvoji idiopatické
plicni fibrozy.

Soucasné biologické koncepty idiopatické plicni fibrozy nepovazuji imunokomplexy

(ICs) za podstatné faktory zapojujici se v patogenezi tohoto onemocnéni (Hunninghake et al.,
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2007; Studer et al., 2007). | z tohoto divodu nelze CR1 gen, jehoz produkt je mj. zodpovédny
za odstranovani imunokomplext z cirkulace, povazovat za klasicky kandidatni gen, ktery
muZze svymi variantami prispivat k vnimavosti k idiopatické plicni fibroze. Piesto je znamo,
ze tada genovych variant, jez nejsou z,klasického* pohledu povazovany za primdarni
kandidaty v patogenezi onemocnéni, byla neddvno potvrzena jako markery vnimavosti
Vv celogenomovych asociacnich studiich komplexnich onemocnéni (Samani et al., 2007).

Na zaklad¢ dosavadnich zkuSenosti ziskanych studiem genetické komponenty
komplexnich nemoci byla zformulovdna doporuceni o nutnosti nezavislé replikace vysledki
(Chanock et al., 2007; von EI met al., 2009; Little et al., 2009). Toto doporuceni se opira 0
skutenost, Ze jen men$i Cast origindlnich studii, které popisuji asociaci genového
polymorfismu s komplexnimi chorobami, je nezavisle (a souhlasn¢) potvrzeno v nasledujicich
studiich. Obecné jsou uvedené diskrepance vysvétlovany nékolika moZnymi faktory: 1)
chyby v definici a zajisténi homogenity fenotypu nemoci, 2) faleSna pozitivita (negativita) dat
v disledku ndhodné fluktuace, 3) vazebnid nerovnovédha markeru se skutecnou pfi¢innou
variantou, omezena na urcitou populaci, 4) stratifikace ve vybéru kontrolnich jedinctu a 5)
rozdily v genetickém pozadi populaci (napf. ,,gene-gene interaction®) (Cordell, 2005). V této
souvislosti je nutno zminit, Ze rozdil mezi medidnem veku ceskych pacientd s IPF a
kontrolnich subjektti (53 versus 33 let) a nedostatek udajii o v€kovém rozloZeni u anglickych
kontrol, mohou byt povazovany za limitujici faktor pro interpretaci vysledkl této studie.
Vzhledem k tomu, Ze je prevalence idiopatické plicni fibrozy velmi nizka a CR1 C5507G
polymorfismus nesouvisi s vékem (dle ¢etnych ptedchozich publikaci, napt. Zorzetto et al.,
2002, 2003), je moznost ovlivnéni (bias) naSich vysledkii rozdily ve vékovém slozeni skupin
nemocnych a kontrol velmi nepravdépodobna.

Ptestoze jsou kritéria pro diagnozu idiopatické plicni fibrozy obecné akceptovana

(ATS/ERS 2002), uvazuji n¢ktefi autofi nad moznosti, ze se IPF sklada z n€kolika nemoci,
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vedoucich ke stejnym nebo podobnym klinickym i histopatologickym projevim (Grutters et
al., 2005). Napiiklad ,,rodinna“ forma plicni fibrézy muze byt odliSovana od sporadické
idiopatické plicni fibrozy na zakladé principu epidemiologického vymezeni (Lawson et al.,
2006; Grutters et al., 2005). V této souvislosti stoji za zminku publikace asociace mezi
rodinnou formou plicni fibrézy a mutaci genu pro surfaktantovy protein C (Nogee et al.,
2001). Tyto mutace vSak pravdépodobn¢ nemaji podil na vnimavosti ke sporadické formé IPF
(Xiang et al., 1999). Na zaklad¢ tohoto konceptu bychom mohli spekulovat, Ze se v italské
skupin€ IPF pacientll mohl v jiném poméru vyskytovat specificky ,,podtyp* IPF. Hypoteticky
tak mohou genové varianty CR1 ovlivilovat napt. vnimavost k jednomu z environmentalnich
spoustéct IPF, kterému byla vystavena pouze italskd populace (interakce ,,gene-
environment). Protoze byli pro obé studie vybrani IPF pacienti (fenotypy) podle stejnych
kritérii (ATS/ERS, 2002), nemize byt tato domnénka potvrzena, dokud nebude provedena
detailni stratifikace nemoci v souladu s fenotypem a etiologii (dosud neznama). Pokud jde o
moznost ziskani faleSné negativnich (nebo pozitivnich) nalezi, vypovédni sila této studie
spoc¢ivda ve dvoukohortovém designu, ktery znacn€ sniZuje moZnost vyskytu faleSné
negativnich dat, a to tim spiSe, ze ob& populace maji dostatecnou statistickou silu replikovat
vysledky pivodni prace (Zorzetto et al., 2003). V nasi studii jsme se omezili na vySetieni CR1
C5507G polymorfismu ve studovanych populacich, ptestoze Zorzetto a spol. vySetroval jeste
dalsi dvé SNP varianty a provedl analyzu haplotypt. Vzhledem k tomu, ze uvedené CR1
varianty studované v italské populaci jsou v silné vazebné nerovnovaze (viz také souhlasné
vysledky vySe uvedené studie CR1 polymorfismu a sarkoidézy), nepiepokladame, ze by
izolované vysetieni ,,klicového* CR1 SNP omezovalo zasadn¢ vysledky nasi prace (Zorzetto
et al., 2003; Xiang et al., 1999).

Zavér: Piestoze nase prace disponovala dostate¢nou statistickou silou k replikaci pfedchozich

nalezl v italské populaci, neprokazali jsme zadny vztah mezi C5507G polymorfismem CR1
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genu a vnimavosti k IPF u dvou kavkazoidnich populaci (¢eské a anglické). Nase vysledky
tedy sve€déi proti teorii o zapojeni uvedené varianty CR1 genu v predispozici k idiopatické

plicni fibroze.
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9. VYSVETLIVKY POUZIVANYCH ZKRATEK:

bp — parové baze (z angl. base pairs)
MALDI-TOF MS - Matrix Assisted Laser Desorption/lonization- Time Of Flight Mass

Spectrometry - ioniza¢ni technika, pouzivana v hmotnostni spektrometrii, umoziujici analyzu
biomolekul a velkych organickych molekul

PCR — polymerazova fetézova reakce

PCR-RFLP - polymerazova feté¢zova reakce-polymorfismus délky restrikénich fragmentt
PCR-SSO - polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi oligonukleotidy
PCR-SSP - polymerazova fetézova reakce se sekvencné specifickymi primery

gRT-PCR — kvantitativni polymerazova fetézova reakce v redlném Case

RT-PCR — reverzni transkripce-polymerazova fetézova reakce

SBT - sequence-based typing - sekvenovani

SNP(s) — jednonukleotidovy polymorfismus (polymorfismy)

50



10. CITACE
Ambruzova Z, Mrazek F, Raida L, Jindra P, Vidan-Jeras B, Faber E, Pretnar J, Indrak K,
Petrek M. Association of IL6 and CCL2 gene polymorphisms with the outcome of allogeneic

haematopoietic stem cell transplantation. Bone Marrow Transplant. 2009 ; 44: 227-35.

American Thoracic Society/European Respiratory Society International Multidisciplinary
Consensus Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias. Am J Respir Crit Care
Med 2002: 165: 277-304.

American Thoracic Society/European Respiratory Society International Multidisciplinary
Consensus Classification of the Idiopathic Interstitial Pneumonias. Am J Respir Crit Care
Med 2002: 165: 277-304.

Angelini G, de Preval C, Gorski J, Mach B. High-resolution analysis of the human HLA-DR
polymorphism by hybridization with sequence-specific oligonucleotide probes. Proceedings
of the National Academy of Science of the United States of America 1986; 83: 4489-93.

Ask K, Martin GE, Kolb M, Gauldie J. Targeting genes for treatment in idiopathic pulmonary
fibrosis: challenges and opportunities, promises and pitfalls. Proc Am Thorac Soc. 2006;
3:389-93.

Bier FF, von Nickisch-Rosenegk M, Ehrentreich-Forster E, Reiss E, Henkel J, Strehlow R
et al. DNA microarrays. Adv Biochem Eng Biotechnol. 2008; 109: 433-53.

Baughman RP, Lower EE, du Bois RM. Sarcoidosis. Lancet 2003: 361: 1111-8.

Bidwell, J., Keen, L., Gallagher, G., Kimberly, R., Huizinga, T., McDermott, M.F. et al.
Cytokine gene polymorphism in human disease: on-line databases. Genes and Immunity,
1999, 1, 3.

Bidwell, J., Keen, L., Gallagher, G., Kimberly, R., Huizinga, T., McDermott, M.F. et al.

Cytokine gene polymorphism in human disease: on-line databases (Suppl. 1). Genes and
Immunity, 2001, 2, 61.

o1



Bier FF, von Nickisch-Rosenegk M, Ehrentreich-Forster E, Reiss E, Henkel J, Strehlow R et
al. DNA microarrays. Adv Biochem Eng Biotechnol. 2008; 109: 433-53.

Biglino A, Albera C, Cariti G, Gioannini P. Relationship between circulating immune
complexes, serum interferon and clinical features in sarcoidosis. Respiration 1985: 47:
293-8.

Bogunia-Kubik K, Koscinska K, Suchnicki K, Lange A. HSP70- hom gene single nucleotide
(+2763 G/A and 12437 C/T) polymorphisms in sarcoidosis. Int J Immunogenet. 2006; 33:
135-40.

Bochud PY, Bochud M, Telenti A, Calandra T. Innate immunogenetics: a tool for

exploring new frontiers of host defence. Lancet Infect Dis. 2007; 7: 531-42.

Bunce M, O’Neil CM, Barnardo MCNM et al. Phototyping: comprehensive DNA typing for
HLA-A, B, C, DRB1, DRB3, DRB4, DRB5 & DQBL1 by PCR with 144 primer mixes
utilizing sequence-specific primers (PCR-SSP). Tissue Antigens 1995: 46: 355-67.

Cinek, O., Vavrincova, P., Striz, I., Drevinek, P., Sedlakova, P., Vavrinec, J. & Slavcev, A.
(2004) Association of single nukleotide polymorphisms within cytokine genes with juvenile

idiopathic arthritis in the Czech population. Journal of Rheumatology, 3, 1206.

Clayton D. Whole genome association studies. Diabetes and Inflammation Laboratory

Cambridge Institute for Medical Research. Presentation at ,,Whole-genome* Florence, 2005.

Cockburn 1A, Rowe JA. Erythrocyte complement receptor 1 (CR1) expression level is not
associated with polymorphisms in the promoter or 3# untranslated regions of the CR1 gene.
Int J Immunogenet 2006: 33: 17-20.

Conner BJ, Reyes AA, Morin C, Itakura K, Teplitz RL, Wallace RB. Detection of sickle cell
beta S-globin allele by hybridization with synthetic oligonucleotides. Proceedings of the
National Academy of Science of the United States of America 1983; 80: 278-82.

Cordell HJ, Clayton DG. Genetic association studies. Lancet 2005: 366: 1121-31.

52



Costeas, P.A., Koumas, L., Koumouli, A., Kyriakou-Giantsiou, A. & Papaloizou, A. Cytokine
polymorphism frequencies in Greek Cypriots. European Journal of Immunogenetics, 2003,
30, 341.

Daly MJ. Assessing significance in genetic association studies. CSH Protoc. 2009; 8: pdb. top
58.

Danis, V.A., Millington, M., Hyland, V.J. & Grennan, D. Cytokine production by normal
human monocytes: inter-subject variation and relationship to an IL-1 receptor antagonist (IL-

1Ra) gene polymorphism. Clinical and Experimental Immunology, 1995, 99, 303.

Diabetes Genetics Initiative of Broad Institute of Harvard and MIT, Lund University, and
Novartis Institutes of BioMedical Research, Saxena R, Voight BF, Lyssenko V, Burtt NP,
de Bakker PI, Chen H et al. Genome-wide association analysis identifies loci for type 2
diabetes and triglyceride levels. Science 2007; 316: 1331-6.

Dickinson, A.M., Middleton, P.G., Rocha, V., Gluckman, E., Holler, E. & Eurobank members
Genetic polymorphisms predicting the outcome of bone marrow transplants. British
Journal of Haematology, 2004, 127, 479.

Dinarello ChA. Proinflammatory cytokines. Chest 2000; 118: 503 — 508.

du Bois RM, Beirne PA, Anevlavis SE. Genetics. In: Drent M, Costabel U, eds. Sarcoidosis —
European Respiratory Monograph. Sheffield: European Respiratory Journals 2005: 3 64-81.

Edenberg HJ, Liu Y. Laboratory methods for high-throughput genotyping. CSH Protoc. 2009
Nov;2009(11):pdb.top62.

Excoffier L, Laval G, Schneider S. Arlequin (version 3.0): An integrated software package for

population genetics data analysis. Evol Bioinform Online. 2005;1:47-50.

Fiedler, Z. Ethics of working with DNA in health care (in Czech). Casopis Lekaru Ceskych,
2001, 1, 54.

53



Franca LT, Carrilho E, Kist TB. A review of DNA sequencing techniques. Q Rev Biophys.
2002; 35: 169-200.

Gallo J, Mrazek F, Petrek M. Variation in cytokine genes can contribute to severity of
acetabular osteolysis and risk for revision in patients with ABG 1 total hip arthroplasty: a
genetic association study. BMC Med Genet. 2009; 10:109.

Grutters JC, Sato H, Pantelidis P, Lagan AL, McGrath DS, Lammers JW et al. Increased
frequency of the uncommon tumor necrosis factor -857T allele in British and Dutch patients
with sarcoidosis. Am J Respir Crit Care Med. 2002; 165: 1119-24.

Grutters JC, du Bois RM. Genetics of fibrosing lung diseases. Eur Respir J 2005: 25: 915-27.

Hamsten A, Eriksson P. ldentifying the susceptibility genes for coronary artery disease:
from hyperbole through doubt to cautious optimism. J Intern Med. 2008; 263: 538-52.

Helgadottir A, Thorleifsson G, Manolescu A, Gretarsdottir S, Blondal T, Jonasdottir A et al.
A common variant on chromosome 9p21 affects the risk of myocardial infarction. Science
2007; 316: 1491-3.

Herrera AH, Xiang L, Martin SG, Lewis J, Wilson JG. Analysis of complement receptor type
1 (CR1) expression on erythrocytes and of CR1 allelic markers in Caucasian and African

American populations. Clin Immunol Immunopathol 1998: 87: 176-83.

Hinohara K, Nakajima T, Takahashi M, Hohda S, Sasaoka T, Nakahara K et al. Replication of
the association between a chromosome 9p21 polymorphism and coronary artery disease in

Japanese and Korean populations. J Hum Genet. 2008; 53: 357-9.
Hodgson U, Tukiainen P, Laitinen T. The polymorphism C5507G of complement receptor 1

does not explain idiopathic pulmonary fibrosis among the Finns. Respir Med 2005: 99: 265—
7.

54



Hoffmann, S.C., Stanley, E.M., Cox, E.D., Di Mercurio, B.S., Koziol, D.E., Harlan, D.M.,
Kirk, A.D. & Blair, P.J. Ethnicity greatly influences cytokine gene polymorphism

distribution. American Journal of Transplantation, 2002, 2, 560.

Hoffmann SC, Stanley EM, Cox ED, DiMercurio BS, Koziol DE, Harlan DM et al. Ethnicity
greatly influences cytokine gene polymorphism distribution. Am J Transplant. 2002; 2: 560-7.

Hamsten A, Eriksson P. Identifying the susceptibility genes for coronary artery disease: from
hyperbole through doubt to cautious optimism. J Intern Med. 2008; 263: 538-52.

Hunninghake GW, Schwarz MI. Does current knowledge explain the pathogenesis of

idiopathic pulmonary fibrosis? A perspective. Proc Am Thorac Soc 2007: 4: 449-52.

Chanock SJ, Manolio T, Boehnke M et al. Replicating genotype-phenotype associations.
Nature 2007: 447: 655-60.

Chapuis J, Hannequin D, Pasquier F, Bentham P, Brice A, Leber I et al. Association study of

the GAB2 gene with the risk of developing Alzheimer’s disease. Neurobiol Dis. 2008; 30:
103-6.

Checa M, Ruiz V, Montano M, Velazquez-Cruz R, Selman M, Pardo A. MMP-1
polymorphisms and the risk of idiopathic pulmonary fibrosis. Hum Genet. 2008;124:465-72.

Cheng BW, Chen GD, Zhang HJ. A study of forensic individua identification used STR locus
with silver staining and multiplex PCR methods. Yi Chuan. 2002; 24: 15-8.

lannuzzi MC. Genetics of sarcoidosis. Semin Respir Crit Care Med 2007: 28: 15-21.

lannuzzi MC, Maliarik M, Rybicki BA. Nomination of a candidate susceptibility gene in

sarcoidosis. The complement receptor 1 gene. Am J Respir Cell Mol Biol 2000: 27: 3-7.

lannuzzi MC, Rybicki BA, Teirstein AS. Sarcoidosis. N Engl J Med. 2007; 357: 2153-65.

55


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18853190?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=22
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18853190?itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVDocSum&ordinalpos=22

lannuzzi MC, Rybicki BA Genetics of Sarcoidosis. Proceedings of the American Thoracic
Society. 2007; Vol 4. p 108-116.

loannidis JP. Why most published research findings are false. PLoS Med. 2005; 2: e124.

loannidis JPA, Ntzani EE, Trikalinos TA, Contopoulos-loannidis DG. Replication validity of
genetic association studies. Nat Genet 2001: 29: 306-9.

Ishihara M, Ohno S, Ishida T, Mizuki N, Ando H, Naruse T et al. Genetic polymorphisms of
the TNFB and HSP70 genes located in the human major histocompatibility complex in
sarcoidosis. Tissue Antigens 1995; 46: 59-62.

Janssen R, Sato H, Grutters JC et al. The Clara cell10 adenine38guanine polymorphism and
sarcoidosis susceptibility in Dutch and Japanese subjects.AmJ Respir Crit Care Med 2004:
170: 1185-7.

Jorde LB. Linkage disequilibrium and the search for complex disease genes. Genome Res
2000: 10: 1435-44.

Kim S, Misra A. SNP genotyping: technologies and biomedical applications. Annu Rev
Biomed Eng. 2007; 9: 289-320.

Kim KM, Park SH, Kim JS, Lee WK, Cha SI, Kim CH et al. Polymorphisms in the type IV
collagen alpha3 gene and the risk of COPD. Eur Respir J. 2008; 32: 35-41.

Knight, J.C. Regulatory polymorphisms underlying complex disease traits. Journal of
Molecular Medicine. 2005, 83, 97.

Knight, J.C. & Kwiatkowski, D. Inherited variability of tumor necrosis factor production and

susceptibility to infectious disease. Proceedings of Association of American Physicians. 1999,
111, 290.

56



Konenkov, V.I. & Smolnikova, M.V. Polymorphism of promotor sites of interleukins-4 and -
10 and tumor necrosis factor-o genes in HIV-infected patients. Bulletin of Experimental
Biology and Medicine. 2002, 133, 389.

Krejsek J, Kopecky O. Klinicka imunologie. Nucleus, Hradec Kralové; 2004.

Kruit A, Grutters JC, Ruven HJ, Sato H, Izumi T, Nagai S et al. Chymase gene (CMA1)

polymorphisms in Dutch and Japanese sarcoidosis patients. Respiration. 2006; 73: 623-33.

Krych-Goldberg M, Atkinson JP. Structure-function relationships of complement receptor
type 1. Immunol Rev 2001: 180: 112-22.

Kurzawski, M., Pawlik, A., Czerny, B., Domanski, L., Rozanski, J. & Drozdzik, M.
Frequencies of the common promoter polymorphisms in cytokine genes in a Polish

population. International Journal of Immunogenetics. 2005, 32, 285.

Kwok PY. Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms. Annu Rev Genomics
Hum Genet. 2001, 2: 235-58.

Kwok PY, Chen X. Detection of single nucleotide polymorphisms. Curr Issues Mol Biol.
2003; 5:43-60. Review.

Lalouel JM, Rohrwasser A. Power and replication in case-control studies. Am J Hypertens
2002: 15: 201-5.

Lango H, Weedon MN. What will whole genome searches for susceptibility genes for

common complex disease offer to clinical practice? J Intern Med. 2008; 263: 16-27.

Lawson WE, Grant SW, Ambrosini V et al. Genetic mutations in surfactant protein C are a
rare cause of sporadic cases of IPF. Thorax 2004: 59: 977-80.

Lawson WE, Loyd JE. The genetic approach in pulmonary fibrosis: can it provide clues to
this complex disease? Proc Am Thorac Soc 2006: 3: 345-9.

57


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12793528

Lee JE. High-throughput genotyping. Forum Nutr. 2007; 60: 97-101.

Lee CI, Leong SH, Png AE, Choo KW, Syn C, Lim DT et al. An isothermal method for whole
genome amplification of fresh and degraded DNA for comparative genomic hybridization,
genotyping and mutation detection. DNA Res. 2006; 13: 77-88.

Little J, Higgins JP, loannidis JP, Moher D, Gagnon F, von EIm E, Khoury MJ, Cohen B,
Davey-Smith G, Grimshaw J, Scheet P, Gwinn M, Williamson RE, Zou GY, Hutchings K,
Johnson CY, Tait V, Wiens M, Golding J, van Duijn C, McLaughlin J, Paterson A, Wells G,
Fortier 1, Freedman M, Zecevic M, King R, Infante-Rivard C, Stewart A, Birkett N.
Strengthening the reporting of genetic association studies (STREGA): an extension of the
STROBE Statement. Hum Genet. 2009 Mar; 125(2):131-51.

Liu YJ, Liu XG, Wang L, Dina C, Yan H, Liu JF et al. Genomewide association scans
identified CTNNBL1 as a novel gene for obesity. Hum Mol Genet. 2008; 17: 1803-13.

Loeuillet C, Deutsch S, Ciuffi A, Robyr D, Taffe P, Munoz M et al. In vitro whole-genome
analysis identifies a susceptibility locus for HIV-1. PLoS Biol. 2008; 6: e32.

Louie, L.G., Silver, E.W., Direskeneli, G.S., Kearney, F.C., Spiroski, M.Z., Peste-Tsilimidou,
C. et al. Worldwide variation in cytokine genes. In: HLA 2002 — Immunobiology of the
Human MHC (ed. by J. A. Hansen & B. Dupont). IHWG Press, Seattle, 2005.

Maliarik MJ, Rybicki BA, Malvitz E, Scheffer RG, Major M, Popovich J Jr et al.
Angiotensin-converting enzyme gene polymorphism and risk of sarcoidosis. Am J Respir Crit

Care Med. 1998; 158: 1566-70.

Maresso K, Broeckel U. Genotyping platforms for mass-throughput genotyping with SNPs,
including human genome-wide scans. Adv Genet. 2008; 60: 107-39.

Marodi L, Notarangelo LD. Immunological and genetic bases of new primary

immunodeficiencies. Nat Rev Immunol. 2007; 7: 851-61.

58


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Higgins%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Ioannidis%20JP%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moher%20D%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gagnon%20F%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22von%20Elm%20E%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Khoury%20MJ%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Cohen%20B%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Davey-Smith%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Grimshaw%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Scheet%20P%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Gwinn%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Williamson%20RE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zou%20GY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Hutchings%20K%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Johnson%20CY%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Tait%20V%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wiens%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Golding%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22van%20Duijn%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22McLaughlin%20J%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Paterson%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wells%20G%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fortier%20I%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Freedman%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Zecevic%20M%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22King%20R%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Infante-Rivard%20C%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Stewart%20A%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Birkett%20N%22%5BAuthor%5D

Maver A, Medica I, Salobir B, Sabovic M, Tercelj M, Peterlin B. Polymorphisms in genes
coding for mediators in the interleukin cascade and their effect on susceptibility to sarcoidosis
in the Slovenian population. Int J Mol Med. 2007; 20: 385-90.

McCarroll SA, Kuruvilla FG, Korn JM, Cawley S, Nemesh J, Wysoker A, Shapero MH, de
Bakker P1, Maller JB, Kirby A, Elliott AL, Parkin M, Hubbell E, Webster T, Mei R, Veitch J,
Collins PJ, Handsaker R, Lincoln S, Nizzari M, Blume J, Jones KW, Rava R, Daly MJ,
Gabriel SB, Altshuler D. Integrated detection and population-genetic analysis of SNPs and
copy number variation. Nat Genet. 2008 Oct;40(10):1166-74. Epub 2008 Sep 7.

McGuigan FE, Ralston SH. Single nucleotide polymorphism detection: allelic discrimination
using TagMan. Psychiatric Genetics 2002; 12: 133-136.

McPherson R, Pertsemlidis A, Kavaslar N, Stewart A, Roberts R, Cox DR et al. A common

allele on chromosome 9 associated with coronary heart disease. Science 2007; 316: 1488-91.

Meenagh, A., Williams, F., Ross, O.A., Patterson, Ch, Gorodezky, C., Hammond, M.,
Leheny, W.A. & Middleton, D. Frequency of cytokine polymorphisms in populations from
western Europe, Africa, Asia, the Middle East and South America. Human Imunology. 2002,
63, 1055.

Mihailova, S., Ivanova, M., Mihaylova, A., Quin, L., Mikova, O. & Naumova, E. Pro- and
anti-inflammatory cytokine gene polymorphism profiles in Bulgarian multiple sclerosis

patients. Journal of Neuroimmunology. 2005, 168, 138.

Miller,S.A., Dykes, D.D., Polesky, H. F. A simple salting out procedur efor extracting DNA
from human nucleated cells. Nucleic Acid Research. 1988, 16; 3; 1215.

Moller DR: Pulmonary fibrosis of sarcoidosis. New approaches, old ideas. Am J Respir Cell
Mol Biol 2003; 29:S37-41.

Mrazek, F. & Petrek, M. Polymorphisms of the cytokine genes and their implication in
transplantation (in Czech). Alergie, 2004, 6, 58.

59


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18776908
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18776908

Mrazek, F., Tudos, Z., Ambruzova, Z., Mytilineos, J. & Petrek, M. Distribution of 22
cytokine polymorphisms in the normal Czech population (Abstract). Genes and Immunity,
2004, 5 (Suppl. 1), S59.

Mrazek F, Holla LI, Hutyrova B, Znojil V, Vasku A, Kolek V et al. Association of tumour
necrosis factor-alpha, lymphotoxin-alpha and HLA-DRB1 gene polymorphisms with
Lofgren’s syndrome in Czech patients with sarcoidosis. Tissue Antigens 2005; 65: 163-71.

Mrazek F, Kvezereli M, Garr E, Kubistova Z, Kriegova E, Fillerova R et al. Complement
receptor 1 single nucleotide polymorphisms in Czech and Dutch patients with sarcoidosis.
Tissue Antigens 2008; 71: 77-80.

Mytilineos, J., Laux, G. & Opelz, G. Relevance of IL 10, TGFB1, TNFa, and IL4Ra gene
polymorphisms in kidney transplantation: a collaborative transplant study report.
American Journal of Transplantation, 2004, 4, 1684.

Navratilova Z, Mrazek F, Kriegova E, Hutyrova B, Kolek V, du Bois RM et al. The MCP- 1-
2518 (A to G) single nucleotide polymorphism in Czech patients with pulmonary sarcoidosis:

association with Lofgren’s syndrome. Sarcoidosis Vasc Diffuse Lung Dis. 2007; 24: 33-8.

NCI-NHGRI Working Group on Replication in Association Studies, Chanock SJ, Manolio T,
Boehnke M, Boerwinkle E, Hunter DJ, Thomas G t al. Replicating genotype-phenotype
associations. Nature. 2007; 447: 655-60.

Nogee LM, Dunbar AE 3rd, Wert SE, Askin F, Hamvas A, Whitsett JA. A mutation in the
surfactant protein C gene associated with familial interstitial lung disease. N Engl J Med
2001: 344: 573-9.

Ohchi T, Shijubo N, Kawabata I, Ichimiya S, Inomata S, Yamaguchi A et al. Polymorphisms

of Clara cell 10-kD protein gene of sarcoidosis. Am J Respir Crit Care Med. 2004; 169: 180-
6.

60



Oishi T, lida A, Otsubo S, Kamatani Y, Usami M, Takei T et al. A functional SNP in the
NKX2.5- binding site of ITPR3 promoter is associated with susceptibility to systemic lupus
erythematosus in Japanese population. J Hum Genet. 2008; 53: 151-62.

Okayama H, Curiel DT, Brantly ML, Holmes MD, Crystal RG. Rapid, nonradioactive
detection of mutations in the human genome by allele-specific amplification. J Lab Clin Med
1989: 114: 105-13.

Ollier, W.E. Cytokine genes and disease susceptibility. Cytokine, 2004, 28, 174.

Opal SM., DePalo VA. Anti-inflammatory cytokines. Chest 2000; 117: 1162 — 1172.

Ota M, Fukushima H, Kulski JK, Inoko H. Single nucleotide polymorphism detection by
polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism. Nat Protoc. 2007; 2:
2857-64.

Pantelidis P, Fanning GC, Wells AU, Welsh KI, Du Bois RM. Analysis of tumor necrosis
factor-alpha, lymphotoxin-alpha, tumor necrosis factor receptor 11, and interleukin-6
polymorphisms in patients with idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med.
2001;163:1432-6.

Petrek M, Drabek J, Kolek V, Zlamal J, Welsh KI, Bunce M et al. CC chemokine receptor
gene polymorphisms in Czech patients with pulmonary sarcoidosis. Am J Respir Crit Care
Med. 2000; 162 (3 Pt 1): 1000-3.

Prescott NJ, Fisher SA, Franke A, Hampe J, Onnie CM, Soars D et al. A nonsynonymous
SNP in ATG16L1 predisposes to ileal Crohn’s disease and is independent of CARDI15 and

IBD5. Gastroenterology 2007; 132:1665-71.

Ragoussis J, Elvidge GP, Kaur K, Colella S. Matrix-assisted laser desorption/ionisation, time-

of-flight mass spectrometry in genomics research. PL0oS Genet. 2006; 2: e100.

Rapley R, Harbron S. Molecular analysis and genome discovery. Wiley; 1 edition May 26
2004. Rapley R, Harbron S, editors. Wiley; 2004.

61


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pantelidis%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Fanning%20GC%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Wells%20AU%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Welsh%20KI%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Du%20Bois%20RM%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Am%20J%20Respir%20Crit%20Care%20Med.');

Rihet P. Innate immunity genes as candidate genes: searching for relevant natural
polymorphisms in databases and assessing familybased association of polymorphisms with
human diseases. Methods Mol Biol. 2008; 415: 17-48.

Robin NH, Tabereaux PB, Benza R, Korf BR. Genetic testing in cardiovascular disease. J Am
Coll Cardiol. 2007; 50: 727-37.

Rooney DP, Finch MB, Elborn JS, Stanford CF. Circulating immune complexes in
sarcoidosis, a clinical role for the Raji assay? Eur Respir J 1990: 3: 760-4.

Ropers HH. New perspectives for the elucidation of genetic disorders. Am J Hum Genet.
2007; 81: 199-207.

Rutherford RM, Brutsche MH, Kearns M, Bourke M, Stevens F, Gilmartin JJ. HLA-DR2
predicts susceptibility and disease chronicity in Irish sarcoidosis patients. Sarcoidosis Vasc
Difuse Lung Dis. 2004; 21: 191-8.

Rybicki BA, Walewski JL, Maliarik MJ, Kian H, lannuzzi MC; ACCESS Research Group.
The BTNL2 gene and sarcoidosis susceptibility in African Americans and Whites. Am J Hum
Genet. 2005; 77: 491-9.

Samani NJ, Erdmann J, Hall AS, Hengstenberg C, Mangino M, Mayer B et al.
Genomewide association analysis of coronary artery disease. N Engl J Med. 2007; 357:
443-53.

Sato H, Grutters JC, Pantelidis P, Mizzon AN, Ahmad T, Van Houte AJ et al. HLA-
DQB1*0201: a marker for good prognosis in British and Dutch patients with sarcoidosis.
Am J Respir Cell Mol Biol. 2002; 27: 406-12.

Schoenfeld N, Schmolke B, SchmittMet al. Specification and quantitation of circulating

immune complexes in the serum of patients with active pulmonary sarcoidosis. Thorax 1994:
49: 688-91.

62



Schunkert H, Gotz A, Braund P, McGinnis R, Tregouet DA, Mangino M et al. Repeated
replication and a prospective metaanalysis of the association between chromosome 9p21.3

and coronary artery disease. Circulation 2008; 117: 1675-84.

Schuster SC. Next-generation sequencing transforms today’s biology. Nat Methods. 2008; 5:
16-8.

Schwartz DA. The genetics of innate immunity. Chest 2002; 121 (3 Suppl): 62S-68S.

Silverman EK. Haplotype thinking in lung disease. Proc Am Thorac Soc 2007: 4: 4-8.

Spagnolo P, Renzoni EA, Wells AU, Sato H, Grutters JC, Sestini P et al. C-C chemokine
receptor 2 and sarcoidosis: association with Lofgren's syndrome. Am J Respir Crit Care Med.
2003; 168: 1162-6.

Spagnolo P, Sato H, Grutters JC, Renzoni EA, Marshall SE, Ruven HJ et al. Analysis of
BTNL2 genetic polymorphisms in British and Dutch patients with sarcoidosis.
Tissue Antigens 2007; 70: 219-27.

Statement on sarcoidosis. Joint Statement of the American Thoracic Society (ATS), the
European Respiratory Society (ERS) and the World Association of Sarcoidosis and Other
Granulomatous Disorders (WASOG) adopted by the ATS Board of Directors and by the ERS
Executive Committee. 4 Am J Respir Crit Care Med 1999: 160: 736-55.

Studer SM, Kaminski N. Towards systems biology of human pulmonary fibrosis. Proc Am
Thorac Soc 2007: 4: 85-91.

Sun J, Purcell L, Gao Z, Isaacs SD, Wiley KE, Hsu FC et al. Association between
sequence variants at 17912 and 17g24.3 and prostate cancer risk in European and African

Americans. Prostate 2008; 68: 691-7.

Svejgaard, A. & Ryder, L.P. HLA and disease associations: detecting the strongest
association. Tissue Antigens, 1994, 43, 18.

63



Swider C, Schnittger L, Bogunia-Kubik K, Gerdes J, Flad H, Lange A et al. TNF-alpha
and HLA-DR genotyping as potential prognostic markers in pulmonary sarcoidosis. Eur
Cytokine Netw. 1999; 10: 143-6.

Syvdnen AC. Accessing genetic variation : genotyping single nucleotide polymorphisms.
Nature Reviews Genetics 2001; 2: 930 - 942.

Tang WC, Yap MK, Yip SP. A review of current approaches to identifying human genes
involved in myopia. Clin Exp Optom. 2008; 91: 4-22.

Trajkov, D., Arsov, T., Petlichovski, A., Strezova, A., Efinska- Mladenovska, O. & Spiroski,
M. (2005) Cytokine gene polymorphisms in population of ethnic Macedonians. Croatian
Medical Journal, 46, 685.

Trejaut, J.A., Tsai, Z.-U., Lee, H.-L., Chen, Z.-X. & Lin, M. Cytokine gene polymorphisms in
Taiwan. Tissue Antigens, 2004, 64, 492.

Valentonyte R, Hampe J, Huse K, Rosenstiel P, Albrecht M, Stenzel A et al. Sarcoidosis is
associated with a truncating splice site mutation in BTNL2. Nat Genet. 2005; 37: 357-64.

Vasakova M, Sterclova M, Kolesar L, Slavcev A, Pohunek P, Sulc J, Striz I. Cytokine gene
polymorphisms and BALF cytokine levels in interstitial lung diseases. Respir Med.
2009;103:773-9.

Von EIm E, Moher D, Little J; STREGA collaboration. Reporting genetic association studies:
the STREGA statement. Lancet. 2009; 374:98-100.

Wellcome Trust Case Control Consortium. Genome-wide association study of 14,000 cases of

seven common diseases and 3,000 shared controls. Nature 2007; 447:661-78.

Whitsett JA, Bachurski CJ, Barnes KC et al. Functional genomics of lung disease. Am J
Respir Cell Mol Biol 2004: 31 (Suppl): S1.

64


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Vasakova%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sterclova%20M%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Kolesar%20L%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Slavcev%20A%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Pohunek%20P%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Sulc%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Striz%20I%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Respir%20Med.');
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22von%20Elm%20E%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Moher%20D%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Little%20J%22%5BAuthor%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22STREGA%20collaboration%22%5BCorporate%20Author%5D&itool=EntrezSystem2.PEntrez.Pubmed.Pubmed_ResultsPanel.Pubmed_RVAbstract
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'Lancet.');

Wilson JG, Murphy EE, Wong WW, Klickstein LB, Weis JH, Fearon DT. Identification of a
restriction fragment length polymorphism by a CR1 cDNA that correlates with the number of
CR1 on erythrocytes. J Exp Med 1986: 164: 50-9.

Xiang L, Rundles JR, Hamilton DR, Wilson JG. Quantitative alleles of CR1: coding sequence
analysis and comparison of haplotypes in two ethnic groups. J Immunol 1999: 163: 4939-45.

Yang HH, Hu N, Taylor PR, Lee MP. Whole genome-wide association study using affymetrix
SNP chip: a two-stage sequential selection method to identify genes that increase the risk of

developing complex diseases. Methods Mol Med. 2008; 141: 23-35.

Zorzetto M, Bombieri C, Ferrarotti I, Medaglia S, Agostini C, Tinelli C et al. Complement
receptor 1 gene polymorphisms in sarcoidosis. Am J Respir Cell Mol Biol. 2002; 27: 17-23.

Zorzetto M, Ferrarotti I, Trisolini R et al. Complement receptor 1 gene polymorphisms are
associated with idiopathic pulmonary fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 2003: 168: 330-4.

Zorzetto M, Ferrarotti I, Campo |, Luisetti M. CR1 gene polymorphism in Finland. Respir
Med 2006: 100: 186—7.

65



11. TABULKY

Tabulka 1: Vybrané studie zaméfené na moznou asociaci kandidatnich gent a jejich variant s

vnimavosti k plicni sarkoidéze.

ODKAZ GEN SNP/VARIANTA | VNIMAVOST/KLINICKE
STADIUM
Navratilova Za | MCP-1 AlG Lofgrentv syndrom
spol. (2007) - 2518
Maver A a IL6-174 G/C Sarkoidoza
spol. (2007)
Valentonyte R | BTNL2 G/A Sarkoidoza
a spol. (2005) (rs2076530)
Zorzetto M a CR1 CIG Sarkoidoza
spol. (2002) C5507G
Kruit Aaspol. | CMAL CIT Vitalni kapacita plic (funk¢ni projev
(2006) plicni sarkoidozy)
Mrazek F a TNFa G/A Lofgrentv syndrom
spol. (2005) LTa AlG
Spagnolo P a CCR2 TIG Lofgrentv syndrom
spol. (2003) AlG
T/C
G/C
T/IA
Swider C a TNFa -308 Lofgrentv syndrom
spol. (1999) HLA DRB1
Rutherford RM | HLA DR2 Chronicka sarkoidoza
a spol. (2004)
Sato H a spol. HLA DQB1 Lofgrentiv syndrom a progrese nemoci
(2002)
Rybicki BA a BTNL2 rs2076530 Sarkoidoza
spol. (2005)
Spagnolo P a BTNL2 rs2076530 Sarkoiddza bez Lofgrenova syndromu
spol. (2007) HLA DRB1
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Tabulka 2: Srovnani alelickych frekvenci polymorfismi cytokinovych gend zjisténych u

Ceské populace (Olomouc) s odpovidajicimi daty publikovanymi u zdravych jedincd

nasledujicich populaci: makedonské, fecké, kyperské, bulharské, polské a ruské. Data jsou

uvedena v relativnich hodnotach alelickych frekvenci.

Pozn.: U bulharské / polské / ruské populace byla pro srovnani dostupna pouze data osmi /

Ctyf / ti polymorfismu.

Polymorfismus

cytokinového genu

Olomouc (¢eska
populace)

alelicka frekvence

Makedonska
populace

alelicka frekvence

Recka populace

alelicka frekvence

Kyperska populace

alelicka frekvence

Bulharska populace Polska populace

Alelicka frekvence

alelicka frekvence

Ruska populace

alelicka frekvence

IL-10-889 C 0.72 o 0.91 C 0.63 C 0.70
T 0.28 T 0.09%** T 0.37 T 0.30
IL-1B8-511 C 0.67 C 0.65 C 0.67 C 0.65
T 0.33 T 0.35 T 0.33 T 0.35
IL-1B+3962 C 0.77 C 0.68 C 0.77 C 0.76
T 0.23 T 0.32 T 0.23 T 0.24
IL-1R pst 1 1970 C 0.70 C 0.64 C 0.67 C 0.63
T 0.30 T 0.36 T 0.33 T 0.37
IL-1RA mspal
T 0.69 T 0.72 T 0.75 T 0.80
11100
C 0.31 Cc 0.28 C 0.24 C 0.20
IL-4 Ro+1902 A 0.80 A 0.82 A 0.85 A 0.84
G 0.20 G 0.18 G 0.15 G 0.16
I1L-12-1188 A 0.78 A 0.70 A 0.77 A 0.70
C 0.22 C 0.30 Cc 0.23 C 0.30
v-IFN+874 T 0.48 T 0.51 T 0.52 T 0.51 T 0.49
A 0.52 A 0.49 A 0.48 A 0.49 A 0.51
TGF B 10. codon C 0.48 C 0.51 C 0.48 C 0.46 T 0.53
T 0.52 T 0.49 T 0.52 T 0.54 C 0.47
TGF B 25. codon G 0.91 G 0.97 G 0.94 G 0.94 G 0.91
C 0.09 C 0.03 Cc 0.06 Cc 0.06 C 0.09
TNF 0-308 G 0.79 G 0.87 G 0.93 G 0.96 G 0.86 G 0.85 G 0.94
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A 0.21 0.13 0.07** 0.04*** 0.14 A 0.15 A 0.06*
TNF a-238 G 0.96 0.92 0.98 0.96
A 0.04 0.08 0.02 0.04
IL-2-330 T 0.66 0.59 0.62 0.57 T 0.65
G 0.34 0.41 0.38 0.43 G 0.35
IL-2+166 G 0.65 0.78 0.73 0.81
T 0.35 0.22* 0.27 0.19**
IL-4-1098 T 0.92 0.91 0.91 0.88
G 0.08 0.09 0.09 0.12
IL-4-590 C 0.83 0.84 0.84 0.91 C 0.80 C 0.79
T 0.17 0.16 0.16 0.09 T 0.20 T 0.21
IL-4-33 C 0.81 0.85 0.85 0.93
T 0.19 0.15 0.14 0.07*
IL-6-174 G 0.61 0.71 0.76 0.82 0.63 G 0.53
C 0.39 0.29 0.24* 0.18*** 0.37 C 0.47
IL-6 nt 565 G 0.61 0.72 0.77 0.81
A 0.39 0.28 0.23** 0.18***
IL-10-1082 A 0.54 0.63 0.64 0.66 0.69
G 0.46 0.37 0.36 0.34 031
IL-10-819 C 0.75 0.72 0.65 0.76 0.59
T 0.25 0.28 0.34 0.24 0.41*
IL-10-592 C 0.76 0.72 0.66 0.76 0.62 C 0.87
A 0.24 0.28 0.34 0.24 0.38 A 0.13

* hodnota P pro srovnani alelické frekvence konkrétniho polymorfismu u dané populace s

¢eskou populaci mensi nez 0.01

** hodnota P pro srovnani alelické frekvence konkrétniho polymorfismu u dané populace s

¢eskou populaci mensi nez 0.001

*** hodnota P pro srovnani alelické frekvence konkrétniho polymorfismu u dané populace s

¢eskou populaci mensi nez 0.0001
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Tabulka 3: Klinické charakteristiky pacientt se sarkoidozou a kontrolnich jedinct (Studie

vztahu genu CR1 k vnimavosti k sarkoidéze).

Cesti pacienti |Ceské kontroly| Holandsti pacienti| Holandské kontroly
N 210 203 116 112
Vék (median) 45 33 35 47
VéEk (rozmezi) 25-83 18-54 17-64 21-73
Muzi / Zeny 98/112 105/98 65/51 58/54
RTG stadium (0/I/I/ITI/IV/NC) | 8/93/84/16/1/8 N. A. 1/67/20/23/1/4 N. A.

N. C. = Pocet pacienti, ktefi nebyli z tohoto hlediska klasifikovani

N. A. = neaplikovatelné hodnoceni
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Tabulka 4: Genotypové a alelické frekvence C5507G jednonukleotidového polymorfismu

CRI1 genu u ceské, holandské a italské populace (pacienti se sarkoid6zou a kontrolni jedinci).

Data jsou uvedena jako poméry jednotlivych genotypu (alel) s jejich absolutnimi hodnotami

(v zévorkach).

Cesti Ceské Holandsti (Holandské (ItalSti Italské
pacienti kontroly  [Pacienti kontroly  [pacienti kontroly
Genotypova (n=208* n=203 n=116 n=112 n=91 n=94
frekvence
ccC 0.67(140) [0.66(133) [0.58(67) [0.57(64)  |0.50(46)  |0.64(60)
CG 0.30(62) 0.33(66) 0.39(45) 0.38(42) 0.32(29) 0.30(28)
GG 0.03(6) 0.02(4) 0.03(4) 0.05(6) 0.18(16) 0.06(6)
Alelicka 2n=416 2n=406 2n=232 2n=224 2n=182 2n=188
frekvence
C 0.82(342) [0.82(332) [0.77(179) [0.76(170) [0.66(121) [0.79(148)
G 0.18(74)" [0.18(74)  [0.23(53)* [0.24(54)  [0.34(61)  [0.21(40)°

* Genotypy nebyly ureny u dvou pacientt.

Alelické frekvence srovnany mezi skupinami pacientd a odpovidajicich kontrol:

'0=0.86, * p=0.75, * p=0.01.

Pozn.: Data italské populace prevzata ze studie Zorzetto et al., 2002.
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Tabulka 5: Genotypové a alelické frekvence A3650G jendonukleotidového polymorfismu
CRI1 genu u ceské a holandské populace (pacienti se sarkoidozou a kontrolni jedinci). Data

jsou uvedena jako podil jednotlivych genotypu (alel) s jejich absolutnimi hodnotami (v

zéavorkach).
Cesti Ceské Holadsti  |Holandské
pacienti kontroly  [pacienti kontroly
Genotypova |n=208 n=202 n=116 n=58
frekvence
AA 0.66(137) |0.65(132) |0.57(66) 0.67(39)
AG 0.32(66) 0.33(66) 0.34(39) 0.24(14)
GG 0.02(5) 0.02(4) 0.09(11) 0.09(5)

Alelicka 2n=416 2n=404 2n=232 2n=116

frekvence
A 0.82(340) [0.82(330) [0.74(171) [0.79(92)
G 0.18(76)  [0.18(74)T |0.26(61)  [0.21(24)™"

Alelické frekvence srovnany mezi skupinami pacientl a odpovidajicich kontrolnich jedinct:

" p=0.98, " p=0.26.
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Tabulka 6: Odhad frekvenci CR1 A3650G — C5507G haplotypu CR1 genu pomoci algoritmu

“estimation — maximization u ¢eské, holandské a italské populace (pacienti se sarkoidozou a

kontrolni jedinci). Data jsou uvedena jako podil haplotypt.

Cesti Ceské Holandsti |Holandské |ItalSti Italské
CR1 haplotypy |pacienti kontroly  |pacienti kontroly  |pacienti kontroly
3650 —5507  |2n=412* |2n=404* |2n=232* |2n=116* |2n=168 2n=182
AC 0.810 0.817 0.737 0.793 0.661 0.775
AG 0.007 0 0 0 0.006 0.005
GC 0.012 0 0.034 0.009 0.006 0.016
GG 0.170 0.183 0.228 0.198 0.327 0.203

* VSichni pacienti se sarkoidézou a kontrolni jedinci, u nichZ byly vySetfeny oba CR1

C5507G a A3650G genotypy, byli zahrnuti do analyzy.

Pozn.: Data italské populace ptepocitana podle studie Zorzetto et al., 2002
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Tabulka 7: Genotypové, alelické a fenotypové frekvence CR1 C5507G jednonukleotidového

polymorfismu u ¢eské, anglické a italské populace, uvedené v absolutnich (relat.) ¢islech.

Populace Ceska (n = 256) Anglicka (n =219) Italska (n = 240)
kontroly IPF kontroly IPF kontroly IPF
CR1 C5507G pacienti pacienti pacienti
absolutni | absolutni |absolutni |absolutni |absolutni |absolutni
(relativni) | (relativni) | (relativni) |(relativni) | (relativni) | (relativni)
n 203 53 149 70 166 74
CC 133 (0.66) [31(0.58) |106 (0.71) |53(0.76) |111(0.67) |35(0.47)
Genotypové
frekvence CG 66 (0.32) [22(0.42) |41(0.28) |15(0.21) |[50(0.30) |27 (0.37)
GG 4 (0.02) 0 (0.00) 2 (0.01) 2 (0.03) 5 (0.03) 12 (0.16)
o hodnoty* | SC 0.30 0.43 0.0002
genotypy
Alelické C 332(0.82) [84(0.79) |253(0.85) |121(0.86) [272(0.82) |97 (0.66)
frekvence | 74(0.18) |22(0.21) |45(0.15) |19(0.14) |60 (0.18) |89 (0.34)
Fenotypové C 199 (0.98) |53 (1.00) |147(0.99) |68(0.97) |161(0.97) |62 (0.84)
frekvence | 70(0.34) |22(0.42) |43(0.29) |17(0.24) |55(0.33) |39 (0.53)

* p hodnoty pro srovnani podilu CR1 5507 GG homozygoti mezi skupinou pacientli s

idiopatickou plicni fibrézou a odpovidajicimi zdravymi kontrolnimi jedinci u jednotlivych

populaci. Data italské populace pievzata ze studie Zorzetto et al., 2003
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Tabulka 8: Sekvence oligonukleotidovych primerd pouzitych pii genotypizaci CRI1
jednonukleotidového polymorfismu polymerazovou fetézovou reakci se sekvencné
specifickymi primery (PCR-SSP) a pro sledovani exprese CR1 genu pomoci kvantitativni

reverzni transkripce — polymerazové fetézové reakce (RT-PCR).

CR1 C5507G SNP genotypiza¢ni (PCR-SSP) primery|[CR1 A3650G SNP genotypizaéni (PCR-SSP) primery
Standardni alela — C (360 bp*) Standardni alela — A (286 bp*)

1 S"ATCCGCTGCACAAGTGACCC3’ 1 |[5'"CAGAAATCCTGCATGGTGAGCA3Z3’

2 S'CCCTACTAAATCTGGACCTCATC3” 2 | 5’"GTTGACCCAAGAAGTCATCACAG3’
Mutantni alela - G (360 bp) Mutantni alela — G (285 bp)

1 5’ATCCGCTGCACAAGTGACCG3’ 1 |5"AGAAATCCTGCATGGTGAGCG3’

2 5'CCCTACTAAATCTGGACCTCATC3’ 2 |5S'"GTTGACCCAAGAAGTCATCACAG3’

Primery a sondy pro kvantitativni RT-PCR

CR1 (90 bp*) PSMB2 (referencni gen) (72 bp*)
1 S'TCATTTGGGATAATGAAACACCT3’ 1 [5S"AGAGGGCAGTGGAACTCCTT3’
2 5"-TGTTGGTGCTAATGAAATCTCC3’ 2 |5’AGGTTGGCAGATTCAGGTG3’
sonda [LNA sonda: #09** sonda|LNA sonda: #50**

* Velikosti amplifika¢nich produktti PCR-SSP a kvantitativni RT-PCR reakce, uvedené v
parech bazi (bp)
**(Cisla Locked Nucleic (LNA) sond odpovidajici oznadeni ve vefejné dostupné databazi

(www.universalprobelibrary.com)
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Tabulka 9: Pichled vySetfovanych jednonukleotidovych polymorfismi (SNPs) cytokini a

jejich receptort s jejich genovym lokusem, oznaceni v Cytokine CTS-PCR-SSP Tray Kit

(University of Heidelberg), NCBI reference SNP cluster report (refSNP), a funkce/umisténi

jednotlivych jednonukleotidovych polymorfisma v rdmci konkrétnich genii. Frekvence alely s

skupinu zdravych jedinci ¢eské narodnosti (N=120).

Cytokin / Genovy SNP Ref.SNP Funkce/ umisténi Alela [ Alelicka frekvence
Receptor lokus L
oznacenl
Czech ref.*
IL-la 2q -889 T/C rs1800587 5'UTR® T 0.28
IL-1p 2q -511 C/T rs16944 Promoter T 0.33
IL-1p 2q +3962 T/C rs1143634 coding / synonymous T 0.23
IL-1R 2Q pstl 1970 C/T rs2234650 distal promoter T 0.30
IL-1RA 2Q mspal 11100 T/C rs315952 coding / synonymous C 0.31
IL-4Ra 16p +1902 G/A rs1801275 coding / missense G 0.20
IL-12 5 -1188 AIC 1s3212227 3'UTR C 0.22
IFNy 12q +874 AIT rs2430561 intron T 0.48
TGFp 199 Codon 10 T/C rs1800470 coding / missense C 0.48
TGFp 199 Codon 25 G/C rs1800471 coding / missense C 0.09
TNF-a 6p -308 G/A rs1800629 Promoter A 0.21
TNF-a 6p -238 G/A rs361525 Promoter A 0.04
IL-2 4q -330 T/G rs2069762 Promoter G 0.34
IL-2 4q +166 G/T rs2069763 coding / synonymous T 0.35
IL-4 5( -1098 T/G rs2243248 Promoter G 0.08
IL-4 5 -590 C/T rs2243250 Promoter T 0.17
IL-4 5 -33C/T rs2070874 5'UTR T 0.19
IL-6 p -174 G/C rs1800795 promoter C 0.39
IL-6 p nt 565 G/A rs1800797 promoter A 0.39
IL-10 1q -1082 A/IG rs1800896 promoter G 0.46
IL-10 1q -819 C/T rs1800871 promoter T 0.25
IL-10 1q -592 C/A rs1800872 promoter A 0.24

&UTR - ,untranslanted region‘
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