Univerzita Palackého v Olomouci

Diplomova prace

Olomouc 2013 Bc. Tereza MatoSkova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta
Katedra bunééné biologie a genetiky

Vybrané genetické faktory ovlivitujici

vhimavost k sarkoidoze

Diplomova prace

Bc. Tereza Matoskova
Studijni program: Biologie

Studijni obor: Molekularni a bétna biologie
Forma studia: Prezéni

Olomouc 2013 Veod prace: Dr. Eva Kriegova



Prohlasuji, Ze jsem tuto diplomovou praci vypradaveamostath v pribéhu
navazujiciho magisterského studia pod vedenim By Kgiegové za pouziti uvedenych
literarnich zdraj.

V Olomoucidne



Chela bych podkovat Dr. E¥ Kriegové za jeji odborné rady, #iivost acas,
ktery mi wnovala Ehem vypracovavani této diplomové prace. dkodani pati také

kolegynim z Ustavu imunologie Lélské fakulty Univerzity Palackého v Olomouci za
jejich pomoc a rady.

Prace vznikla za grantové podpory Interni grantagentury Ministerstva
zdravotnictvi IGA MZ CR NT/11117 (Studium mediatprfibrotizatnich proces u
pacienti s difuznimi plicnimi nemocemi a jejich aplikacaliagnostice, 2010-2015) a
projekti IGA_PU LF 2013 13 a CZ.1.05/2.1.00/01.0030.



SOUHRN

Sarkoid6za je zattlivé, systémové, granulomatdzni onemirdn Ukazuje se, ze
v patogenezi sarkoidozy hrajildzitou roli genetické faktory. Kandidatni geny roah
byt jak predisponuijici, tak i modifikujici toto amecreni. Ve své diplomové praci jsem
se zabyvala studiem vybranych jednonukleotidovycblymorfismi v genech
asociovanych se sarkoidézou a jejich vyuzitelnlogtiedikci vyvoje onemoaimi.

Ke studiu byla vyuzita DNA izolovana z perifernivk pacieni. Soubor tvélo
123 pacient s plicni sarkoidézou, u kterych byl znam vyvoj mmereni po 2 letech.
Regrese (spontanni nebo pa&b® byla pozorovana u 49 jedifc progrese u 74
pacienti. Genotypizace kandidatnich jednonukleotidovychyparfismi rs2076530
(BTNL2) rs1049550ANXA12, rs916977 HERC2, rs112090261(-23R) ars1040461
(RAB23 byla provedena pomoci technologie MassArray (SegugnPro studované
polymorfismy byly stanoveny alelické a genotyporekfence.

Rozlozeni genotypvsech vysébvanych polymorfisna bylo v souladu s Hardy-
Weinbergovou rovnovahou. U Zzadného studovanéhampmiysmu rs20765308TNL2)
rs1049550 ANXA1), rs916977 KIERC2, rs112090261(-23R) ars1040461 RAB23
nebyl nalezen signifikantni rozdil ve frekvencilaleezi podskupinami pacieits
regresi a progresi oneme@omn Mezi skupinami pacietit u kterych dosSlo k regresi a
progresi onemocmi béhem dvou let sledovani, nebyly nalezeny ani rozdily
genotypovych frekvencich.

V ramci testovaného souboru paciesé sarkoidézou, u kterych byl znam vyvoj
onemocgni po dvou letech, se nepdila objevit Zzadné genetické markery, které by
mohly byt vyuZzity k predikci vyvoje onemoeéni a identifikaci pacietit u kterych

dochézi k progresi onemani.



SUMMARY

Sarcoidosis is an inflammatory, systemic granul@usdisease. The genes play
a pivotal role in the pathogenesis of sarcoidoBieese genes can be predisposing as
well as modifying the disease. The aim of this ihegas to assess suitability of the
candidate single nucleotide polymorphisms in gexsseciated with sarcoidosis for the
prediction of disease development.

DNA was obtained from peripheral blood of 123igrals with sarcoidosis. The
patients were divided according to the disease ldpueent after 2-years. Regression
(spontaneous or after treatment) of the disease acageved in 49 patients, the
progression of the disease in 74 patients. Fiv@leinucleotide polymorphisms
associated with sarcoidosis and its clinical phgomes, namely rs207653@TNL2)
rs1049550 ANXA1), rs916977 KERC2, rs112090261(-23R), rs1040461 RAB23
were tested using MassArray technology (Sequenom).

All studied polymorphisms were in Hardy-WeinbergudiQrium. We did not
detect any significant difference in allele freqcies for all studied polymorphisms
(rs2076530 BTNL2, rs1049550 ANXA1), rs916977 KIERC2, rs112090261L-23R)
and rs1040461RAB23) between subgroups of sarcoidosis patients veignession and
progression of disease. Also the distribution ohajgpe frequencies did not differ
between patients with regression and progressialiseise.

In conclusion, none of studied polymorphisms mesves as a genetic marker
suitable for the prediction of the disease develemimand thus identify patients with

the progressive disease status.
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1 UVOD

Sarkoid6za je multisystémové zélivé onemocsni, jehoz picina zatim neni
znama. Pro sarkoidézu je charakteristicka tvortengjom, proto byvarazena mezi
granulomatézni choroby. V alveolitické fazi onem@mn jsou akumulovany T-
lymfocyty a aktivované makrofagy, které produkujiytakiny a chemokiny,
prostednictvim kterych je aktivovan imunitni systém ecla@zi k tvork granulond.
Nejcastji postizenym organem jsou plice, aléiieme se setkat i s formou mimoplicni
(o¢i, kaze, srdce, nervova soustava).

Podle dosavadnich vyzkdm se na rozvoji onemoéni podili jak
environmentalni vlivy, tak genetické faktory (korephi onemoceni). Byla popsana
fada gef asociovanych se sarkoid6zou, které predisponuwhédmocgni anebo
modifikuji pribéh nemoci.

Ve své diplomové praci se&muji studiu polymorfismi kandidatnich geh které
jsou asociovany se sarkoiddézou a oslif vnimavost k sarkoidoze. Ke studiu byla
vyuzita DNA izolovana z periferni krve paciént nichZ jsme znali vyvoj onemoami
po 2 letech. Jedna se o retrospektivni studii. tidis bylo vybrano g geni a jejich
jednonukleotidovych polymorfistn u nichz byla prokdzana spoijitost se sarkoid6zou |
v diivgjSich publikacich, a tdBTNL2 (rs2076530),ANXA11 (rs1049550),HERC?2
(rs916977), IL-23R (rs11209026) aRAB23 (rs1040461). Polymorfismy byly
analyzovany pomoci technologie MassArrayilem studie bylo nalézt genetické
markery, které by umoznilytpdpowdét pribéh sarkoiddzy, a tak i odhalit pacienty, u

kterych dochéazi k progresi onemeénon



CILE PRACE

1. Vypracovani reSerSe zabyvajici se charakteristikatkoidozy, genovymi
polymorfismy asociovanymi se sarkoidézou a techgielmi genotypizace
pomoci dostupnych literarnich zdioj

2. lzolace DNA z periferni krve paciantse sarkoiddézou pomoci vysolovaci

techniky.

3. Genotypizace polymorfistn rs2076530 BTNL2) rs1049550 ANXA1),
rs916977 KIERC2, rs11209026 I(-23R) a rs1040461 RAB23 pomoci

technologie MassArray.

4. Statistické vyhodnoceni alelickych a genotypovyatk¥enci u podskupin
pacienti dle vyvoje onemoami po 2 letech, analyza Hardy-Weinbergovy

rovnovahy.



3 LITERARNI P REHLED

3.1 Sarkoidoza

Sarkoidoza je multisystémové z#livé granulomatézni onemoémi, jehoz
etiologie je nezndmé (Kolek, 2007). Poprvé bylaksiaibza popsana londynskym
dermatologem Dr. Jonathanem Hutchinsonem v roc&’ 18%a et al, 2007). Jako
samostatna klinicka jednotka byla sarkoidoza&lergna az v roce 1958.iR2naky
tohoto onemoai popsali Hutchinson, Besnier, Boeck, Junglingetftadt a jini
(Kolek, 2006). Nejastji postihuje plice, ale se sarkoiddézou sé@Zzeme setkat také v
mnoha dalSich tkanich (svalynde, srdce, &, nervova soustava). Toto onemdoh
postihuje zejména mladé desp ve wku 30 az 50 letCasgji jsou postizeny Zeny nez
muzi. U dti je sarkoid6za diagnostikovana zcela vZadviezi nemocnymi fevazuji
nekuéaci. Na naSem Uzemi jeérd incidence sarkoid6zy 3,1/100 000 obyvatel (Keane
etFitzGerald, 2012; Kolek, 2007).

U lidi postizenych sarkoid6zou dochazi zatim zndezych pi¢in k aktivaci
imunitniho systému a tvokbcharakteristickych uatvar tzv. granulond. V centru
granulomu se akumuluji CD4+pTymfocyty a aktivované makrofagy. Dochazi k
expresi cytokifi: IL-12, IL-18, INF+y, TNF-a a chemokid: CCL5, CXCR3, CXCR6.
Periferni oblasti granulomu jsou femy CD8+ T-lymfocyty a B-lymfocyty
(Lostakovaet al, 2011; Maet al, 2007; Nunet al, 2007; Spagnol@t du Bois,
2007).

Sarkoidozu dime podle piibéchu onemocéni na d¢ formy - akutni a
chronickou. Akutni forma ma ffznaky infekniho onemoceni. Pacienti trpi
horekou, bolestmi kloub a svaili, trpi Unavou, malatnosti, dochazi také k Ubytku
hmotnosti. V oblasti bérce se objevuje kozni vyseany nodozni erytém (viz Obrazek
1), doché&zi ke 2tSeni nitrohrudnich uzlin (na rentgenovém snimlkadhiku Ize zjistit
bilateralni hilovou lymfadenopatii) a tuberkulinowvigst, ktery slouzi k pkazu
tuberkuldzy je negativni. Tuto formu ozngeme jako tzv. Lofgrekv syndrom, ktery
signalizuje dobrou prognozu, kdy obvykle dochazsdontanni remisi onemogmi.
(Kolek, 2007; Logsakovaet al., 2011).



U chronické formy je nastup onemean pozvolny, pomalu se objevuji
respir&ni a jiné organové ifznaky. Onemoaini se povazuje za chronické, trva-li
alespa dva roky. Chronicka forma uz vyzadujeété (Lo¥akovaet al, 2011).

Obrazek 1: Noddzni erytémifyzato z Kolek, 2007).

3.1.1 Organy postizené i sarkoidoze

Nejcastji postizenym organemipsarkoidéze byvaji plice (90 %)¢ica kize. V
obdobi dvou az §i let od projevu prvniho symptomu se vice jak 6(p&ient: zcela
uzdravi. U gkterych pacienit prechazi onemoami do stadia chronického, které&ibe
byt nasledovano rozvojem plicni fibrézy (Fabrel2807).

Mezi klinické giznaky plicni formy sarkoiddzy péatdusnost (v pozfSich
stadiich pechazi namahova dusnost v klidovou) a suchy k&&igte se i objevit bolest
za hrudni kosti. Pokud je zahajena terapie ponrkociikosteroidi, kaSel Bhem
nékolika dni mizi. KaSel byva také indikatorem regidbnemocgni po vysazeni lék
Mira postiZzeni plic se stanovuje pomoci vy8et, jako rentgen hrudniku, vyBenti
funkci plic, HRCT, bronchoalveolarni lavdz a bi@pglic (Kolek, 2007). ¥tSina
pacient: s plicni sarkoid6zou méa dobrou prognézudasovém Useku 2 az 5 let dochazi
k remisi. U 30 % paciefitale dochazi k rozvoji onema#m, ktery nize vést kiiznym
stupiam plicni fibrézy (Lockstonet al, 2010).

PostiZzeni &i pii sarkoid6ze se vyskytuje asidivrtiny pacieni. Tato forma
sarkoiddzy je spojena se zZfem spojivek, tvorbou granuldmna spojivce (6-40 %
piipadi). Objevuje se Sedy nebo zeleny zakal, v#4catrofie optického nervu, které
mohou vést aZ ke slegatKolek, 2007; Nunest al, 2007).
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KoZni sarkoid6za se v akutni fo¢nprojevuje tvorbou noddézniho erytému v
oblasti bérce (viz Obrazek 1). Jedna se o podkskamny, které jsou bolestivé na dotek.
Zpocatku maji nakZzowlou barvu, ta po ¢kolika tydnech zhédne a pipomina
vstiebavajici se hematom. S timto projevem se u n&aweehe u vice jak 30 %
pacienti. V rdmci chronické formy se |ze setkat s projekteré byvaji oznéovany jako
znetvdujici. Vzacnym projevem je tzv. sarkom v jzwWe starych jizvach dochézi k
tvorbe natervenalych infiltral (Kolek, 2007).
epidemiologickych studii setkavame &agji v Japonsku. Projevuje se poruchami
srde&niho rytmu, které mohou #pobit nahlou smrt. # podezeni na srdéni formu
sarkoidozy je pdtba provést rentgenove vyi&eti, echokardiografické vy§ehi a
vySeteni podle Holtera¢{nnost srdce je sledovana 24 hodi lzné denntinnosti)
(Kolek, 2007; Nunest al, 2007).

3.2 Etiologie sarkoiddzy

Etiologie sarkoid6zy neni dosud znama. Mezi mujoragens vyvolavajici
onemockni jsoufazeny mikroorganismy, organické a anorganické laikgto agens
mohou spustit u jediriics genetickou dispozici rozvoj onemeéon

Mezi mikroorganismy, které mohou stat za rozvojememocgni, pati
Mycobacterium tuberculosis, Propionibacterium agn€hlamydophila pneumoniae,
Borrelia burgdorferi, Rickettsia helvetica, virup&ein-Barrove.

Z organickych agens to je pyl borovice a z anoigamch latek kovy jako hlinik,
nikl ¢i beryllium (Kolek, 2007; Lazarus, 2009).

3.3 Epidemiologie sarkoidozy

Sarkoid6za je celogtové rozStené onemocmi. Jetfazena mezi n&asejsi
difuzni infiltrativni plicni onemoaini. Postihuje muze i Zeny déku 50 let (Ortegaet
Gonzales, 2011; Lazarus, 2009; Luisettal, 2000).
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Incidence (pdet now vzniklych gipadi dané nemoci ve vybrané populaci za
urcité obdobi) zavisi na&ku, pohlavi a rase. Celadové se incidence odhaduje na
16,5/100 000 obyvatel u miza 19/100 000 obyvatel u zZen. Wtidse téndi s
onemocgnim nesetkame. Uétd do 15 let je incidence 1/100 000 obyvatel (Nuaes
al., 2007). Vysoka mira vyskytu byla zaznamenana wersé Evrog (60/100 000
obyvatel). (Ortegat Gonzales, 2011). Naopak ve Sgaku byla zaznamenana nizka
incidence, pouze 1,36/100 000 obyvatel. Ve Spojersfatech americkych byla zjga
odliSna incidence u docha (10,9/100 000 obyvatel) &ernochi (35,5/100 000
obyvatel) (Fabrellas, 2007). U nas je incidencél®Q 000 obyvatel (Kolek, 2007).

3.4 Patogeneze

Sarkoid6za je zatlivé granulomatézni onemoeéni. Granulomy vznikaji v
organismu bzn¢ pii zargtlivych onemocsnich, aby zabranily #ni patogef. AvSak
pii sarkoid6ze jsou tweny granulomy jako reakce na zatim neznamy go(BiizZ,
2008).

V centru granulomu se akumuluji CD4+-[ymfocyty (pomocné) a aktivované
makrofagy. Periferni oblasti granulomu jsouittty CD8+ T-lymfocyty (cytotoxicke)
a B-lymfocyty (Lo§akovaet al, 2011). CD8+ Flymfocyty nici buiky napadené viry,
parazity a také nadorové itky. CD4+ Ty-lymfocyty produkuji cytokiny. Jedna se o
proteiny misobici ve velmi nizkych koncentracich ptedhictvim receptdr Cytokiny
reguluji rozsah a dobu trvani imunitni reakce (Ré&keet al, 2005; M&ak et al, 2012).

Granulom vznika v ¢kolika fazich (viz Obrazek 2). Na @atku stoji antigen
prezentujici biiky (APC, antigen presenting cells). Mezi tytonky jsou fazeny
makrofagy, dendritické hiky a monocyty (Feretik et al, 2005). @ilezitou sodasti
APC jsou MHC glykoproteiny (major histocompatibjlikomplex), které se nachazeji
na povrchudchto burgk. Komplex, ktery je tvien antigen prezentujici tikou, MHC
molekulou a antigenem, reaguje s T-lymfocyty, ktgséu timto aktivovany a
diferencuji se dotiznych typi (Thl, Th2, Th17). Diferencované T-lymfocyty prodgik
signdlni proteiny, které aktivuji imunitni odpmks Thl lymfocyty produkuji cytokiny:
interferon gama (IFNJ a interleukin-2 (IL-2). Th2 lymfocyty sekretuji-¥4, IL-5 a IL-
13, které aktivuji B-lymfocyty a také vznikajfi@lergickych reakcich. Th17 lymfocyty
produkuji IL-17, ktery se uplatje @i akutnim zastu. Makrofagy tvéi chemokiny
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CCL5, CCL3, CCL2 a CXCLS8, diky kterym bkly migruji do mista vznikajiciho
granulomu (Feretik et al, 2005; M&aket al, 2012; Stiz, 2008).

MICROBES
ORGANIC AGENTS
Etiologic Triggers L o INORGANIC AGENTS
+ Antigens
Environmental l
Factors — Innate Immune
il Response
TCR MHC
Macrophage or
Dendritic Cell
Genetic | »
Susceptibility

Adaptive Immune

- Response
Host Factors
Antigen Clearance
. '--‘
Remission Chronic, Fibrotic

Obrazek 2: Vznik granulomu ifgvzato z Morgenthaet al, 201J.

3.5 Diagnostické metody

P¥i diagnostice sarkoiddzy se vyuziva kombinace latoonich vySeéeni,

zobrazovacich metod, bronchoalveolarni lavaze,duitio vySeteni plic a biopsie.

3.5.1 Laboratorni vySetreni

Béhem akutni formy sarkoiddzy byva zvySena sedimentgtrocytt a CRP
(C-reaktivni protein, jehoz zvySena hladina ukazuge gitomnost akutniho zdétu).

-13-



Pomoci biochemickych vy&eni byva odhalena zvySena hladina sérové
alkalické fosfatazy.

V granulomech je ty@n vitamin D3, coZ se projevuje hyperkalcémii (ang&
hladina vapniku v krvi) a hyperkalciurii (zvySendugovani vapniku mg).

Ukazatelem aktivity sarkoidézy je hladina enzymonwkertujici angiotensin
(SACE). DalSim ukazatelem je sérova koncentraceptecu pro interleukin 2 (Kolek,
2007; Keaneet FitzGerald, 2012).

3.5.2 Imunologickeé vySeteni

Velmi ¢astym nalezemipimunologickém testovani je zvySena hladina Igg3 |
a IgM. Déle jsou zvySeny cirkulujici imunokomplepyi akutni fazi. Sérologickym
vySetenim byvaji nalezeny protilatky proti uim a mykobakteriim.

Tuberkulinovy koZni test (test na tuberkuldézu) ®gwnemocnych sarkoid6zou v
70 % gipadi negativni.

Déle se stanovuje imunoregid index (CD4+/CD8+). V krvi dochazi k
vyrazrejSi redukci absolutnino mnozstvi CD4+ T-lymfotytez CD8+ T-lymfocyi.

Diive se také provatl Kveimuv test, ktery je v dnesni délz etickych dvoda
zakazan. V ramci tohoto testu se tidilkaplikoval antigen. Po 4 aZz 6 tydnech se v énist
jeho aplikace vytvlly malé uzliky. Byla provedena biopsie z mistaikagae, ktera u
nemocnych sarkoidézou odhalila sarkoidni granulomigko antigen byl vyuzit
homogenat z lymfatickych uzlin nebo sleziny paagobstizeného sarkoidézou (Kolek,
2007; Keaneet FitzGerald, 2012; La®kovaet al, 2011).

3.5.3 Zobrazovaci metody

Rentgenové zobrazeni hrudniku je zakladnim wgdéh pro stanoveni
diagnézy, ale i pro zji8hi stddia nemoci. Sarkoidézu Ize reéld podle
rentgenologického nalezu dostp stadii. Stadium 0, kdy na rentgenovém snimku
hrudniku nejsou pozorovany zadnéény, avSak pomoci HRCT Ize 2my prokazat. V
prvnim stadiu jsou postiZzeny hilové lymfatické aygli které jsou oboustradzvétsené.

Hovaorime o tzv. bilateralni hilové lymfadenopatii (BHiz Obrazek3A). Ve druhém
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stadiu jsou nitrohrudni uzliny stale &8ené, ale navic jsou postizeny i plice (viz
Obrazek 3B). Veretim stadiu jsou postizeny uz jenom plice (viz @bka3C) a ve

¢tvrtém stadiu maji zemy v plicnim parenchymu charakter plicni fibrozii¢pi tkai je

postup® nahrazovana vazivem) (viz Obrazek 3D) ({fakovaet al, 2011; Nunest al.,
2007).

Obrazek 3: Rtg hrudnikuripsarkoidéze. A: stadium 1. B: stadium 2. C: stadi8. D:
stadium 4 (pevzato z Kolek, 2007).

V dnesni dob k rozhodujicim vyséenim pati HRCT (vypaietni tomografie s
vysokou rozliSovaci schopnosti). Toto vygei umo#iuje stanovit diagndzu i aktivitu
sarkoiddzy s vysokou pravpodobnosti. S pomoci HRCT Ize zobrazit i uzlingrktna
rentgenovém snimku hrudniku rozliSit nelze.

Galliovd scintigrafie p#t mezi vySeteni, kter& uz v dne3ni dbbnejsou
vyuZivana, a to kii radiasni zatZi. Toto vySeteni je zaloZeno na akumuldtiGa-
citratu v loziscich sarkoidozy.

Pfi podezeni na sarkoid6zu nervové soustavy se také vyudiagneticka
rezonance (Kolek, 2007; KeaneFitzGerald, 2012).
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3.5.4 Funkéni vySeteni plic

ZhorSené plicni funkce Ize pozorovat u 20 % aZ@pacient se sarkoiddzou.
Pro posouzeni postizeni funkce plic se provadi tvgdédifuzni kapacity plic pro oxid
uhelnaty. U 60 % pacieinta to i u pacierit se staddiem 1, Ize odhalit snizenou plicni
difuzi. Dale se stanovuje vitalni kapacita plic.s\8dky tchto vySeteni bohuzektasto
nekoreluji s rozsahem postizeni plic stanovenéhmaged rentgenového vygeni.
Presto jsou tato vySeni dilezita, protoze umaiji stanovit vychozi hodnoty a

nasleds sledovat dalSi vyvoj nemoci (Costale¢hl., 2009; Losakovaet al, 2011).

3.5.5 Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

Bronchoalveolarni lavaz je diagnostické bronchpsha vySeteni. Jedna se o
bezpény a minimal@ invazivni postup, ktery umdaje ziskat vzorek uzitey pro
diagnostiku sarkoiddzy. BAL se restji odebira ze sedniho laloku nebo linguly (viz
Obrazek 4). Bhem vySeteni je do dychacich cest aplikovano 100 az 200 ml
fyziologického roztoku s cilem ziskat bronchoahéeol tekutinu, kterd obsahuje
buné¢cné i neburcné slozky z alvedl VySeteni se provadi ambulartnpomoci
bronchoskopu po lokélni anestezii. Bronchoalvedléekutina je naslednvySetena
cytologicky a mikrobiologicky.

Typickym nalezem cytologického vysenhi je zvySeny peet leukocyi,
pievazre lymfocyti. AZ u 90 % postizenych sarkoidézou Ize sledovaSeny pdet
lymfocyta. Charakteristicka je takéigvaha pomocnych CD4+ T-lymfodytnad
cytotoxickymi CD8+ T-lymfocyty. Mizeme pozorovat také zvySené hodnoty TdNF-

(Costabektal., 2009; Kolek, 2007; TomiSkoi Skiickova, 2010).

R

‘¢ }\ |Bronchialni
=== [ vyplach

7
AN

Obrazek 4: Lokalizace provedeni BALi¢pzato z http://zdravi.e15.cz).
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3.5.6 Biopsie

Diagnoza sarkoidozy by se ¢ opirat o histopatologické vys$ehi.
NejvhodrgjSi misto pro odér bioptického vzorku se stanovuje na zakl&tinického
obrazu. Pokud je postizen plicni parenchym, prow&dizv. transbronchialni biopsie
(TBB) pomoci endoskopu. Rizika u tohoto zakrokwjselmi nizka. Biopticky vzorek
muze byt dale odebran z rostoucich granudlqironchialni biopsie), z periferni uzliny,

z kaze nebo bukalni sliznice (Lté&kovaet al, 2011).

3.6 Lécba sarkoiddzy

Souastné znalosti a nazory tykajici se diagnostikgchyl sarkoidozy shrnuje
doporieni Americké hrudni spaiaosti (ATS), Evropské respitai spol€énosti (ERS)
a Asociace sarkoid6zy a jinych granulomatéznich oEnfWASOG) (Statement on
sarcoidosis, 1999; Kolek, 2006).

Prognéza byva u sarkoidozytsinou gizniva. U 30 % az 50 % paciént
dochazi ke spontanni remisi nebo zhojeni po uaitiikosteroidi. U 30 % pacierit se
setkavame s chronickou, progredujici formou nemidaiecidivé onemocsni dochazi
neiastji do dvou let od uko¥eni kortikoterapie (Lafkovéet al, 2011).

3.7 Sarkoiddéza a genetika

Sarkoidoza je komplexni onemaeon. Bylo prokazano, Ze za klinickymi projevy
sarkoidozy a jeji prognozou stoji krénenvironmentalnich vlitv i faktory geneticke.
Teorie genetickych faktér se opirdA o dva argumenty, a to rasové rozdily v
epidemiologii onemoami a gFitomnost onemoemi v rodinach (Luisettet al, 2000).
Genetické faktory se pragplodobrg podileji na klinickych projevech, progresi a
prognéze onemoeni (Spagnoleet du Bois, 2007). Mezi kandidatni geny ifpaiejména
polymorfni geny pro MHC, cytokiny, chemokiny a gergceptoli T-burgk (Kolek,
2007; Luisettiet al, 2000; Spagnol@t du Bois, 2007). Geny lze rodd do dvou

skupin, a to na geny modifikujici anebo predispaunemocani.
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Tabulka 1: Vybrané geny, které byly studovany veadiplomové prace. V tabulce je
uveden nazev genu asociovaného se sarkoidézoup@ynmorfismus, populace a et

pacienti, na kterych byl gen analyzovan tedchozich studiich a zdro;.

en olymorfismus| Studovana | pocet autor, rok
’ POy populace pacient publikace
BTNL2 1s2076530 #mecka 366 Rybickietal., 2005
ANXA 11 rs1049550 ceska 245 Mrazeketal., 2011
IL-23R rs11209026 némecka 1996 Fischeet al, 2011
RAB23 | rs1040461 | némecké 381 | Hofmanetal, 2011

Velké mnozstvi gain které jsou spojeny se sarkoid6zou, byly objevdiky
celogenomovym asogiaim studiim GWAS. NejnaySi GWAS studie identifikovaly
dalSi nové geny asociované s timto onemoitn. Pati mezi ©& gen NOTCH4 (rs
715299) (Adriantoet al, 2012) a genOS9 (rs 1050045), ktery koduje protein
osteosarcoma amplified ento protein maidezitou roli pi degradaci proteina také
se podili na aktivaci myeloidnich btkn(Hofmannet al, 2013).

Mezi geny, u kterych byla potvrzena spojitostaéagiddzou, pat BTNL2
Gen BTNL2 lezi na kratkém raménku Sestého chromozomu a &Oguptein
(butyrophilin like protein 2), kterye fazen do skupiny receptoB7 a Zejm¢ funguje
jako koaktivator T-lymfocyt. Na patém exonu genBTNL2 byla zjiS&na existence
SNP rs2076530 (jednonukleotidovy polymorfism8&)gle Nucleotide Polymorphi3m
Konkrétre se jedna o tranzici G (guaniny» A (adenin), coZz vede ke vzniku
alternativniho mista sé#tu, a tim i k syntéze jiného proteinu. Tento dybtini BTNL2
by mohl narusit spravnou regulaci T-lymfogy(Rybicki et al., 2005). Poddo se
prokazat spojitost mezi sarkoid6zou a rs207653(ostizenych paciefitbyl zjiSgn
signifikantre vySSi vyskyt alely A (Moraistal., 2012).

DalSim genem spojenym se sarkoid0zoANXA11l Tento gen lezi na dlouhém
rameénku deséatého chromozomu. Produkt tohoto gesmnexin 11 pdi do skupiny
proteini zavislych na vapniku. Annexin 11 je regulatoremdsného dleni a apoptozy.
V sekvenci genuANXA11l se nachazi jednonukleotidovy polymorfismus rs1@495
(ANXA12, jednéd se o zatu tyminu (T) za cytosin (C). Bylo prokadzano, Z&gmnost
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alely T zaji¥uje ochranu fed sarkoiddézou. Mira ochrany byla zavisla népalel T v
genotypu. U paciefits Léfgrenovym syndromem (akutni formaizpivou progn6zou
onemockni) byla zjiSéna gitomnost genotypu TT (Mrazedtal., 2011).

Na dlouhém raménku patnactého chromozomu mgalskus gen s ozri@nim
HERC2(Cerriet al, 2011). Fischeet al (2011) identifikovaliHERC2jako dalSi gen
vhimavosti k sarkoidéze. Na dvanactém intronu geHERC2 se nachazi
jednonukleotidovy polymorfismus916977

Vysledky Fischeraet al (2011) prokazaly vyznamnou roli signalni drahy IL
23/IL-23R v rozvoji chronické sarkoidozy. Jednoradtidovy polymorfismus
rs11209026 v genu pro receptor IL-23Rigpbuje zanu aminokyseliny argininu na
glutamin v intracelularni domémreceptoru IL-23RZamena vede k narusSenilgnosu
signalu mezi transmembranovou doménou a mistemyva&K2 na cytoplazmaticke
doménr, a tim k nedostateé fosforylaci STAT3 transkrimich faktofi. Dusledkem je
tedy sniZzena hladina prozdiivych cytokini (IL-17A) (Cerriet al, 2011; Fischeet al,
2011).

Hofmannet al (2011) prokazali spojitost gerfiRAB23se sarkoidozauTento
gen se nachazi na kratkém raménku Sestého chromozdednonukleotidovy
polymorfismusrs1040461 v exonu 7 tohoto genuagpbuje, ze v sekvenci proteinu
dochéazi k zarn¢ aminokyseliny glycinu za serin. U mnoha paqies¢ sarkoidézou se
muzeme setkat stfftomnosti mikrobialniho agens v tkanié®B23hraje dilezitou roli
v antibakterialni ochran Je tedy mozné, Ze dysfunkce tohoto geniemvest k

naruseni antibakterialni ochrany.

3.8 Detekce bodovych mutaci a polymorfisraa

Bodovy polymorfismus byva také ozmwan jako jednonukleotidovy
polymorfismus (SNP, single nucleotide polymorphis(Rosypalet al, 2003) (viz
Obrazek 5). Hledanim spojitosti mezi SNP a ¢asfjSimi onemoctnimi se

VvV sowasnosti zabyvaji zejména studie GWAS (Campétdleece, 2007).
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Obrézek 5: Jednonukleotidovy polymorfismus (SNRg\pato z http://cs.wikipedia.org)

V souastné dob Ize k identifikaci jednonukleotidovych polymorfisinvyuzit
celoutadu technik. Ne&psgji se vyuzivaji techniky genotypizace zaloZené niagipu
PCR. V poslednich letech sechaji uplatiovat techniky vysokokapacitni a také
sekvenovani nové generace.

Mezi techniky zaloZzené na PCR fatPCR-RFLP (polymorfismus délky
restrikinich fragment, polymerase chain reaction with restriction fragmdahght
polymorphism Nejdive se provede PCR amplifikace pozadovaného Usé&ldy, Rtery
obsahuje studovany polymorfismus. Nasledujépeiti PCR produkt pomoci
restrikinich endonukleaz, kter&pi DNA, jestlize obsahuje &itou presré definovanou
sekvenci nukleotitl Pokud alela obsahuje tuto rozpoznavaci sekvéndie jeji DNA
rozS€pena. B elektroforéze fragmeftnalezneme v gelu pro roZpenou alelu dva
prouzky, zatimco neroz§iena DNA vytvéi na gelu pouze jeden prouzek. DalSi
vyuzivana technika je PCR-SSP (PCR se sakwespecifickymi primerypolymerase
chain reaction with sequence specific primefgz Obrazek 6). B této technice se
vyuzivaji specifické primery obsahujici polymorfigsn PCR amplifikace préhne
pouze za podminky, Ze dojde k UpIné hybridizaci inpgmerem a sekvenci DNA.
Pokud tato podminka s@na neni, neprainne amplifikace, reakce je negativni,
nevznika zadny PCR produkt. Detekce pozitivhichegativnich reakci probiha &p
pomoci elektroforézy (Piek, 2000).
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Obrazek 6: Princip PCR-SSP¢pzato z http://www.topdiag.com).

Identifikaci polymorfisnii umoZiuje také PCR s detekci v redlnitase (real-
time PCR). Tato technika umtile sledovat ndist amplifikovaného produktu v
kazdém cyklu reakce a to diky fluoreséeim sondam, které hybridizuji s DNA v mist
polymorfismu. Ve chvili, kdy je sonda degradovéarikyd5 -exonukledzové aktivit
termostabilni DNA polymerazy, dochazi k @stu fluorescence. Fluorescence je
meéiena v kazdém cyklu a je vyttena amplifikéni kiivka. (http://www.generi-
biotech.com/real-time-pcr-sondy-kvantitativni-reiate-pcr).

Pro genotypizaci &tSiho p@td SNP v jedné reakci jsou vhodné microarray
techniky. Tyto techniky vychazi z principu PCR-SEGTCR se sekven¢ specifickymi
oligonukleotidy, polymerase chain reaction with sequence speciiigoolicleotides
Reakce probiha naipu s velkym pétem nukleotidovych sond. Musi dojit k Uplné
hybridizaci sondy se studovanou DNA. Detekce se&gbpomoci specialniho daeni
umoziujiciho étenicipa.

V ramci praktickécasti diplomové prace byla ke genotypizaci vyuzitaderni

technika MassArray, ktera um@ge rychlou a snadnou analyzu. Mezi vyhody této
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metody pati, Ze nevyZaduje velké mnoZzstvi DNAjiheme analyzovat v jedné reakci
az 36 fiznych variant DNA a tato technika je schopna deteka vicealelické

polymorfismy.

3.9 Technologie MassArray

Technologie MassArray kombinuje polymerazov@attzovou reakci (PCR) s
citlivou a vysoce specifickou hmotnostni spektramé@IALDI-TOF MS).

Vyhody této technologie jsou:

» rychl4, fesna analyza pomoci hmotnostni spektrometrie

» Siroké vyuziti - genotypizace, analyza somatickyohtaci, metylaci,

kvantitativni genové exprese

» identifikace nejen bialelickych, ale i vicealelidkypolymorfisni

e Usporacasu - umoiuje analyzovat az 3Giznych variant DNA v jedné

reakci

Prvnim krokem je provedeni PCR reakce k amplifikatalyzované DNA.
Primery jsou navrzeny tak, aby ohrély iseky DNA obsahujici studované SNP (viz
Obrazek 12).

Ve druhém kroku se produkty PCR inkubuji s enzym8&P (shrimp
alkaline phosphatase). Tento enzym inaktivuje defgkaci nezabudované
deoxyribonukleotidy, které se diky tomu nemohaasinit dalSi reakce (viz Obrazek
12).

Nasleduje dalSi PCR. Sgsti mixu jsou extemi primery o dané
molekulové hmotnosti, které se vazi na DNA adigednu bazi ped studovanym SNP.
K extertnim primefim jsou poté ppojeny terminani dideoxyribonukleotidy o zname
molekulové hmotnosti na principu komplementarityemplatovym rettzcem (viz
Obrazek 12) (Gabrigdt al, 2009).

Poslednim krokem je analyza studované DNA. Ponpoistroje MassArray
Nanodispenser se vzorky (produkty PCRresou z PCR-de&kiy na chip s nanesenou
matrici pro MALDI-TOF detekci (viz Obrazek 7). Objg prenesenych vzotkjsou
faddow v nanolitrech a dobafgnosu nefesahuje 10 minut. Naslegfe chip vlioZzen do
MassArray analyzatoru (viz Obrazek 7). Jednonuldeet polymorfismy jsou
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detekovany pomoci hmotnostni spektrometrie MALDIF[Ckterd umo#uje deng
analyzovat desitky az tisice vzéark
Hmotnostni spektrometrie (MS, Mass Spectrometrygnalytickd metoda, ktera
umoziuje stanovit hmotnostéastic, elementarni sloZzeni vzorku nebo ohjagn
chemické struktury molekul. Principem této metoeygnizace vzorku, vznik nabitych
molekul ¢i fragmenti molekul a n&teni jejich hmotnosti vzhledem k néboji (p&m
m/z).
Postup hmotnostni spektrometrie:
1) Umisgni vzorku do pistroje a jeho odgani.
2) lonizace a tvorba nabityatastic - iont.
3) Odctleni ionfi na zaklad ponmeéru m/z v analyzatoru.
4) Detekce ioni.

5) Zpracovani iont hmotnostnim spektrometrem.

MALDI-TOF spektrometry jsou zaloZzeny na kombinagnizace laserem za
Gcasti matrice (MALDI, Matrix Assisted Laser Desomgti lonisation) a analyzatoru
doby letu (TOF, Time of Flight) (viz Obrazek 8).

Analyzovany vzorek je smichan s vhodnou matridbehazi ke ko-krystalizaci.
Takto gipraveny vzorek je poté vystaven kratkym laseroyyubsim, které zpgsobi
ionizaci molekul a pechod do plynné faze. Za oba tytgedje zodpo¥dna matrice,
ktera je tvéena molekulami schopnymi uvolnit velice rychle ajiieicoz vede k rozbiti
krystalické struktury aigchodu molekul do plynné faze.

Analyzator doby letu rozduje ionty podle poréru m/z na zaklagidoby,
za kterou iont proleti od zdroje k detektoru. lostynizSim porrem m/z o stejné
kinetické energii se pohybuji analyzatorem rychleji

Po ukorteni analyzy jsou ziskana hmotnostni spektra pig gdnotlivych
polymorfismi (viz Obrazek 9, 10, 11). Na zaktadelikosti molekulové hmotnosti Ize

jednotlivé alely identifikovat.
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Obrazek 7: MassArray nanodispenser a MassArray yaat@r (fevzato z
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Obrazek 8: Princip MALDI-TOF. Vzorek je odfmn pisobenim laseru zacasti
matrice (MALDI), vznikaji ionty, které jsou v anadtoru oddleny na z&klaé& pomeru
m/z a detekovany detektorem a je zpracovano hmithapektrum (fevzato z

www.ru.nl).
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4  MATERIAL A METODIKA

4.1 Biologicky material

Jako biologicky material byla vyuzita periferniekr 123 pacierit ktera byla
odebrana do zkumavek s protisrazlivygimidlem EDTA (ethylendiamintetraacetat).

Jedna se retrospektivni studii - do studie byliraati pacienti s plicni sarkoidézou,

kterych byl znam vyvoj onemoéni po

byli diagnostikovani podle mezinarodnich kritéidtgtement on sarcoidosis, 1999) na

Klinice plicnich nemoci a tuberkulézy v Olomoucidédnosta: prof. MUDr. V. Kolek,

DrSc.).Pomoci vysolovaci techniky (Mi
pacienti DNA, kterd byla vyuZita

modifikujicich gemi a jejich polymorfisni asociovanych se sarkoidozo®BTNL2
(rs2076530) ANXA11(rs1049550)HERC2(rs916977))L-23R (rs11209026) &AB23

(rs1040461)).

4.2 Schéma experimentu

2 letech (progrese/regrese). VSichni pacienti

llext al, 1988) byla izolovana z periferni krve
ke studiu vybranych predisujicich a

izolace

DNA z krve

PCR am

plifikace DNA

SAP reakce

iPLEX reakce

MassArray analyza

statistika

Obrézek 13: Jednotlivé kroky analyzy |

ednonuklemtigth polymorfisni kandidatnich
geni asociovanych se sarkoid6zou technikou MassArray.
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4.3 lzolace DNA

1) Ze zkumavky s protisrazlivyginidlem EDTA (5-10 ml) pelit periferni krev
do 50 ml zkumavky. Do objemu cca 45 niidat vychlazeny lyzéni roztok (LB).
Zkumavku uzakit a protepat. Dochazi k lyzi erytrodyt a projaseni roztoku.
Centrifugovat 5 minut i 4000 rpm (1700g). Leukocyty obsahujici DNA klésag dnu
zkumavky.

2) Vylit supernatant aiflat k sedimentu 5 ml roztoku R (resuspemdaoztok:
10 mM TRIS pH 7,5), préepat. Centrifugovat 5 minip4000 rpm (1700g). Odsat
supernatant pomoci pasteurovy pipety. Jadra letk@c®PNA tvai sediment.

3) Hidat 930ul roztoku R k sedimentu a piepat (dojde k rozbiti sedimentu).
Postupi pridat 370ul roztoku P (obsahuje detergent SDS, kteryspbi popraskani
jader) a 4Qul proteinazy K (&tpi bilkoviny). Promichat ot@&nim. Roztok nesmiihs
pénit. Inkubovat pi 37 °C @es noc.

4) Druhy den vytdhnout vzorky z inkubatoru a néstyghladnout na laboratorni
teplotu. Ve zkumavce se nachaziésmastpenych bilkovin, detergovanych ligid
polysacharid a DNA. Ridat 400ul 5M NaCl ke vzorkm a tepat 15 s nai¢pace.
Dochazi k vysrézeni protdin

5) Centrifugovat 15 minut ip 4000 rpm (1700g). ilit supernatant do
mikrozkumavky (2 ml), centrifugovat 10 minuiti 24 000 rpm (18 000g). Krok slouzi k
odstrarni protein.

6) Hipravit pro kazdy vzorek 15 ml zkumavku s 3,5 ml%6etanolu. Do&hto
piipravenych zkumavekiplit supernatant. iBvracet zkumavku. Dochazi k vysrazeni
DNA (vznika chuchvalec).

7) Hipravit pro kazdy vzorek 2 sterilni mikrozkumavkyp$ ml 70 % etanolu,
jednu Sroubovaci mikrozkumavku (1,5 ml) se 70000 mM TRIS (pH 8,0). Objem
pouzitého TRIS pufru se snizi, pokud je chuchvalséa maly.

8) Na jednordzovou inokulai klicku nabrat chuchvalec DNA, promyt ve
zkumavkach se 70 % etanolem#i©thuchvalec o 8hu zkumavky (vyme&kat etanol) a
poté pondat klicku s DNA do Sroubovaci mikrozkumavky a uvolnit D& roztoku.
DNA se i pokojové teplat pres noc rozpusti. Rozpoust Ize také urychlit nap
zahratim na 70 °C po dobu 5 minut.
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9) Skladovat v chladé¢e @i 4 °C. Pro dlouhodobé skladovani zamrazit na -20
°C.

Pomoci spektrofotometru Nanodrop, ktery umgé nefit absorbanci ve velmi
malych objemech vzorku (248), byla métena koncentrace @&stota izolované DNA.
Pomoci automatického vy z absorbance vzorku DNAfipvinové délce 260 nm
(absorgni maximum dsDNA) byla stanovena koncentrace DNAoxtoku. Cistota
DNA je ovlivnéna tim, do jaké miry se paila odstranit proteiny (absorbuji i&ni o
vinové délce 280 nm). Pamabsorbanci AsdAzgourcuje cistotu DNA. Pokud ziskame
hodnoty nizsi nez 1,8, je feba DNA ecistit.

Pomoci vysolovaci techniky lze obvykle ziskat Z®-ml krve DNA o
koncentraci 100-1000 ngd. Cistota DNA (Asd/Aze0) S€ pohybuje v rozmezi hodnot
1,8-2.

4.4 Genotypizace pomoci technologie MassArray

Pripravaiedénych vzorkKi DNA: vzorky izolované DNA se rtadi PCR-vodou
na koncentraci cca 10 ng/(2-20 ngfll).

Priprava smisi primeii pro PCR: primery jsou dodavany v lyofilizovanénfer
Pridanim vypd@teného mnozstvi PCR-vody sdigvavi zasobni roztoky priméro
koncentraci 100 pmall. Z jednotlivych zasobnich roztGkse gipravi snés, ktera
obsahuje 1 pmall kazdého primeru.

Priprava rea&ni snesi pro PCR: s@s obsahuje vodu, pufr, primery (viz
Tabulka 4), chlorid hiecnaty, deoxyribonukleotidy a enzym Tagq DNA-polymerdviz
Tabulka 2). Do 96-jamkové PCR-dekly se nejprve pipetuji po d naredné vzorky
DNA. Poté se do jamekiipla po 4ul reakéni smés. PCR-destka se zakryje samolepici
folii, kratce se st na centrifuze (5s/4000rpm) a vlozi se do termbayk Probiha
polymerdzové&ettzova reakce podle teplotnih@asového profilu uvedeného v Tabulce
3.
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Tabulka 2: Slozeni PCR mixu. V tabulce jsou uvedmunotlivé slozky obsazené v

PCR mixu, jejich koncentrace a mnozstvi na reakci.

koncentrac 1 reakce (fl)

H.O 2,4
10x pufi 0,5
MgCl, 25mM 0,4
dNTP mix 25mM 0,1
smes primefi 1,0uM 0,t
HotStarTac polym. 5U/ul 0,1
DNA (ng/ul) 10 1

Tabulka 3: Teplotni &asovy profil PCR reakce

teplota (°C doba cykilt
94 2 mir
94 20 ¢
56 30¢ 44x
72 1 min —~
72 3min L
4 hold |

Tabulka 4: Sekvence pouzitych primer

velikost
nazev SNP sekvence prinies”-3” amplikonu

(bp)
1s2076530 | FACGTTGGATGCAGTACCGCTGCCTTTTTG | RIACGTTGGATGGGAACTAGCATATTAAAGTGG 152
1s1049550 | F:ACGTTGGATGTTCCTCCAGGGACGGATGAG| R:ACGTTGGATGAAGTAGGATCTGCTGCCGCT 100
1s916977 | FACGTTGGATGTTGGCAAACTCCACAGTGGG| R:ACGTTGGATGTTCTGTTCTTCTTGACCCCG 99
1s11209026 F:ACGTTGGATGAAATTCTGCAAAAACCTAC | RIACGTTGGATGGCTGTTATGTTGTCAATTC 98
rs1040461 | FACGTTGGATGGTTTGTTGGGTCTAAGATTG | RIACGTTGGATGACATCTGGTGGAAGTCACTC 99

Po skokeni PCR reakce se mikrotitrd desttka st@&i v centrifuze

(5s/4000rpm). Poté seipravi reakni snes obsahujici enzym SAP (viz Tabulka 5) a po

2 ul se gida k produkim PCR v destice. PCR-destka se zakryje samolepici fdlii,

kratce se st (5s/4000rpm) na centrifuze a inkubuje se v tayhkteru 45 minut fi 37

°C. lhned nasleduje inkubace v 85 °C po dobu 5 mikunaktivaci enzymu. Po

ukorgeni inkubace se épdesttka centrifuguje (5s/4000rpm).
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Tabulka 5: SloZzeni SAP mixu. V tabulce jsou uved@dnotlivé slozky SAP mixu,
jejich koncentrace a mnozstvi.

koncentrace 1 reakcel)
H20 1,53
TS pufr 10x 0,17
SAP 1,7 Ul 0,30

Priprava smisi externich primed pro iPLEX-reakci: primery jsou dodavany
v lyofilizované forng. Fridanim vypd@teného mnozstvi PCR-vody sépvavi zasobni
roztoky primeti o koncentraci 400 pmall. Z jednotlivych zasobnich roztékse
pripravi snés obsahujici primeryaznych koncentraci (viz Tabulka 6).

Nasledujicim je fiprava reakni snesi pro iPLEX-reakci, kter@bsahuje vodu,
pufr, smés extednich primeti (viz Tabulka 9), iPLEXenzym a termin&ni mix (viz
Tabulka 7). Reaki smés se po 2l prid4 k produkim v desttce. PCR-destka se
zakryje samolepici folii, kratce se &tona centrifuze (5s/4000rpm). Mikrotithiai
destéku opst viozime do termocykléru a probiha reakce podpgotaiho acasového

profilu uvedeného v Tabulce 8.

Tabulka 6: V tabulce je uvedena koncentrace €xieh primeti a jejich mnozstvi na

reakci. Kvli citlivosti detektoru primery o vysSi molekulovénotnosti jsou pipetovany
ve vysSich koncentracich.

koncentrace objem (ul/primer) sk_upinoa Objem
(LM) primeri | (ul/skupina

7 3,50 2,0 7,00

9,33 4,67 1,0 4,67

11,66 5,83 1,0 5,83

14 7,00 1,0 7,00

H20 175,51
Celkem| 200,00
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Tabulka 7: SloZeni iPLEX mixu. V tabulce jsou uveggednotlivé slozky mixu, jejich

koncentrace a mnozstvi.

koncentrace | 1 reakcel)

H.O 0,739
IPLEX pufr 10x 0,100
iPLEX Term. mix 0,200

mix extergnich primed * | 7/9,3/11,6/14 0,940

IPLEX enzym

0,021

*viz Tabulka 6

Tabulka 8: Teplotni aasovy profil iPLEX reakce.

teplota (°C) doba cyklu
94 30s
94 5s
52 5s 40x
80 5s
3
72 3 min F
4 hold

Tabulka 9: Sekvence pouzitych exteith primet a jejich molekulova hmotnost.

Da)

nazev SNP sekvence 57-3° molekulova hmotnost (
rs2076530 TTGGATCTGAAGGTGGTA 5609,7
rs1049550 CGTCATTGACTGCCTGGGGAGT 6782,4
rs916977 AAAGTGGGGATGCAGTTTGAGTAGA 7850,1
rs11209026 GCAAAAACCTACCCAGTT 5436,6
rs1040461 CCCCTACATCTCCACCATTGAGGGTAC 8140,3

-32-



Tabulka 10: @ekavané molekulové hmotnosti jednotlivych alel.

molekulova ) ]
molekulova | molekulova
) hmotnost
nazev SNP ) _ hmotnost hmotnost
exterénich primei
alely G (Da) | alely A (Da)
(Da)
rs2076530 5609,7 5896,9 5880,9
rs916977 7850,1 8097,3 8177,2
rs11209026 5436,6 5683,8 5763,7
molekulova ) ]
molekulova | molekulova
i hmotnost
nazev SNP ) hmotnost hmotnost
exterénich primeti
alely C (Da) | alely T (Da)
(Da)
rs1049550 6782,4 7029,6 7109,5
rs1040461 8140,3 8387,5 8467,4

Po ukoreni iPLEX reakce se mikrotittai destéka centrifuguje (5s/4000rpm).
V dal$im kroku se k produlin piida Resin, ktery odstrani Klak* a Mdf* ionty. Resin
se nanese na formu s 96 jamkami. Kazda jamka ojesabung Resinu. K produkin
se fida 41ul vody a destika se kratce centrifuguje (5s/4000rpm). Distis Resinem
se fevrati na destku s produkty a tim se Resin dostane do jamek duityg. Nasledia
se destika s produkty a Resinem necha rotovat po dobu 3ditnai poté se centrifuguje
5 minut @ 4000 rpm.

Na za¥r jsou vzorky pomoci MassArray nanodispensefenpseny na chip a
analyzovany v MassArray analyzatoru pomoci hmotriagiektrometrie MALDI-TOF.

Ze ziskanych hmotnostnich spekter jsou jednotlyamotypy vyhodnoceny
pomoci softwaru Typer 4.0.5, ktery analyzuje vSgapitky v hmotnostnim spektru a na

zaklad molekulovych hmotnosti rozlisi jednotlivé genotypy
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45 Statistika

Genotypova frekvence- vyjadiuje zastoupeni jedifics danym genotypem v
celkovém potu genotypizovanych jediric

fg:'k/r%dk
fy...genotypova frekvence
ny...pocet pacieni/kontrolnich jediné pro dany genotyp
Neelk-..CelkOVY p@et genotypizovanych paciéikontrolnich jedina

Alelicka frekvence - vyjadiuje podil zastoupeni alely na celkovénttpoalel v
populaci.

ﬁa:(20v+fb)/203m
fa...alelicka frekvence
n...pocet homozygotnich paciaikontrolnich jediné pro danou alelu
ny...pocet heterozygotnich paciérikontrolnich jediné

Neelk- - - Celkovy p@et genotypizovanych paciéifkontrolnich jediné

Fenotypova frekvence- vyjadtuje podil zastoupeni n@si dané alely.

fe = (ne+ny) / Neeie
f;...fenotypova frekvence
ny...pocet homozygotnich jediricoro danou alelu
ny...pocet heterozygotnich jedific
Neelk-..CelkOVY p@et genotypizovanych jedifc

Hardy-Weinbergiav zakon - vyjadtuje teoretické rozlozeni alel v populaci,

vychazi z frekvence genot idealni populaci.
p+tq=1
p’+2pg+g=1

p...frekvence alely A

g...frekvence alely a

p...frekvence genotypu AA

2pg...frekvence genotypu Aa

f...frekvence genotypu aa
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Chi-kvadrat test - neboli test dobré shody je statistickd metodaaktenoiuje
stanovit, zda mezi @dwma znaky existuje prokazatélrvyrazny vztah. Pomoci chi-
kvadrat testu asfujeme shodu mezicekavanymi a pozorovanymi @y jedinai v
jednotlivych fenotypovych nebo genotypovydfdéch. Ziskana hodnota se srovnava s
kritickou hodnotou odpovidajici zvolené hlaglimyznamnosti. Chi-kvadrat test byl
vyuzit k owieni, zda genotypové a alelické frekvence jsou vdi#aWeinbergow

rovnovaze (p > 0,05).

4.6

XN =2 (- 8)7e

Xi...nanmeiené hodnoty

g...o¢cekavané hodnoty

N...pccet stupit volnosti (N=n-1)

n...paet genotypovych/fenotypovychid

Pouzité chemikalie

Deoxyribonukleotidy pro PCR

Ethanol 96 %
EDTA

Hydroxid sodny
Glycerol 40 %
Chlorid haecnaty
Chlorid sodny
Chlorid vapenaty

Sequenom, USA

Lach:neteska republika
Serva

Lach:ne€eska republika
Sigma Aldrich, USA
Sequenom, USA

Sigma Aldrich, USA

Sigma Aldrich, USA

CLEAN Resin Sequenom, USA
IPLEX enzym Sequenom, USA
IPLEX pufr Sequenom, USA

IPLEX termin&ni mix
PCR enzym

PCR pufr (20mM MgG))
PCR voda

Proteindza K

SAP enzym

SAP pufr

Sequenom, USA
Sequenom, USA

Sequenom, USA
Prime, &hecko
Serva
Sequenom, USA
Sequenom, USA
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4.7

SDS (dodecylsulfat sodny) Sigma Aldrich, USA

Sachar6za Sigma Aldrich, USA
Triton X100 Sigma Aldrich, USA
Trizma base Sigma Aldrich, USA
Trizma.HCI Sigma Aldrich, USA

Priprava roztokua

1M TRIS (pH 7,5) 250 ml
250 ml HO

31,75 g Trizma.HCI

5,9 g Trizma base

Po rozpugni prefiltrovat.

1M TRIS (pH 8,0) 5 ml
5 ml H,O

0,444 g Trizma.HCI
0,265 g Trizma base
Po rozpu&ni peefiltrovat.

0,5 M EDTA (pH 8) 100 ml

18,62 g EDTA

50 ml HO

pridavat NaOH dokud se EDTA nerozpusti

Upravit pH na 8 pomoci kyseliny octové a NaOH. baH,O do 100 ml.

Prefiltrovat.

0,5 M MgCl,, 200 ml

200 ml KO

20,32 g MgCl.6H,0O

Po rozpu&ni roztok autoklavovat.
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0,1 M CaCl, 10 ml

10 ml H,O

0,147 g CaGl2H,0O

Po rozpu&ni peefiltrovat.

25% SDS, 20 mi

15 ml HO

59 SDS

Rozpustit zatétim na cca 37 °C.

5 M NacCl, 200 ml
200 ml HO
58,44 g NaCl

Roztok autoklavovat.

Skladovaci roztok pro proteinazu K
14,5 ml HO

10 ml glycerol (40 %)

250ul 1 M TRIS, pH 7,5

250ul 0,1 M CaC}

Roztok LB, 1000 ml

500 ml KO

102,7 g sacharézy

po rozpu&ni: 10 ml 1 M TRIS, pH 7,5
10 ml 0,5 M MgCl
10 ml Triton X100
H,O do 1000 ml

Roztok R, 1000 ml
990 ml HO
1I0mI1MTRIS,pH 7,5
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4.8

Roztok P, 50 ml

32,5 ml HO
05ml1MTRIS, pH 7,5
4ml0,5MEDTA
2ml0,1 M Cad

3 ml 5 M NacCl

8 ml 25% SDS

Proteindza K, 5 ml
100 mg proteinazy K (originalni lahska)
5 ml skladovaciho roztoku pro proteinazu K

Roztok rozalikvotovat (n&®b x 1 ml).

Etanol 70%, 500 ml
135 ml HO
365 ml 96% etanolu

TE pufr, 50 ml
98,8 ml HO
1ml1MTRIS
0,2ml 0,5M EDTA

Laboratorni pristroje a pomicky

Automatické pipety Eppendoeska republika
Centrifuga Spectrafuge 16M, Labnet, USA
Centrifuga mini Labnet, Korea

Davkovae na roztoky s nastavitelnym objemem

Filtr Sterivex GP (Milipore)

Inkubator pro inkubaciipcca 37 °C

Laboratorni sklo

Laminarni box BIOAIR, Italie
MassARRAY Analyzer Compact  Sequenom, USA
MassARRAY Nanodispenser RS1000, Sequenom, USA
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4.9

Spektrofotometr Nanodrop ND-1000 Thermo Scientifi
Termoblok pro inkubaciipcca 70 °C

Mastercycler pro Eppendofteska republika
Vahy
Vortex Labnet, USA

Termoblok pro inkubaciipcca 70 °C

Spofebni material

reakeni destéka (96 jamek)

Spicky s filtrem (10, 20, 200, 100d)
Spicky bez filtru (10, 20, 200, 1004)
mikrozkumavky (1,5 ml a 2 ml)
zkumavky o objemu 50 ml
zkumavky o objemu 15 ml
Pasteurovy pipety

inokulani klicky
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5  VYSLEDKY

V ramci praktické ¢asti diplomové prace bylo studovanat pvybranych
polymorfismi germi asociovanych se sarkoid6zou. Ke studiu byla vguZiNA
izolovana z periferni krve paciént VSichni pacienti byli diagnostikovani podle
mezinarodnich kritérii (Statement on sarcoidos#99) na Klinice plicnich nemoci a
tuberkulézy v Olomouci @@dnosta: prof. MUDr. V. Kolek, DrSc.).

Soubor paciefit byl tvoren ze 123 jeding z toho bylo 58 muk a 65 Zen.
Praimérny vk jedinal byl 55 let. Nejmladsi pacientdn31 let, nejstarSi 83 let. U vSech
pacienti jsme znali vyvoj onemoeéni po 2 letech. Regrese (spontanni nebo ploz)é
byla pozorovana u 49 jediticK progresi (zhorSeni) onemagr béhem 2 let sledovani
doSlo u 74 paciefit

VSechny studované polymorfismy byly v souladu s dyaWeinbergovou

rovnovahou.

rs2076530 v geniBBTNL?2

Prvnim studovanym polymorfismem byl rs2076530 mup@TNL2 U paciend s
regresi se vyskytoval genotyp AA v 50,0 %, gendigpv 37,5 % a genotyp GG v 12,5
% pripadi. V 40,5 % pipadi byl u pacieni s progresi itomen genotyp AA, genotyp
AG v 47,3 % a genotyp GG v 12,2 %igadi. Pritomnost rizikové alely A u paciens
regresi byla 68,8 %. Vyskyt této alely u pacdiestprogresi byl 64,2 % (viz Tabulka
11). Nebyl zjis¢n rozdil v alelickych ani genotypovych frekvencictezi skupinami
pacienti s regresi a progresi onemeégnpo 2 letech sledovani (p>0,05).
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Tabulka 11: Ziskané hodnoty alelickych a genotypbvyfrekvenci u rs2076530

(BTNL2.
regrese progrese
genotypova frekvence | (n=48)* (n=74)
AA 24 (0,500) 30 (0,405)
AG 18 (0,375) 35 (0,473)
GG 6 (0,125) 9 (0,122)
p=0,31
nosicstvi
A 42 (0,875) 65 (0,878)
G 24 (0,500) 44 (0,595)
p =0,60
alelickd frekvence
A 66 (0,688) 95 (0,642)
G 30 (0,313) 53 (0,358)
p=0,46

* U jednoho pacienta s progresi onemaurse nepoddo stanovit genotyp.

2076530
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Obrazek 14: Hmotnostni spektrograf homozygota [ & u rs20765308TNL2.
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Obrazek 15: Hmotnostni spektrograf heterozygotaapely AG u rs207653B(TNL32.

2076530

| alela G

Inbensity

| ! ! | | ! | [ |

T 1 I T 1 T T
SEO00 EBED S700 S50 Sa00 Sa50 SA00
Mazz

Obrazek 16: Hmotnostni spektrograf homozygota @i & u rs20765308TNL2.
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Obrazek 17: Dlagram zastoupeni gentyps20765308TNL2).

rs1049550 v genlANXA1l

DalSim studovanym polymorfismem byl rs1049550 vigahXA1l U 31,5 %
pacienti s regresi bylaiftomna alela T. Frekvence této alely u padienprogresi byla
24,3 %. V 6,5 % fPipadi byl u pacieni s regresi fitomen genotyp TT, genotyp CT v
50,0 % a genotyp CC 43,5 %ipadi. U pacient s progresi byl genotyp TTripomen v
2,8%, genotyp CT 43,1 % a genotyp CC v 54,2 ¥pauli (viz Tabulka 12). Nebyl
zjistén rozdil v alelickych ani genotypovych frekvenciamezi skupinami pacieat

s regresi a progresi onemeéohpo 2 letech sledovani (p>0,05).

Tabulka 12: Genotypové a alelické frekvence pr@49550 ANXA 1).

regrese progrese
genotypova frekvence | (n=46)* (n=72)*
cC 20 (0,435) 39 (0,542)
CT 23 (0,500) 31 (0,431)
T 3 (0,065) 2 (0,028)
p=0,09
nosicstvi
C 43 (0,935) 70 (0,972)
T 26 (0,565) 33 (0,458)
p=0,44
alelicka frekvence
C 63 (0,685) 109 (0,757)
T 29 (0,315) 35 (0,243)
p=0,22

* U tii pacient s regresi a dvou paciéng progresi onemoéni se nepod#o stanovit
genotypy.
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Obrazek 18: Hmotnosis;]i spektrograf homozygota f@io & u rs104955@&NXA 1).

1049550

alelaiC aldia T

| | | | | | | |

T T T T T T T T T

EFE0 6200 B2E0 6300 B350 Foo0 F0E0 100 F1E0
Mass

Obrazek 19: Hmotnostni spektrograf heterozygotaafely CT u rs1049550(NXA 1).
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Obrézek 20: Hmotnostni spektrograf homozygota f@o d u rs104955G(NXA 1).
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rs916977 v gentHERC2

U polymorfismu rs916977 v gendERC2byla minoritni alela A fitomna v
18,1 % pipadh u pacieni s regresi. U pacieins progresi byla frekvence této alely 14,6
%. Genotyp AA byl pitomen u pacieiits regresi v 4,3 %, genotyp AG v 27,7 % a
genotyp GG v 68,1 %ifpadi. U 1,4 % paciefits progresi byl fitomen genotyp AA,
genotyp AG byl pitomen v 26,4 % a genotyp GG v 72,2 #ppdi (viz Tabulka 13).
Nebyl zjisén rozdil v alelickych ani genotypovych frekvencichezi skupinami

pacienti s regresi a progresi onemécnpo 2 letech sledovani (p>0,05).

Tabulka 13: Ziskané hodnoty alelickych a genotypbvyrekvenci pro rs916977
(HERC2.

regrese progrese

genotypova frekvence | (n=47)* (n=72)*

AA 2 (0,043) 1 (0,014)

AG 13 (0,277) 19 (0,264)

GG 32 (0,681) 52 (0,722)
p=0,98

nosicstvi

A 15 (0,319) 20 (0,278)

G 45 (0,957) 71 (0,986)
p=0,67

alelicka frekvence

A 17 (0,181) 21 (0,146)

G 77 (0,819) 123 (0,854)
p=0,47

* U dvou pacieni s regresi a dvou paciérg progresi onemoeéni se nepoddéo
stanovit genotyp.
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Obrazek 22: Hmotnostni spektrograf homozygota [ & u rs916977HERC?.
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Obrazek 23: Hmotnostni spektrograf heterozygotaapely AG u rs916977HERC2.
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Obrazek 24: Hmotnostni spektrograf homozygota @i & u rs916977HERC2.
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Obrazek 25: DLiwaMlgrgm zastoupeni genbtyps916977HERC?.

rs11209026 v genu pro IL-23R

V ptipac polymorfismurs11209026 v genu pro IL-23R byl@itomna vzacna
alela A u 7,1 % paciefits regresi. Vyskyt této alely, byl u pacierst progresi 6,3 %.
Genotyp GG byl u pacieits regresi fitomen v 85,7 %, genotyp GA v 14,3 %. U
87,5 % pacierit s progresi byl fitomen genotyp GG, genotyp GA pak v 12,5 %
piipadi (viz Tabulka 14). Nebyl zjiS€n rozdil v alelickych ani genotypovych
frekvencich mezi skupinami paciéns regresi a progresi oneméch po 2 letech
sledovani (p>0,05).

Tabulka 14: Hodnoty alelickych a genotypovych frekei pro rs11209026L(-23R).

regrese progrese

genotypova frekvence | (n=49) (n=72)*

AA 0 0

AG 7 (0,143) 9 (0,125)

GG 42 (0,857) 63 (0,875)
p=0,44

nosicstvi

A 7 (0,143) 9 (0,125)

G 49 (1,000) 72 (1,000)
p=0,76

alelicka frekvence

A 7 (0,071) 9 (0,063)

G 91 (0,929) 135 (0,937)
p=0,78

* U dvou pacieni s progresi onemoéni se nepoddo stanovit genotyp.
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Obrazek 26 :Hmotnostni spektrograf homozygota f&in & u rs112090241(-23R).
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Obrazek 27: Hmotnostni spektrograf heterozygotaapely AG u rs11209026L(-23R).
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Obrazek 28: Diagram zastoupeni genétyps112090261(-23R).
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rs1040461 v geniRAB23

Poslednim studovanym polymorfismem byl rs1040461genu RAB23
Frekvence minoritni alely T u paciéns regresi byla 11,5 %. Frekvence této alely u
pacienti s progresi byla 15,1 %. U 77,1 % pacieblyl pritomen genotyp CC,
genotyp CT byl v 22,9 %ffpadi a genotyp TT nebyliftomen. V pipad pacient
s progresi byl genotyp CGipmen v 74,0 %, genotyp CT v 21,9 % a genotyp TT v
4,1 % gipad (viz Tabulka 15)Nebyl zjiS€n rozdil v alelickych ani genotypovych
frekvencich mezi skupinami paciéns regresi a progresi onemdgnpo 2 letech

sledovani (p>0,05).

Tabulka 15: Genotypové a alelické frekvence pr046461 RAB23.

regrese progrese

genotypova frekvence | (n=48)* (n=73)*

cC 37 (0,771) 54 (0,740)

CT 11 (0,229) 16 (0,219)

T 0 3 (0,041)
p=0,56

nosicstvi

C 48 (1,000) 70 (0,959)

T 11 (0,229) 19 (0,260)
p=0,69

alelicka frekvence

C 85 (0,885) 124 (0,849)

T 11 (0,115) 22 (0,151)
p=0,42

* U jednoho pacienta s regresi a jednoho paciept@gresi onemoeni se nepodédo

stanovit genotyp.
1040461
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T T T T T T T T
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Obrazek 29: Hmotnostni spektrograf homozygota (@i & u rs1040461RAB23.
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Obrazek 30: Hmotnostni spektrograf heterozygotaapely CT u rs1040461RAB23.
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Obrazek 31: Hmotnostni spektrograf homozygota @ d u rs1040461RAB23.
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Obrazek 32: Diagram zastoupeni genétyps1040461KAB23.
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6 DISKUZE

Diplomova prace byla zatfena na studium kandidatnich gera jejich
polymorfismi asociovanych se sarkoid6ézou a jejich vyuziteln&spredikci vyvoje
onemockni. Studie byla retrospektivni, tedy u paciejgme znali vyvoj onemo&ni
po 2 letech. U &kterych pacient dochazi spontagncéi po I&bé k remisi onemoani,
avSak u 30 % pacieinfe pozorovana progrese onemétin Cilem studie bylo nalézt
genetické markery, které by umoznily zjistit, zégjedna o pacienta s horSi prognozou,
u kterého hrozi riziko progrese. Diky tomu by mdiyt was zahajen nejvhodjsi
zpasob I&by.

Sarkoid6za jefazena mezi polygenni onemeéon coZ znamena, Ze rozvoj
sarkoiddzy je ovlivan pasobenim ¥tSiho pd@tu geri. Poddilo se popsat nejen geny
predisponujici k tomuto onemasri, ale i celoufadu ged modifikujicich toto
onemocgni. Velké mnoZstvi genh které jsou spojeny se sarkoid6zou, byly objeveny
diky celogenomovym asociaim studiim GWAS. Mezi nejn@jsi identifikované geny
asociované se sarkoidézouipaenNOTCHA4(rs 715299) (Adriantet al, 2012) a gen
0OS9 (rs 1050045), ktery kéduje proteosteosarcoma amplified. Iento protein ma
dulezitou roli @ degradaci protein a taky se podili na aktivaci myeloidnich Bkn
(Hofmannet al, 2013).

Z geni, u nichz byla v #véSich publikacich prokazana spojitost se
sarkoid6zou, bylo vybranoép geni a jejich polymorfisnd a ty byly analyzovany.
Analyzovanymi geny a jejich polymorfismy bylyBTNL2 (rs2076530), ANXA11l
(rs1049550)HERC2(rs916977)|L-23R (rs11209026) &AB23(rs1040461).

Ke studiu jsme vyuzili soubor 123 pacigéntu kterych jsme znali vyvoj
onemockni po 2 letech. K regresi doslo u 49 jedink progresi u 74 pacieint Soubor
pacienti je ponegrné maly, jelikoz se jedna o vzacné onem#in

Prvnim studovanym polymorfismem 2076530 v genBTNL2. Rybicki et
al. (2005) prokazali asociaci polymorfismu rs2076%3@enuBTNL2 se sarkoid6zou.
Polymorfismus vede k zam¢ guaninu za adenin, dochazi kecosestihového mista
a tim je syntetizovan jiny protein. Dysfutti BTNL2 naruSuje aktivai drahu T-
lymfocyti. Riziko sarkoid6zy se zvySuje gitomnosti alely A. Pro polymorfismus
rs2076530 nebyly v rdmci testovaného souboru najezsgnifikantni rozdily v

alelickych frekvencich. #tomnost rizikové alely A u pacieits regresi byla 68,8 %.
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Vyskyt této alely u paciefits progresi byl 64,2 %. Z naSich vyslédkyplyva, ze alela
A nema modifikujici dinek na rozvoj onemoeni.

DalSim studovanym polymorfismem byl rs1049550 migA&NXA11l.Asociaci
rs1049550 v genANXAllse sarkoid6zou prokazali Hofmaehal (2008) na souboru
499 remeckych pacierit Na tuto praci navazali Mraze&t al. (2011), kterym se
poddilo prokazat spojitost polymorfismu rs1049550 v g&iNXAllse sarkoid6zou na
souboru 24%eskych pacietit Dale prokazali, Zefftomnost alely T zajiiije ochranu
pied sarkoiddzou. Mira ochrany je zavisla natpalel T v genotypu. ftomna alela T
chrani ped postizenim plicniho parenchymu. Proto jsndekévali asociaci tohoto
polymorfismu s lepSi prognézou. Vyskyt alely T \8am souboru paciehse shoduje s
vysledky Mrazkaet al (2011). U 31,5 % pacieits regresi byla iftomna alela T.
Frekvence této alely u paciérg progresi byla 24,3 %. Mezi podskupinami s preigae
regresi nebyly rozdily ve frekvenci alel.

Dale byl studovan polymorfismus rs916977 v geiiRC2.Fischeret al (2011)
prokazali spojitost polymorfismu rs916977 v gé#liRC2s vnimavosti k sarkoiddze na
souboru 1 996 émeckych pacierit Vyskyt minoritni alely A v naSem soboru pacient
odpovida vyskytu této alely wmecké populaci (Fischet al, 2011). Nebyly nalezeny
rozdily ve frekvenci alel v ramci studovaného saubpacient. V 18,1 % pipadi u
pacienti s regresi bylafitomna alela A. U paciefts progresi byla frekvence této alely
14,6 %. NaSe vysledky nazhgi, Ze ani tento studovany polymorfismus rige byt
vyuzit k predikci vyvoje onemoeni, protoZe alelické ani genotypové frekvence se
neliSily mezi pacienty, u kterych doslo k regregiragresi nemoci.

Studovan byl také polymorfismus11209026 v genu pro IL-23RAsociaci
polymorfismu rs11209026 v genu pro IL-23R s chronickou formoukadozy
prokazali Fischeet al (2011) na amecké populaci. Tento futki polymorfismus vede
k zamené aminokyseliny argininu za glutamitimz je naruSenignos signalu. Vyskyt
vzacné alely A v naSem souboru padieodpovida vyskytu této alely vémecké
populaci (Fischeet al, 2011). U 7,1 % pacieins regresi bylaifitomna vzacna alela A.
Vyskyt této alely byl u paciefits progresi 6,3 %. Mezi podskupinou s regresi grpsd
nebyly nalezeny rozdily v alelickych ani genotypchiyfrekvencich, a tudiz ani tento
marker neni vyuzitelny kipdpowdi vyvoje sarkoidozy.

Poslednim kandidatnim studovanym polymorfismem isll040461 v genu
RAB23.Asociace polymorfismu rs1040461 v geRAB23se sarkoiddzou se padtla
identifikovat autoim Hofmannet al (2011) na 381dmeckych pacientech fffomnost

-52 -



polymorfismu vede ke zém¢ v sekvenci proteinu a dochazi k z&m aminokyseliny
glycinu za serin. Dysfurdnost genuRAB23 mizZze veést k naruSeni antibakterialni
ochrany. V ramci testovaného souboru padiargbyly nelezeny rozdily v alelickych
ani genotypovych frekvencich mezi podskupinou sgmsi a regresi. Frekvence
minoritni alely T u pacierits regresi byla 11,5 %. Frekvence této alely ugpdCis
progresi byla 15,1 %. Hofmaret al (2011) stanovili frekvenci této minoritni alelgn
8 % u pacient némeckého pvodu. Ani tento geneticky marker neni vyuzitelny
k prognozovani paciefnt

Limitaci této studie je relatignmaly soubor paciefit Divodem je fakt, ze
sarkoid6za séadi mezi vzacna onemasri. Navic u vSech pacignzaazenych do
studie musi byt znam vyvoj onemaai po dvou letech. Situaci komplikuje skinest,

Ze u vice nez poloviny paciéntochazi k regresi onemagrn a Ustupu zdravotnich
komplikaci, a proto po dvou letech uz na kontredgto nefichazi. Bude tedy ptgba
ziskané vysledky a¥it na WtSim p@tu pacieni. Dale musime mit naieteli, Ze
sarkoiddza jgazena mezi polygenni onemean, tedy je ovliviena pisobenim wtSiho
poctu geri, ale &inky jednotlivych gefi mohou byt minimalni.

K analyze genotyp byla vyuzita technologie MassArray. Jedna se oonov
techniku, kterd umaiije rychlou a snadnou analyzu. Technika MassAreyhaduje
velké mnoZzstvi DNA, v jedné reakcitire byt analyzovano az 36znych variant DNA,
technika je schopna analyzovat i vicealelické palsfremy, ma Siroké uplatmi
(genotypizace, analyza somatickych mutaci, metylgehové exprese) a jedna se o
techniku, ktera splje poZzadavky na uplatni v klinické diagnostice (Gabriet al,
2009; www. sequenom.cz). DalSi vyuzivané technigpagypizace jsou PCR-RFLP,
PCR-SSP, PCR s detekci v redlnéase nebo microarray techniky (Rt 2000). Tyto
techniky jsou vSak ve srovnani s technologii MasspAtaso¥ a materialov nara@ne,
vyZaduji pouziti ¥tSiho mnoZstvi DNA, neumaagji analyzu ¥tSiho pd@tu variant
DNA a jsou schopny analyzovat pouze bialelické payfismy.

V ramci testovaného souboru pacitesé sarkoiddzou, u kterych byl znam vyvoj
onemockni po dvou letech, se nepdia objevit zadné genetické markery, které by
mohly byt vyuzity k predikci vyvoje onemoéni a identifikaci pacierit u kterych
dochézi k progresi onemasni.
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7 ZAVER

V teoretickécésti diplomové prace byly s pomoci dostupnychditeich zdraj
shrnuty poznatky tykajici se sarkoid6zy, polymaniisasociovanych se sarkoid6zou a
technik genotypizace.

V ramci praktické¢asti diplomové prace bylo testovandt ppolymorfismi
asociovanych se sarkoid6zou. Cilem bylo nalézt tigkéemarkery, které by umoznily
predpowdét pribéh sarkoiddzy, a tak i identifikovat pacienty s pegj onemoacini. U
téchto pacient by tak mohl byt ¥as zahajen nejvhodjsi zpisob I€by. K testovani
byla vyuZita DNA izolovana z periferni krve paci@&nSoubor paciefitbyl tvoren ze
123 jedind, u kterych byl znam vyvoj onemaog&m po dvou letech (regrese/progrese).
Regrese (spontanni nebo po® byla pozorovana u 49 jeditncK progresi (zhorSeni)
onemocgni kEhem 2 let sledovani doSlo u 74 pacient

Jednotlivé genotypy byly analyzovany s vyuzitinchteky MassArray. Mezi
vyhody této technologie pét rychla a pesna analyza, Siroké vyuZiti (genotypizace,
analyza somatickych mutaci, metylaci, genové expre®bustni metoda - spije
pozadavky na upladni v klinické diagnostice.

Prvnim analyzovanym polymorfismem byl rs207653AwgBTNL2. Pfitomnost
rizikové alely A u pacierit s regresi byla 68,8 %. Vyskyt této alely u pattien
progresi byl 64,2 %. Dale to byl polymorfismus 42850 gentANXA11.U 31,5 %
pacienti s regresi bylaiftomna alela T. Frekvence této alely u padienprogresi byla
24,3 %. U polymorfismu rs916977 geRlERC2byla minoritni alela A fitomna v 18,1
% pripadi u pacieni s regresi. U pacieints progresi byla frekvence této alely 14,6 %.
DalSim studovanym polymorfismem hbyl11209026 v genu pro IL-23R. Vyskyt vzacné
alely A byl 7,1 % u pacieits regresi a 6,3 % u paciéns progresi. Poslednim
studovanym polymorfismem byl rs1040461 g&AB23 Frekvence minoritni alely T u
pacienti s regresi byla 11,5 %, u paciést progresi byla 15,1 %ezi podskupinami s
progresi a regresi se netittanalézt signifikantni rozdily v alelickych frekncich ani u
jednoho z testovanych polymorfism

V ramci testovaného souboru paciersie sarkoid6zou se nepditia objevit
Zadné genetické markery, které by mohly byt vyukiidentifikaci pacient s progresi

onemocgni.

-54 -



8 SEZNAM ZKRATEK

APC
BAL
BHL

C

CRP
CCL5
CXCR3
CXCR6
DNA
EDTA

G

HRCT
IL-12
IL-18
INF-y
TNF-o
LINEs
MALDI
MHC
PCR
PCR-RFLP
PCR-SSO
PCR-SSP
GWAS
SINEs
SNP

T

TOF

adenin

antigen prezentujici tky

bronchoalveolarni lavaz

bilateralni hilova lymfadenopatie

cytosin

C-reaktivni protein

chemokin (C-C motiv) ligand 5

chemokin (C-X-C motiv) receptor 3
chemokin (C-X-C motiv) receptor 6

deoxyribonukleova kyselina

thylendiamintetraacetat

guanin

vyp@etni tomografie s vysokou rozliSovaci schopnosti

cytokin, interleukin 12

cytokin, interleukin 18

cytokin, interferon gamma

cytokin, tumor nekrotizujici faktor

dlouhé rozptylené jaderné elementy
matrix assisted laser desorption ionisation

hlavni histokompatibilni komplex
polymerdzovietzova reakce
polymorfismus délky restikich fragment
PCR se sekvwen specifickymi oligonukleotidy
PCR se sekvatspecifickymi primery

genome-wide association studies

kratké rozptylené jaderné elementy
jednonukleotidovy polymorfismus

tymin

time of flight
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