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Souhrn 

Sarkoidóza j e autoimunitní onemocnění postihující primárně plíce, a l e i široké 

s p e k t r u m dalších orgánů. U větší části pacientů j e přítomna její mírnější f o r m a , může však 

dojít i k p r o g r e s i onemocnění a v z n i k u plicní fibrózy. Včasné odhalení této s k u p i n y pacientů, 

či n a o p a k i d e n t i f i k a c e pacientů, u kterých nasazení léčby není potřeba, b y m o h l o vést 

k lepšímu m a n a g e m e n t u onemocnění. E t i o l o g i e sarkoidózy stále není z c e l a objasněná. V e l m i 

p o d s t a t n o u úlohu v ní ovšem mají především g e n y imunitního systému. T a t o práce b y l a 

zaměřená n a t y p i z a c i H L A v a r i a n t a jednonukleotidových polymorfismů v g e n e c h spojených 

především s imunitním systémem. Sarkoidóza, j a k z předešlých studií vyplývá, j e v e l m i 

heterogenní onemocnění a j e h o výskyt, a l e i p r o j e v y závisí n a etnickém původu pacientů. 

B y l y analyzovány dvě středoevropské p o p u l a c e - česká a polská, dále p a k řecká p o p u l a c e 

a korejská p o p u l a c e . V a r i a b i l i t a H L A lokusů b y l a studována i v e zdravé chorvatské p o p u l a c i . 

Analýza H L A lokusů b y l a p r o v e d e n a pomocí N G S t y p i z a c e s vysokým rozlišením 

n a 4 p o l e . Jednonukleotidové p o l y m o r f i s m y b y l y identifikovány pomocí m e t o d y M a s s A r r a y , 

která j e založená n a prodloužení o j e d n u bázi a následnou analýzu M A L D I - T O F . 

V této práci b y l y replikovány výsledky předchozích studií, a l e i o b j e v e n y nové 

p o l y m o r f i s m y a H L A v a r i a n t y asociované se v z n i k e m , či průběhem sarkoidózy. B y l a 

prokázána také s p o j i t o s t etnického původu s výskytem H L A v a r i a n t a polymorfismů v daných 

populacích. V e středoevropských populacích b y l a významná s p o j i t o s t polymorfismů spjatých 

s M H C oblastí s příznivější prognózou sarkoidózy. U řecké a české p o p u l a c e b y l a p o t v r z e n a 

s p o j i t o s t polymorfismů v g e n u ANXA11 j a k o protektivního p r o v z n i k sarkoidózy. V řecké 

p o p u l a c i , a především p a k v p o p u l a c i korejské, b y l n a o p a k znatelný silný v l i v polymorfismů 

v g e n u TGF-P n a v z n i k a průběh sarkoidózy. 

B y l a popsána d i v e r z i t a H L A v a r i a n t u východních Chorvatů, která p o u k a z u j e 

n a charakteristické d e t a i l y a l e l a haplotypů, které odpovídají složité populační h i s t o r i i 

studované s k u p i n y Chorvatů a této geografické o b l a s t i . Analýzou H L A lokusů b y l y v české 

p o p u l a c i identifikovány j a k o rizikové p r o v z n i k sarkoidózy v a r i a n t y H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 , 

H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 4 a D R B 1 * 1 1 : 0 1 . S příznivou prognózou b y l y spojené v a r i a n t y , které j s o u 

součástí 8 . 1 ancestrálního haplotypů. S e závažnějším průběhem b y l y asociovány v a r i a n t y 

H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 3 , D R B 1 * 1 4 : 5 4 a H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 4 . 

V korejské p o p u l a c i b y l y s rizikem sarkoidózy asociované v a r i a n t y H L A - C * 0 3 : 0 4 , 

H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 a H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 . N a o p a k s příznivější prognózou b y l y u korejské 

p o p u l a c e s p o j e n y v a r i a n t y H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 či H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 . 



Summary 

S a r c o i d o s i s i s a n a u t o i m m u n e d i s e a s e p r i m a r i l y a f f e c t i n g t h e l u n g s b u t a l s o a w i d e 

r a n g e o f o t h e r o r g a n s . A m i l d e r f o r m o f s a r c o i d o s i s i s p r e s e n t i n m o s t p a t i e n t s , 

b u t t h e p r o g r e s s i o n o f t h e d i s e a s e a n d p u l m o n a r y f i b r o s i s c a n a l s o o c c u r . E a r l y d e t e c t i o n 

o f t h i s g r o u p o f p a t i e n t s o r , c o n v e r s e l y , i d e n t i f i c a t i o n o f p a t i e n t s i n w h o m t r e a t m e n t i s n o t 

n e e d e d c o u l d l e a d t o b e t t e r d i s e a s e m a n a g e m e n t . T h e e t i o l o g y o f s a r c o i d o s i s i s s t i l l n o t f u l l y 

u n d e r s t o o d , b u t i m m u n e s y s t e m g e n e s p l a y a c r u c i a l r o l e . I n t h i s s t u d y , w e f o c u s e d o n H L A 

v a r i a n t t y p i n g a n d s i n g l e n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m t y p i n g i n g e n e s m a i n l y a s s o c i a t e d 

w i t h t h e i m m u n e s y s t e m . A s p r e v i o u s s t u d i e s h a v e s h o w n , s a r c o i d o s i s i s h e t e r o g e n e o u s ; 

i t s i n c i d e n c e a n d m a n i f e s t a t i o n s d e p e n d o n e t h n i c i t y . W e a n a l y z e d t w o C e n t r a l E u r o p e a n 

p o p u l a t i o n s - C z e c h a n d P o l i s h , a n d t h e G r e e k a n d K o r e a n p o p u l a t i o n s . W e a l s o s t u d i e d 

t h e v a r i a t i o n o f H L A l o c i i n t h e h e a l t h y C r o a t i a n p o p u l a t i o n . 

H L A l o c u s t y p i n g w a s p e r f o r m e d u s i n g h i g h - r e s o l u t i o n N G S t y p i n g o n 4 f i e l d s . S i n g l e 

n u c l e o t i d e p o l y m o r p h i s m s w e r e i d e n t i f i e d u s i n g t h e MassArray m e t h o d b a s e d o n s i n g l e b a s e 

e x t e n s i o n f o l l o w e d b y M A L D I - T O F a n a l y s i s . 

I n t h i s w o r k , w e r e p l i c a t e d t h e r e s u l t s o f p r e v i o u s s t u d i e s a n d d i s c o v e r e d n e w 

p o l y m o r p h i s m s a n d H L A v a r i a n t s a s s o c i a t e d w i t h t h e o n s e t o r c o u r s e o f s a r c o i d o s i s . W e a l s o 

d e m o n s t r a t e d t h e i m p o r t a n c e o f e t h n i c i n f l u e n c e s o n t h e p r e v a l e n c e o f H L A v a r i a n t s 

a n d p o l y m o r p h i s m s i n t h e p o p u l a t i o n s . I n C e n t r a l E u r o p e a n p o p u l a t i o n s , p o l y m o r p h i s m s 

a s s o c i a t e d w i t h t h e M H C r e g i o n w e r e s i g n i f i c a n t l y a s s o c i a t e d w i t h a m o r e f a v o r a b l e 

p r o g n o s i s o f s a r c o i d o s i s . I n t h e G r e e k a n d C z e c h p o p u l a t i o n s , w e c o n f i r m e d t h e p r o t e c t i v e 

a s s o c i a t i o n o f p o l y m o r p h i s m s i n t h e A N X A 1 1 . I n c o n t r a s t , i n t h e G r e e k p o p u l a t i o n 

a n d t h e K o r e a n p o p u l a t i o n , p o l y m o r p h i s m s i n t h e T G F - P g e n e s t r o n g l y i n f l u e n c e d 

t h e d e v e l o p m e n t a n d p r o g r e s s i o n o f s a r c o i d o s i s . 

H L A d i v e r s i t y i n e a s t e r n C r o a t s w a s d e s c r i b e d , w h i c h s h o w s c h a r a c t e r i s t i c d e t a i l s 
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H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 , H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 4 , a n d D R B 1 * 1 1 : 0 1 as r i s k l o c i f o r s a r c o i d o s i s 
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1 Úvod 
Intersticiální onemocnění j s o u s k u p i n o u onemocnění c h a r a k t e r i s t i c k o u zánětlivými 

a fibrotickými změnami i n t e r s t i c i a n e b o interalveolárních s e p t p l i c , které mají z a následek 

n e p o d d a j n o s t p l i c . D o této s k u p i n y onemocnění řadíme i sarkoidózu. 

1.1 Sarkoidóza 
Sarkoidóza j e známá již přes s t o l e t . První případ sarkoidózy b y l zaznamenán v r o c e 

1 8 7 7 v Londýně ( J a i n et al, 2 0 2 0 ) . 

D l e mezinárodní k l a s i f i k a c e nemocí řadíme sarkoidózu m e z i p o r u c h y m e c h a n i s m u 

i m u n i t y . Rozdělujeme j i dále d l e místa postižení n a sarkoidózu p l i c , mízních u z l i n , kůže 

a dalších, případně kombinovaných lokalizací. 

Jedná se o onemocnění v e l m i s y m p t o m a t i c k y rozmanité, a p r o t o j s o u j e h o příčiny 

i e t i o l o g i e stále předmětem výzkumu ( V a l e y r e et al, 2 0 1 4 ) . Onemocnění p o s t i h u j e především 

plíce. Téměř p o l o v i n a pacientů nemá žádné příznaky, u některých ovšem může onemocnění 

vyústit až v selhávání orgánů způsobené fibrózou a pulmonální hypertenzí ( S t a r s h i n o v a et al, 

2 0 2 0 ) . 

Stěžejním p r v k e m v d i a g n o s t i c e sarkoidózy j e přítomnost nekaseifikujícího g r a n u l o m u . 

K j e h o tvorbě dochází především v plicích a lymfatických uzlinách, a l e také n a kůži 

a v játrech. K tvorbě granulomů dochází agregací hypertrofovaných makrofágů ( V a l e y r e 

et al, 2 0 1 4 ) . Neznámý antigén j e zpracován aktivovanými makrofágy a podněcuje imunitní 

odpověď r e g u l o v a n o u T - l y m f o c y t y a makrofágy. T o t o zapříčiňuje uvolnění cytokinů, 

chemokinů a dalších mediátorů, které se dále podílejí n a p r o g r e s i sarkoidózy. 

1.2 Epidemiologie 
Sarkoidóza j e rozšířená celosvětově, a l e četnost jejího výskytu j e odlišná m e z i 

jednotlivými s k u p i n a m i v závislosti n a r a s e , r e g i o n u , a l e i věku a pohlaví ( J e o n et al, 2 0 2 0 ) . 

N e j vyšší i n c i d e n c i t o h o t o onemocnění, což j e počet nových případů onemocnění z a r o k , 

p o z o r u j e m e u Afroameričanů ( 1 7 . 8 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l ) a v severní Evropě 

(Švédsko 1 1 . 5 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l ) ( A r k e m a et C o z i e r , 2 0 2 0 ; Y o o n et al, 2 0 1 8 ) . 

T a t o práce b y l a zaměřena n a p o p u l a c i Česka, P o l s k a , Řecka a Jižní K o r e j e . 

V české p o p u l a c i j e i n c i d e n c e sarkoidózy 4 . 4 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l ( A r k e m a 

et C o z i e r , 2 0 2 0 ) a p r e v a l e n c e sarkoidózy j e 6 3 . 1 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l ( K o l e k et al, 

1 9 9 4 ) . Nejvíce zasaženy j s o u u českých pacientů, m i m o p l i c , periferní lymfatické u z l i n y , 

v y s k y t u j e se h y p e r k a l c i u r i e , zasažení kůže, j a t e r , kostí, s l e z i n y a očí (Zurková et al, 2 0 1 4 ) . 

4 



P o d l e studií provedených n a polské p o p u l a c i se i n c i d e n c e sarkoidózy p o h y b u j e m e z i 

4 - 7 . 5 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l . Sarkoidóza j e z d e více rozšířená u mužů, které v průměru 

p o s t i h u j e v nižším věku než ženy. Věk jedinců hospitalizovaných se sarkoidózou v posledních 

l e t e c h stoupá. Podíl žen m e z i p a c i e n t y se sarkoidózou n a o p a k klesá. M i m o plíce ( 3 2 . 1 % 

případů) j e v této p o p u l a c i časté především postižení lymfatických u z l i n ( 1 8 % případů), 

k o m b i n a c e postižení p l i c se zasažením lymfatických u z l i n ( 2 5 . 8 % případů), případně 

zasažení kůže ( 1 . 4 % případů) ( B o g d a n e t et al, 2 0 1 9 ; K o w a l s k a et al, 2 0 1 4 ) . 

V Řecku patří sarkoidóza m e z i n e j rozšířenější onemocnění z e s k u p i n y intersticiálních 

plicních onemocnění. Její i n c i d e n c e j e z d e 1.2 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l , p r e v a l e n c e 

5 . 7 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l ( O b r . 1 ) ( K a r a k a t s a n i et al, 2 0 0 9 ; H i l b e r g et al, 2 0 2 2 ) . 

V A s i i j e obecně pozorována nižší i n c i d e n c e sarkoidózy. Například v J a p o n s k u 

j e t o 1 případ n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l ( p r e v a l e n c e 3 . 7 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l ) 

( A r k e m a et C o z i e r , 2 0 2 0 ) . 

V Jižní K o r e j i , i n c i d e n c e sarkoidózy v posledních l e t e c h vzrůstá. V r o c e 2 0 0 9 b y l a 

i n c i d e n c e 0 . 8 5 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l a v r o c e 2 0 1 5 v z r o s t l a i n c i d e n c e n a h o d n o t u 

0 . 9 7 případů n a 1 0 0 0 0 0 o b y v a t e l . Částečně j e výše uvedené způsobeno zlepšením 

diagnostických postupů ( K i m et al, 2 0 2 1 ; Y o o n et al, 2 0 1 8 ) . M e z i diagnostikovanými l e h c e 

převládají ženy. T y ovšem mají o něco vyšší míru přežití než muži. Nejvíce zasaženým 

orgánem j s o u i v této p o p u l a c i plíce, následované postižením kůže, očí a mimoplicních 

lymfatických u z l i n . Zasaženo bývá i s r d c e a nervový systém ( K i m et al, 2 0 2 1 ; J e o n et al, 

2 0 2 0 ) . Z h r u b a j e d n a třetina pacientů trpí hyperkalcemií n e b o hyperkalciurií ( K i m et al, 

2 0 2 1 ) . 

Vysoká m o r t a l i t a b y l a u postižených sarkoidózou zaznamenána především 

u mladistvých d o 1 9 l e t věku. U mladých dospělých j e p a k m o r t a l i t a poměrně nízká a stoupá 

přímo úměrně s věkem. N e j rizikovějším f a k t o r e m p r o m o r t a l i t u u t o h o t o onemocnění 

j e zasažení s r d c e ( J e o n et al, 2 0 2 0 ) . 
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Obrázek 1: Prevalence sarkoidózy v jednotlivých zemích podle hlavních epidemiologických 
studií z let 1958- 2017 (převzato z Brito- Zerón et al, (2019)) 

1.3 Etiologie sarkoidózy 
Příčina v z n i k u sarkoidózy není stále z c e l a známá. E x i s t u j e několik příčin, které 

při k o e x i s t e n c i s rizikovými f a k t o r y m o h o u vést k e v z n i k u t o h o t o onemocnění ( S e v e et al, 

2 0 2 1 ) . 

N e e x i s t u j e důkaz, že b y sarkoidóza b y l a infekčním onemocněním. Jedná se spíše 

o nepřiměřenou r e a k c i imunitního systému při rozpoznání molekulárních s t r u k t u r typických 

p r o p o v r c h patogenních buněk ( P A M P - pathogen-associated molecular patterns), mrtvých 

a částečně degradovaných mykobakterií a propionibakterií. Sarkoidózu m o h o u spouštět i další 

organické a anorganické látky ( V a l e y r e et al, 2 0 1 4 ) . 

V s o u v i s l o s t i se v z n i k e m sarkoidózy se uvažuje také o infekčních a g e n s , j a k o j s o u 

m y k o b a k t e r i e , protože v z n i k granulomů j e hlavní imunitní odpovědí n a t y t o a g e n s . Hlavním 

kandidátem n a původce infekcí-indukované sarkoidózy j e Mycobacterium tuberculosis. 

V s o u v i s l o s t i s e sarkoidózou b y l y identifikovány další infekční a g e n s , f u n g i n e b o také b o r e l l i e 

či Propionibacterium acnes ( J a i n et al, 2 0 2 0 , J u d s o n , 2 0 2 0 ) . 

D o p o s u d n e b y l identifikován žádný a u t o a n t i g e n p r o sarkoidózu, přestože v jejím 

průběhu dochází k p r e z e n t a c i a u t o a n t i g e n u m o l e k u l a m i H L A I I . třídy receptorům 

T-lymfocytů. M e z i kandidáty n a t u t o p o z i c i patří v i m e n t i n . Jedná se o p e p t i d přítomný 

v pojivové tkáni, který se účastní mezibuněčných interakcí a ovlivňuje f u n k c i imunitního 
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systému. V i m e n t i n má v l i v například n a v z n i k revmatoidní artritídy a m o h l b y se podílet 

i n a v z n i k u sarkoidózy ( S t a r s h i n o v a et al, 2 0 2 0 ; J a i n et al, 2 0 2 0 ) . 

M n o h o studií uvádí, že genetické f a k t o r y b y m o h l y mít zásadní v l i v n a v z n i k a p r o g r e s i 

sarkoidózy. V e s p o j i t o s t i se sarkoidózou b y l o identifikováno několik lokusů genů například 

BTNL2, ANXA11, IL23R, IL12B, TAP2, TNFa n e b o RAB23 či l o k u s y p r o H L A ( F i s c h e r et al, 

2 0 1 5 ) . T o u t o p r o b l e m a t i k o u se zabývaly i celogenomové s t u d i e , které p o t v r d i l y s p o j i t o s t HLA 

i n o n - H L A genů ( g e n y zapojené v apoptóze, r e g u l a c i imunitní odpovědi a a k t i v a c i 

T-lymfocytů) se v z n i k e m sarkoidózy ( S c h u r m a n n et al, 2 0 0 1 ; J u d s o n , 2 0 2 0 ) . 

Výskyt sarkoidózy v rodinné anamnéze zvyšuje pětkrát více riziko v z n i k u m e z i 

s o u r o z e n c i nemocného. U dvojčat j e t o t o číslo ještě vyšší ( R y b i c k i et al, 2 0 0 1 ; J a i n et al, 

2 0 2 0 ) . 

V neposlední řadě mají velký v l i v n a v z n i k a r o z v o j sarkoidózy i environmentálni 

f a k t o r y . Riziková j e i n h a l a c e bioaerosolů (např. borovicový p y l ) , které j s o u n e j aktivnější 

především v jarním období. U anorganických látek j e riziková e x p o z i c e o x i d u křemičitému 

a jiným prachům z kovů. M e z i rizikové f a k t o r y patří některá povolání, k d y dochází k e x p o z i c i 

specifickým látkám. Zařazujeme m e z i ně zemědělské p r o f e s e (vystavení se pylům, p r a c h u 

či pesticidům) n e b o dělnické p r o f e s e v továrnách (vystavení se kovovým prachům, 

minerálním vláknům) ( J a i n et al, 2 0 2 0 , J u d s o n , 2 0 2 0 ; A r k e m a et C o z i e r , 2 0 2 0 ) . 

M e z i další rizikové f a k t o r y , především p r o závažnější průběh sarkoidózy, řadíme 

etnický původ. 

U Afroameričanů j e vysoká i n c i d e n c e a p r e v a l e n c e sarkoidózy, což p o u k a z u j e 

n a v r o z e n o u g e n e t i c k o u p r e d i s p o z i c i ( H e n a , 2 0 2 0 ) . Úmrtnost pacientů se sarkoidózou 

j e v afroamerické p o p u l a c i v e l m i vysoká a v e srovnání s bělošskými p a c i e n t y umírají v nižším 

věku ( M i r s a e i d i et al, 2 0 1 5 ) . U afroamerické p o p u l a c e j e také vyšší náchylnost 

k mimoplicnímu postižení. Sarkoidóza v této p o p u l a c i nejčastěji p o s t i h u j e kůži ( s výjimkou 

výskytu nodózního erytému), kostní dřeň, játra, extrathorakální lymfatické u z l i n y a oči ( H e n a , 

2 0 2 0 ) . Genetické p r e d i s p o z i c e se v afroamerické p o p u l a c i projevují především v o b l a s t i 

kódující H L A n a c h r o m o z o m u 6 . N e j silnější a s o c i a c e u HLA-DRB1 j s o u populačně 

specifické. U Afroameričanů se p r o j e v u j e především v a r i a n t a D R B 1 * 0 3 : 0 2 a D Q B 1 * 0 6 : 0 2 

spojená j a k s vyšším r i z i k e m v z n i k u , t a k progresí sarkoidózy ( H e n a , 2 0 2 0 ; v a n M o o r s e l et al, 

2 0 2 2 ) . S predispozicí k sarkoidóze u afroamerické p o p u l a c e j e také spojená o b l a s t 5 q l 1.2 

( H e n a , 2 0 2 0 ) . 

N a o p a k u bělošské p o p u l a c e se častěji v y s k y t u j e p o r u c h a m e t a b o l i s m u vápníku. 

Konkrétně v evropské p o p u l a c i j e také vyšší výskyt nodózního erytému ( H e n a , 2 0 2 0 ; 
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M o r i m o t o et al, 2 0 0 8 ) . A l e l a H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 se častěji v y s k y t u j e v populacích 

evropského původu, n a o p a k v populacích afrického a asijského původu se většinou 

n e v y s k y t u j e ( v a n M o o r s e l et al, 2 0 2 2 ) . 

U studií s thajskými p a c i e n t y se sarkoidózou b y l a velká převaha postižených žen. 

P r o j e v o v a l o se t o i vysokým výskytem u v e i t i d y v této p o p u l a c i (téměř 4 0 % ) , přičemž mužské 

pohlaví j e významným ochranným f a k t o r e m při v z n i k u u v e i t i d y ( T r i p i p i t s i r i w a t et al, 2 0 2 0 ) . 

Dvě nedávné s t u d i e z Cíny z j i s t i l y p r e v a l e n c i u v e i t i d y p o u z e necelých 6 %. Vysoký podíl 

očního postižení u pacientů se sarkoidózou b y l také v Japonské p o p u l a c i ( 3 0 . 9 % ) 

( M o r i m o t o et al, 2 0 0 8 ) . 

U japonských pacientů se také s v y s o k o u četností o b j e v o v a l y srdeční sarkoidózní 

g r a n u l o m y . Průběh srdeční sarkoidózy j e variabilní a p o h y b u j e se o d benigních arytmií n e b o 

srdeční blokády vysokého stupně až p o náhlou s m r t . Úmrtnost související se srdeční 

sarkoidózou b y l a zjištěna u 4 6 . 9 % ( M o r i m o t o et al, 2 0 0 8 ) . 

M e z i rizikové f a k t o r y patří i věk n a d 4 0 l e t a k o e x i s t e n c e dalšího onemocnění například 

lupus perio n e b o chronická u v e i t i d a . Rizikovými f a k t o r y j s o u i kouření či o b e z i t a 

( A r k e m a et C o z i e r , 2 0 1 8 ) . 

1.4 Léčba 
Lék n a sarkoidózu j a k o t a k o v o u , který b y t o t o onemocnění z c e l a vyléčil, n e e x i s t u j e . 

V současné době používané léky ovlivňují granulomatózní p r o c e s a j e h o klinické p r o j e v y . 

Převážná část pacientů se sarkoidózou nepotřebuje léčbu a j e j e n dlouhodobě sledována 

p r o p r e v e n c i případného zhoršení s t a v u . Sarkoidóza často míří k e spontánní r e g r e s i b e z t o h o , 

a b y zapříčinila jakékoliv trvalé poškození zasažených orgánů ( J a i n et al, 2 0 2 0 ; U n g p r a s e r t 

et al, 2 0 1 9 ) . 

K nasazení t e r a p i e v e d o u tři hlavní důvody, a t o r i z i k o závažné d y s f u n k c e n e b o 

kritického orgánového postižení, r i z i k o úmrtí a přítomnost symptomů závažně zhoršujících 

k v a l i t u života ( V a l e y r e et al, 2 0 1 4 ) . 

Léky první v o l b y při léčbě sarkoidózy j s o u k o r t i k o s t e r o i d y , především P r e d n i s o l o n . 

K o r t i k o s t e r o i d y ovšem mají velké množství nežádoucích účinků. U většiny pacientů j e navíc 

n u t n o s t dlouhodobého užívání. P o j e j i c h vysazení či snížení dávky d o j d e až u 3 0 % pacientů 

k r e l a p s u onemocnění. K o r t i k o s t e r o i d y v inhalační formě se podávají především u symptomů 

podobným a s t m a t u a n a zmírnění kašle ( U n g p r a s e r t et al, 2 0 1 9 ; R a h a g h i et al, 2 0 2 0 ) . R o l e 

kortikosteroidů v léčbě chronické plicní sarkoidózy zůstává stále kontroverzní. 
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Dalším používaným léčivem j s o u c y t o s t a t i k a a imunomodulátory. T y t o se nasazují 

při špatné odpovědi n a léčbu k o r t i k o s t e r o i d y n e b o při n u t n o s t i dlouhodobého užívání 

kortikosteroidů, k d y dochází k r i z i k u steroidní t o x i c i t y . Nejčastěji j s o u v této skupině užívané 

h y d r o c h l o r o q u i n e , a z a t h i o p r i n e , m e t h o t r e x a t či m y c o p h e n o l a t e m o f e t i l ( R a h a g h i et al, 2 0 2 0 ; 

J a i n et al, 2 0 2 0 ; U n g p r a s e r t et al, 2 0 1 9 ) . 

Třetí možností p r o t y , k d o nereagují n e b o z nějakého důvodu n e s n e s o u g l u k o k o r t i k o i d y 

a c y t o s t a t i k a , j s o u monoklonální protilátky p r o t i cytokinům. Nejčastěji používané j s o u 

i n h i b i t o r y T N F - a , například I n f l i x i m a b či T h a l i d o m i d ( U n g p r a s e r t et al, 2 0 1 9 ; J a i n et al, 

2 0 2 0 ) . 

Při léčbě sarkoidózy se m o h o u používat i a n t i m a l a r i k a či antimikrobiální léky zvláště 

u postižení kůže n e b o gastrointestinálního t r a k t u . Při vyčerpání všech léčebných možností 

přichází v úvahu i t r a n s p l a n t a c e ( V a l e y r e et al, 2 0 1 4 ) . 

1.5 Patofyziologie sarkoidózy 

Charakteristickým z n a k e m sarkoidózy j e vývoj a a k u m u l a c e granulomů, které j s o u 

umístěny podél lymfatických c e s t ( I a n n u z z i et al, 2 0 0 7 ) . G r a n u l o m se skládá z jádra 

tvořeného aktivovanými a v y s o c e diferencovanými mononukleárními f a g o c y t y (epiteloidními 

buňkami a L a n g e r h a s o v y m i buňkami). Charakteristická j e i přítomnost inkluzí, například 

S c h a u m a n o v y i n k l u z e ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . V centrální části g r a n u l o m u se nacházejí 

C D 4 + T - l y m f o c y t y . V periferní části j e g r a n u l o m o b k l o p e n C D 8 + T - l y m f o c y t y , regulačními 

T - l y m f o c y t y , B - l y m f o c y t y a f i b r o b l a s t y ( P o l v e r i n o et al, 2 0 2 0 ; D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . 

První fáze imunitní odpovědi n a přítomnost neznámého antigénu j e výsledkem působení 

genetických, epigenetických a environmentálni c h faktorů v e spolupráci s v l i v y vnějšího 

prostředí. J e d i n e c se specifickým genetickým základem má t e n d e n c e k dysfunkční imunitní 

odpovědi a k e tvorbě výše zmíněných granulomů ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . 

Neznámý antigén také a k t i v u j e dendritické buňky a alveolárni makrofágy 

( P o l v e r i n o et al, 2 0 2 0 ) . Při k o n t a k t u s buňkou má neznámý antigén s c h o p n o s t i n t e r a g o v a t 

s buněčnými transmembránovými Tool-like r e c e p t o r y ( T L R 2 , T L R 4 ) a NOD-like r e c e p t o r y 

( N L R ) , což v e d e k a k t i v a c i transkripčního f a k t o r u Nuclear Factor-Kappa B ( N F k B ) . T y t o 

transmembránové r e c e p t o r y mají klíčovou r o l i v nespecifické imunitní odpovědi. 

Rozpoznávají konzervované s t r u k t u r y m o l e k u l pocházejících z mikrobů a poškozených buněk 

( T a r a s i d i s et A r c e , 2 0 2 0 ) . 

Při e x p o z i c i neznámému antigénu dochází k e s t i m u l a c i transkripčních faktorů 

a následné p r o d u k c i cytokinů, e x p r e s i chemokinových r e c e p t o r u a chemokinů ( O b r . 2 ) . 
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Imunitní odpověď poté buď e l i m i n u j e spouštěcí antigén a d o j d e k ukončení imunitní 

odpovědi, n e b o antigén přetrvá a následuje formování g r a n u l o m u ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . 

T e n t o p r o c e s také přiláká buňky specifické imunitní odpovědi 

C D 4 + a C D 8 + T - l y m f o c y t y d o místa zasažení ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . Nejtypičtějším 

imunologickým nálezem v tekutině z bronchoalveolární laváže ( B A L ) pacientů 

se sarkoidózou j e převaha C D 4 + T-lymfocytů, p r o t o j e u n i c h zvýšený poměr 

C D 4 + / C D 8 + T-lymfocytů ( S h e n et al, 2 0 1 6 ) . 

C D 4 + T 4 y m f o c y t y se účastní t v o r b y granulomů, náboru monocytů/granulocytů 

a k o m u n i k a c e s B 4 y m f o c y t y , což v e d e k tvorbě protilátek. 

Hlavní r y s e m akutního onemocnění j e zánětlivý p r o c e s řízený Thl/Thl7/regulačními 

T 4 y m f o c y t y ( T r e g s ) , n a němž se podílejí makrofágy j a k o antigén prezentující buňky i j a k o 

klíčové e f e k t o r y ( P o l v e r i n o et al, 2 0 2 0 ) . 

Ukázalo se, že h l a d i n a I F N - y u sarkoidózy j e značně zvýšená, což u k a z u j e n a primární 

T h l odpověď ( K a t c h a r et al, 2 0 0 3 ) . Infikované makrofágy interagují s T - l y m f o c y t y pomocí 

M H C I I a zároveň i produkují I L - 1 2 . Obě t y t o skutečnosti stimulují i n d u k c i d i f e r e n c i a c e 

C D 4 + T-lymfocytů směrem k T h l lymfocytům. T h l l y m f o c y t y amplifikují lokální imunitní 

odpověď ( I a n n u z z i et al, 2 0 0 7 ) . T h l l y m f o c y t y stimulují přeměnu makrofágů n a aktivované 

makrofágy a produkují T N F - a , I L - 2 a I F N - y , které tvoří o b r a n y s c h o p n o s t p r o t i 

mikroorganismům ( T a r a s i d i s et A r c e , 2 0 2 0 ) . Předpokládá se, že zmíněné cytokinové prostředí 

s t i m u l u j e a k t i v a c i klasických prozánětlivých makrofágů ( M l ) ( W o j t a n et al, 2 0 1 6 ) . 

Alveolárni makrofágy j s o u s p o l u s plicními T - l y m f o c y t y hlavním z d r o j e m i n t e r f e r o n u 

g a m a ( I F N - y ) . Předpokládá se, že r o l e I F N - y spočívá v i n h i b i c i apoptózy makrofágů 

prostřednictvím e x p r e s e i n h i b i t o r u p21/Waflcyklin-dependentní kinázy, jejíž zvýšená a k t i v i t a 

b y l a pozorována u sarkoidních granulomů ( Z h o u et A r c e , 2 0 2 0 ) . I F N - y také a k t i v u j e J a n u s 

kinázu a tím J A K - S T A T dráhu ( C a l e n d e r et al, 2 0 2 0 ; D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . D i f e r e n c i a c e 

n a T h l 7 l y m f o c y t y j e indukována T G F - | 3 a I L - 6 , který j e produkován především 

mononukleárními f a g o c y t y . Buňky T h l 7 exprimují prozánětlivé I L - 1 7 , I L - 2 1 , I L - 2 2 , které 

mají klíčovou r o l i v plasticitě t v o r b y a udržování g r a n u l o m u ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . Předpokládá 

se, že k přetrvávajícím granulomatózním reakcím u sarkoidózy přispívá n e s c h o p n o s t 

imunitních regulačních mechanismů o m e z i t trvání zánětu T h l - T h l 7 . 

U chronického onemocnění v l i v e m I L - 1 2 a I L - 1 8 (produkovaného mononukleárními 

f a g o c y t y a indukujícího p r o d u k c i I F N - y ) dochází k nižší a k t i v a c i alveolárni c h makrofágů. 

A k t i v a c e T h l j e neúplná kvůli nedostatečným hladinám I L - 1 2 a I L - 1 8 ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . 
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Během formování g r a n u l o m u může v l i v e m zvýšené p r o d u k c e makrofágových 

fibrogenních cytokinů (např. T G F - | 3 ) docházet k p o s u n u d i f e r e n c i a c e k T h 2 lymfocytům, 

které produkují protizánětlivé c y t o k i n y I L - 4 , - 1 0 , - 1 3 . T o t o má klíčovou úlohu při v z n i k u 

fibrózy. I L - 1 3 p o d p o r u j e v z n i k makrofágů ( M 2 ) . T y diferencují v epiteloidní buňky a antigén 

prezentující buňky ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . J e také aktivovaná dráha m T O R C l (mammalian 

target of rapamycin complex 1) v makrofázích, podporující nadměrnou t v o r b u granulomů 

( O b r . 2 ) ( C a l e n d e r et al, 2 0 2 0 ; P o l v e r i n o et al, 2 0 2 0 ) . Alveolárni makrofágy aktivované 

v s o u v i s l o s t i s c y t o k i n y T h 2 produkují vysoké h l a d i n y f i b r o n e k t i n u a c h e m o k i n u C C L 1 8 . T e n 

zvyšuje p r o d u k c i k o l a g e n u plicními f i b r o b l a s t y , což následně zvyšuje uvolňování 

C C L 1 8 makrofágy. Dochází k e v z n i k u pozitivní zpětnovazebně smyčky vedoucí k p l i e n i 

fibróze ( I a n n u z z i et al, 2 0 0 7 ) . Přetrvávání antigénu n e b o j e h o nedegradovatelných zbytků 

udržuje zánět s T h 2 a M 2 buňkami, což v e d e k fibrotické r e m o d e l a c i dolních c e s t dýchacích 

n e b o jiné další zapojené tkáně ( O b r . 2 ) ( M u l l e r - Q u e r n h e i m et al, 2 0 1 2 ) . 

11 



Obrázek 2: Imunologická kaskáda způsobující tvorbu sarkoidního granulomu (převzato 
z Drent et al, (2021)) 
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1.6 Průběh nemoci 
M e z i obecné příznaky sarkoidózy řadíme horečku, vyčerpání, únavu, ztrátu h m o t n o s t i 

a noční pocení. Sarkoidóza p o s t i h u j e především plíce, které j s o u zasaženy u více j a k 9 0 % 

pacientů ( J a i n et al, 2 0 2 0 ) . M e z i n e j častější p r o j e v y sarkoidózy patří suchý kašel, d u s n o s t 

a b o l e s t n a h r u d i ( S t a r s h i n o v a et al, 2 0 2 0 ) . Plicní sarkoidózu můžeme rozdělit d o 5 stadií 

posuzovaných n a základě r e n t g e n u ( r t g ) hrudníku ( S e v e et al, 2 0 2 1 ) . S t a d i u m 

b e z jakéhokoliv viditelného plicního postižení se označuje j a k o s t a d i u m 0 , t o t o s t a d i u m 

se v y s k y t u j e z h r u b a u 5 - 1 5 % pacientů. U sarkoidózy v e s t a d i u 1 j e většinou přítomná 

symetrická hilová l y m f a d e n o p a t i e a v t o m t o s t a d i u j e z h r u b a 4 5 - 6 5 % pacientů 

se sarkoidózou. S t a d i u m 2 z a h r n u j e postižení u z l i n , a l e i plicního p a r e n c h y m u a t o t o s t a d i u m 
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j e evidováno u přibližně 3 0 - 4 0 % pacientů. V e s t a d i u 3 j e postižen p o u z e p l i e n i p a r e n c h y m 

b e z známek a d e n o p a t i e či fibrózy, t o t o j e evidováno u 1 0 - 1 5 % pacientů. V e s t a d i u 4 dochází 

k fibrotickým změnám, které j s o u přítomny u z h r u b a 5 % pacientů se sarkoidózou 

( S i l v a etal, 2 0 1 5 ) . 

Častým příznakem j s o u změny p l i e n i c h funkcí j a k o snížení h o d n o t statických plicních 

objemů, například snížení F V C (usilovná vitální k a p a c i t a ) a také snížení poměru usilovně 

vydechnutého o b j e m u z a j e d n u s e k u n d u ( F E V 1 ) / F V C vyskytující se především z důvodu 

přítomnosti g r a n u l o m u či fibrotických změn v p e r i b r o n c h i u . P r o posouzení závažnosti 

fibrotických změn p l i c b y l vytvořen kompozitní fyziologický i n d e x , který t y t o p a r a m e t r y 

využívá. 

U sarkoidózy b y l y popsány d v a s y n d r o m y charakteristické akutním průběhem. Jedná 

se o Heerfordtův s y n d r o m (charakteristický u v e i t i d o u , p a r o t i t i d o u , horečkou a paralýzou 

obličeje) a Lofgrenův s y n d r o m ( L S ) . 

Lofgrenův s y n d r o m b y l poprvé popsán v r o c e 1 9 5 2 . V e většině případů se p r e z e n t u j e 

horečkou, o b o u s t r a n n o u h i l o v o u lymfadenopatií, nodózním erytémem, o b o u s t r a n n o u 

artritídou kotníků a periartikulárním zánětem. B o l e s t i v o s t kloubů může být t a k značná, 

že ovlivňuje i chůzi ( R u b i o - R i v a s et al, 2 0 2 0 ; K o l e k et al, 2 0 1 7 ) . L S se nejčastěji v y s k y t u j e 

v evropské p o p u l a c i , především v e Švédsku. T a t o f o r m a sarkoidózy j e většinou s p o j e n a 

s d o b r o u prognózou onemocnění ( S e v e et al, 2 0 2 1 ) . 

1.7 Mimoplicní postižení 
Mimoplicní postižení se o b j e v u j e až v e čtvrtině případů ( S t a r s h i n o v a et al, 2 0 2 0 ) . 

U 2 0 % pacientů se v y s k y t u j e většinou nebolestivé postižení periferních lymfatických u z l i n , 

projevující se j e j i c h o t o k e m ( J a i n etal, 2 0 2 0 ) . 

U sarkoidózy dochází často k postižení kůže a t o v e 2 0 - 3 0 %. N e j častějším p r o j e v e m 

j e nodózní erytém. Časté j e také silné pocení, malouzlová n e b o velkouzlová kožní sarkoidóza, 

subkutanní sarkoidóza či s a r k o i d v jizvě či v tetováních projevující se zčervenáním 

a zduřením starých j i z e v . Charakteristická j e také přítomnost Lupus pernio ( U n g p r a s e r t et al, 

2 0 1 9 ; K o l e k et al, 2 0 1 7 ) . 

U z h r u b a u 3 0 % pacientů sarkoidóza p o s t i h u j e oči. Zasažení očí j e častější 

u Afroameričanů a japonské p o p u l a c e . N e j častější f o r m o u postižení očí j e u v e i t i d a 

(Seveeřa/., 2 0 2 1 ; M o r i m o t o et al, 2 0 0 8 ) . Může se p r o j e v o v a t j a k o k o n j u n k t i v i t i d a , 

k a t a r a k t a , g l a u k o a t r o f i e optického n e r v u n e b o může docházet k adhezím m e z i d u h o v k o u 

a čočku ( K o l e k et al, 2 0 1 7 ) . 
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V jedné čtvrtině případů se o b j e v u j e postižení s r d c e ( J a i n et al, 2 0 2 0 ) . Hlavním 

patologickým p r o c e s e m j e granulomatózní zánět m y o k a r d u , který v e d e k a r y t m i i a k a r d i o p a t i i 

( U n g p r a s e r t et al, 2 0 1 9 ) . A r y t m i e m o h o u být z a c h y c e n y 24hodinovým E K G . 

Granulomatózní i n f i l t r a c i s r d c e l z e p o t v r d i t p o z i t r o n o v o u emisní scintigrafií. Při podezření 

n a zasažení m y o k a r d u se provádí magnetická r e z o n a n c e . Potvrzení diagnózy probíhá 

endomyokardiální biopsií s průkazem granulomů ( K o l e k et al, 2 0 1 7 ) . 

Neurologické postižení n e b o neurosarkoidóza se vyskytují u méně než 1 0 % pacientů. 

Postiženy j s o u hlavně hlavové n e r v y . Vyskytují se i periferní n e u r o p a t i e . Může docházet 

i k aseptické meningitidě n e b o e n c e f a l o p a t i i ( K o l e k et al, 2 0 1 7 ; J a i n et al, 2 0 2 0 ) . Postižení 

m o z k u a míchy j e většinou vážné a p r o g n o s t i c k y nejisté. 

Sarkoidóza může n a p a d a t i k o s t i , což se p r o j e v u j e především artritídou, artralgií, 

osteoporózou, osteopenií a uzlovitými a cystickými lézemi. 

Dále sarkoidóza p o s t i h u j e játra, s l i n i v k u , l e d v i n y n e b o endokrinní žlázy ( J a i n et al, 

2 0 2 0 ) . 

1.8 Diagnostika 
D i a g n o s t i k a sarkoidózy se odvíjí o d stěžejních bodů, kterými j s o u odpovídající klinická 

p r e z e n t a c e , přítomnost nenekrotizujícího granulomatozního zánětu a vyloučení jiné 

alternativní příčiny onemocnění. Některé klinické p r e z e n t a c e j s o u p r o sarkoidózu v y s o c e 

specifické. Jedná se o Lofgrenův s y n d r o m , lupus pernio a Heerfordtův s y n d r o m . S i l n o u 

a s o c i a c i se sarkoidózou v y k a z u j e i oboustranná hilová a d e n o p a t i e ( C r o u s e r et al, 2 0 2 0 ) . 

V m i n u l o s t i b y l o nejvíce případů, a t o i bezpříznakových, o d h a l e n o díky r e n t g e n u p l i c , 

který b y l u p a c i e n t a indikován z jiných příčin ( S e v e et al, 2 0 2 1 ) . N a základě těchto zjištění 

dělíme sarkoidózu d o pěti výše zmíněných stadií. 

Charakteristickými z n a k y výpočetní t o m o g r a f i e ( C T ) u pacientů se sarkoidózou j s o u 

klinická symetrická hilová l y m f a d e n o p a t i e , k a l c i f i k a c e lymfatických u z l i n , k o n s o l i d a c e 

a o p a c i t y mléčného s k l a , n o d u l y (mikroskopické, makroskopické), voštinovitá přestavba p l i c , 

air-traping a fibrotické změny ( S i l v a et al, 2 0 1 5 ) . 

Další p o d s t a t n o u složkou d i a g n o s t i k y j e vyšetření bioptických či B A L vzorků 

p r o i d e n t i f i k a c i přítomnosti g r a n u l omatozního zánětu ( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . P r o sarkoidózu 

j e z d e charakteristická přítomnost g r a n u l o m u se soustředně uspořádanými imunitními 

buňkami. Sarkoidní g r a n u l o m j e většinou nenekrotizující ( C r o u s e r et al, 2 0 2 0 ) . Diagnózu 

sarkoidózy p o d p o r u j e i zvýšený poměr C D 4 + / C D 8 + T-lymfocytů v B A L , který může být 

užitečný i p r o následnou diferenciální d i a g n o s t i k u . Dalším navazujícím k r o k e m j e totiž 
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vyloučení jiných možných diagnóz, zejména těch zapříčiňujících granulomatózní zánět 

( D r e n t et al, 2 0 2 1 ; C r o u s e r et al, 2 0 2 0 ) . 

V d i a g n o s t i c e se využívají i radionuklidové m e t o d y , například G a - s c i n t i g r a f i e , 

či pozitronová emisní t o m o g r a f i e ( P E T ) . P E T napomáhá i d e n t i f i k a c i míst vhodných 

p r o b i o p s i i , rozpoznání srdeční sarkoidózy či vyšetření a k t i v i t y u závažných stavů sarkoidózy, 

k d y není přítomen jiný biologický důkaz a k t i v i t y ( J e n y et al, 2 0 2 0 ) . 

Magnetická r e z o n a n c e hrudníku se ukázala užitečná především při hodnocení 

l y m f a d e n o p a t i e ( C h u n g et al, 2 0 1 4 ) . 

V s o u v i s l o s t i se sarkoidózou b y l o navrženo m n o h o biomarkerů. J e n malá část z n i c h 

j e ovšem k l i n i c k y spolehlivá a rutinně se využívá. Přehled hlavních biomarkerů j a k 

využívaných, t a k těch, které j s o u v e fázi výzkumu, j e u v e d e n v samostatné k a p i t o l e níže. 

P o určení diagnózy m o h o u následovat další vyšetření p r o zjištění dalších zasažených 

orgánů a nespecifických symptomů n e m o c i , které ovlivňují k v a l i t u života p a c i e n t a 

( D r e n t et al, 2 0 2 1 ) . 

1.9 Biomarkery 
Laboratorní vyšetření u sarkoidózy j s o u užitečná p r o stanovení diagnózy 

a c h a r a k t e r i z a c i závažnosti onemocnění. Základní biochemické h o d n o t y a krevní o b r a z 

vykazují j e n nespecifické změny. Častejšou u sarkoidózy h y p e r g a m a g l o b u l i n e m i e a zvýšení 

imunoglobulinů I g G , I g A a I g M . Z h r u b a u p o l o v i n y nemocných bývají v akutní fázi 

onemocnění zvýšeny cirkulující i m u n o k o m p l e x y . 

Před zavedením fibrooptické b r o n c h o s k o p i e a B A L se j a k o diagnostický t e s t sarkoidózy 

používal Kveim-Siltzbachův t e s t , který má d n e s již j e n historický význam ( A h m a d z a i et al, 

2 0 1 4 ) . 

M e z i d n e s používané b i o m a r k e r y sarkoidózy patří Angiotensin4ionvertující e n z y m ( A C E ) , 

N e o p t e r i n , L y s o z y m a některé další níže uvedené. 

A C E , který přeměňuje a n g i o t e n z i n I n a a n g i o t e n z i n I I , j e zvýšený v séru a v B A L 

u pacientů se sarkoidózou. J e h o k o n c e n t r a c e korelují s radiologickými s t a d i i ( J a i n et al, 

2 0 2 0 ) . A C E může být zvýšen u jiných granulomatózních p o r u c h ( B e r g a n t i n i et al, 2 0 1 9 ) . 

N e o p t e r i n j a k o b i o m a r k e r a k t i v i t y imunitního systému a oxidačního s t r e s u , 

j e uvolňován v odpovědi n a I F N - y . J e u k a z a t e l e m a k t i v i t y T h l lymfocytů. J e h o vyšší h o d n o t y 

b y l y detekovány v séru a moči u pacientů se sarkoidózou ( A h m a d z a i et al, 2 0 1 4 ) . 

L y s o z y m j e produkován systémem monocytů, makrofágů a epiteloidních buněk zapojených 

d o t v o r b y g r a n u l o m u . P a c i e n t i se sarkoidózou vykazují zvýšený výskyt k o n c e n t r a c e l y s o z y m u 
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v aktivní fázi. L y s o z y m j e považován spíše z a prognostický indikátor než j a k o diagnostický 

nástroj ( B e r g a n t i n i et al, 2 0 1 9 ) . 

Nově b y l j a k o m a r k e r navržen sérový a m y l o i d A ( S A A ) . J e h o úloha j e v e tvorbě 

g r a n u l o m u a p r e z e n t a c i antigénu. B y l o zjištěno, že d i s t r i b u c e S A A v sarkoidních 

g r a n u l o m e c h se liší o d jiných granulomatózních onemocnění ( T a r a s i d i s et A r c e , 2 0 2 0 ) . 

U více než 4 0 % pacientů se sarkoidózou d o j d e k h y p e r k a l c i u r i i , a hyperkalcémie 

se v y s k y t u j e u 5 - 1 0 % pacientů. Hyperkalcémie u sarkoidózy j e způsobena zvýšením 

sérového 1 . 2 5 - d i h y d r o x y vitamínu D 3 ( k a l c i t r i o l ) , který zvyšuje k o n c e n t r a c e vápníku v séru. 

Monitorování k o n c e n t r a c e vápníku v séru a 24hodinové měření vápníku v moči j s o u důležité 

u všech pacientů se sarkoidózou ( G w a d e r a et al, 2 0 1 9 ) . 

Nové s t u d i e se zaměřují n a b i o m a r k e r y spojené s B - l y m f o c y t y , j a k o j s o u 

např. B-Cell Activating Factor ( B A F F ) a C D 1 9 . Vysoké h l a d i n a B A F F b y l y n a l e z e n y v séru 

pacientů se sarkoidózou a k o r e l o v a l y se zvýšenými h l a d i n a m i A C E , l y s o z y m u a I F N - y v séru 

těchto pacientů ( T a r a s i d i s et A r c e 2 0 2 0 ) . 

U sarkoidózy b y l a h o d n o c e n a i široká škála potenciálních biomarkerů v kondenzátu 

vydechovaného v z d u c h u . Z kondenzátu vydechovaného v z d u c h u b y l a určována h l a d i n a 

zánětlivých cytosinů j a k o T N F - a či T G F - | 3 , jejichž h l a d i n a b y l a u pacientů se sarkoidózou 

zvýšená. Dřívější výzkumy týkající se těkavých organických látek ukázaly, že mají slibný 

potenciál a m o h o u p o s k y t n o u t jedinečný dechový o t i s k . T e n b y m o h l n e j e n p o m o c i 

při d i a g n o s t i c e , a l e také k i d e n t i f i k a c i o s o b ohrožených chronickým onemocnění n e b o 

recidívou a také při monitorování odpovědi n a léčbu ( T e r r i n g t o n et al, 2 0 1 9 ) . 

Dalším významným b i o m a r k e r e m sarkoidózy j e poměr C D 4 + / C D 8 + lymfocytů 

v bronchalveolární laváži. Analýza B A L t e k u t i n y j e užitečným vyšetřením p r o diagnózu 

plicní sarkoidózy, protože při a b s e n c i jiných příčin odhalí lymfocytózu se zvýšeným 

poměrem C D 4 + / C D 8 + lymfocytů, o b v y k l e > 3 . 5 ( J a i n et al, 2 0 2 0 ; A h m a d z a i et al, 2 0 1 4 ) . 

Dalšími potenciálními b i o m a r k e r y j s o u c h e m o k i n y . Zvýšená p r o d u k c e C C L 1 8 v e d e 

k plicní fibróze. U pacientů se sarkoidózou b y l a také pozorována vysoká h l a d i n a 

C X C L 9 a C X C L 1 0 v séru. Svůj v l i v n a p a t o g e n e z i sarkoidózy b y m o h l a mít i v a r i a b i l i t a 

počtů kopií segmentů D N A ( C N V copy number variation). U pacientů se sarkoidózou b y l 

detekován výskyt těchto změn v g e n u BNTL2 a komponentě k o m p l e m e n t u - C 4 

( K i s h o r e et P e t r e k , 2 0 1 3 ) . 

Genetické p r e d i s p o z i c e k sarkoidóze j s o u spojené s g e n y M H C k o m p l e x u . B y l o 

identifikováno m n o h o v a r i a n t , ať už protektivních ( H L A - D P B 1 * 0 4 : 0 2 , H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 , 

H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 1 ) p r o sarkoidózu, či rizikových p r o p r o g r e s i onemocnění 
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( H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 , H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 1 , H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 ) , případně spojených s určitým 

klinickým f e n o t y p e m , například s p o j i t o s t H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 s výskytem L S 

( K i s h o r e et P e t r e k , 2 0 1 3 ) . 

Genetické s t u d i e prokázaly, že j e d i n c i s určitými a l e l a m i H L A mají vyšší r i z i k o 

specifických autoimunitních onemocnění. Zejména j e t a t o a s o c i a c e častá u evropské 

p o p u l a c e . Výrazná a s o c i a c e se z d e našla s g e n y HLA-B8, DR3, které j s o u součástí 

ancestrálního h a p l o t y p u ( A H ) 8 . 1 H L A - A 1 , C w 7 , B 8 , T N F A B * a 2 b 3 , T N F N * S , C 2 * C , B f * s , 

C 4 A * Q 0 , C 4 B * 1 , D R B 1 * 0 3 0 1 , D R B 3 * 0 1 0 1 , D Q A 1 * 0 5 0 1 , D Q B 1 * 0 2 0 1 . T e n t o h a p l o t y p , 

který j e častější v severní Evropě, j e také spojován u zdravých o s o b s řadou dysfunkcí 

imunitního systému. B y l o navrženo, že 8 . 1 A H m o d i f i k u j e imunitní r e a k t i v i t u , a tím ovlivňuje 

více imunopatologických onemocnění. 8 . 1 A H ovlivňuje humorální a buněčnou imunitní 

odpověď. U j e h o nositelů j e převaha cytokinů t y p u I I . A l e l y D R a D Q zapojené d o 8 . 1 A H 

zřejmě podmiňují s p e c i f i t u produkovaných autoprotilátek. Některé a l e l y , které j s o u součástí 

t o h o t o h a p l o t y p u , b y l y n a l e z e n y asociovány se sarkoidózou ( P r i c e et al, 1 9 9 9 ; C a n d o r e et al, 

2 0 0 2 ; G r u n e w a l d , 2 0 1 0 ) . 

1.9.1 Celogenomové asociační studie 

Lepším pochopením e t i o l o g i e komplexních onemocnění, j a k o j e právě sarkoidóza, 

a nalezení nových potenciálních biomarkerů se zabývá genetická e p i d e m i o l o g i e . T a t o s t u d u j e 

genetické f a k t o r y při určování zdraví a n e m o c i v populacích a j e j i c h i n t e r a k c i s f a k t o r y 

prostředí. Zkoumá, j a k k o m b i n a c e těchto faktorů určuje v z n i k a vývoj n e m o c i . Přítomnost 

konkrétního g e n o t y p u a vnější prostředí j s o u rizikovým f a k t o r e m významně zvyšujícím 

pravděpodobnost v z n i k u onemocnění u o s o b , n a něž působí. S r o z v o j e m pokročilých 

molekulárních t e c h n i k j s o u prováděny celogenomové asociační s t u d i e . 

Celogenomové asociační s t u d i e (genome-wide association study - G W A S ) zkoumají 

celý g e n o m . Testují tisíce genetických v a r i a n t a hledají t y , které j s o u spojené s konkrétním 

z n a k e m či nemocí. G W A S zkoumají i C N V n e b o sekvenční v a r i a n t y , a l e nejčastěji 

s t u d o v a n o u v a r i a n t o u v rámci těchto studií j s o u jednonukleotidové p o l y m o r f i s m y . 

Výsledky těchto studií m o h o u být použity p r o předpoklad r i z i k a v z n i k u určitých 

onemocnění. Skóre polygenních r i z i k {Polygenie risk score P R S ) vypovídá o náchylnosti 

j e d i n c e k určitému z n a k u n e b o onemocnění. Získává se srovnáním g e n o m u j e d i n c e s d a t y 

získanými z celogenomových asociačních studií o v e l i k o s t i účinku této k o m b i n a c e . 
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V b u d o u c n u b y t o t o m o h l o sloužit j a k o b i o m a r k e r v klinické p r a x i . Nejvíce se n a něm 

v současnosti p r a c u j e v s o u v i s l o s t i s r a k o v i n o u p r s u , d i a b e t e m druhého t y p u či i s c h e m i c k o u 

c h o r o b o u srdeční (Petřková et al, 2 0 1 8 ; U f f e l m a n n et al, 2 0 2 1 ) . 

Díky G W A S b y l y například o d h a l e n y jednonukleotidové p o l y m o r f i s m y v několika 

g e n e c h spojených s výskytem sarkoidózy, konkrétně ANXA11, BTNL2, NOTCH4, NOD2, 

TNFa ( H o f m a n n et al, 2 0 1 1 ) . 

T y t o s t u d i e pomáhají také porozumění genetické struktuře znaků. Zahrnují o d h a d 

počtu kauzálních v a r i a n t odpovídajících v e l i k o s t i j e j i c h účinků a j e j i c h četnosti. Umožňují 

o d h a d n o u t h e r i t a b i l i t u , n e b o l i podíl v a r i a b i l i t y , která se p r o j e v u j e v průběhu vývoje z n a k u . 

T o l z e vysvětlit g e n e t i c k o u v a r i a b i l i t o u daného z n a k u v p o p u l a c i . 

G W A S s t u d i e b y m o h l y n a p o m o c i r e d u k o v a t čas a náklady potřebné n a vývoj léků, 

také časně o d h a l i t j a k o u r e a k c i b u d e mít daný j e d i n e c n a určitý d r u h t e r a p i e ( U f f e l m a n n et al, 

2 0 2 1 ) . 

K a t a l o g G W A S b y l založen N H G R I (National Human Genome Research Institute) 

v r o c e 2 0 0 8 v r e a k c i n a rychlý nárůst počtu publikovaných asociačních studií. T y t o s t u d i e 

poskytují bezprecedentní příležitost z k o u m a t v l i v běžných v a r i a n t n a komplexní onemocnění 

( h t t p s : / / w w w . e b i . a c . u k / g w a s / ) . 

M e z i první celogenomové s t u d i e zabývající se i sarkoidózou patří Franke et al, 

(2008), který z k o u m a l sarkoidózu i C r o h n o v u n e m o c . Obojí j s o u chronická zánětlivá 

onemocnění neznámého původu, sdílející m n o h o společných znaků j a k o j s o u t v o r b a 

granulomů, a k t i v a c e T-lymfocytů a p r o d u k c e prozánětlivých cytokinů. T a t o s t u d i e o d h a l i l a 

p o l y m o r f i s m u s v l o k u s u C10orf67 asociovaný s predispozicí k oběma onemocněním. Z téhož 

r o k u j e i celogenomová s t u d i e Hofmann et al, (2008), která s t u d o v a l a 

přes 3 0 0 0 0 0 jednonukleotidových polymorfismů a j e j i c h s p o j i t o s t se sarkoidózou. N e j silnější 

a s o c i a c e se sarkoidózou b y l a n a základě j e h o výsledků objevená v o b l a s t i g e n u ANXA11 

p r o a n e x i n A l l , který má komplexní a n e z b y t n o u f u n k c i v několika biologických drahách 

včetně p r o l i f e r a c e a apoptózy. 

Další celogenomové asociační s t u d i e u sarkoidózy se zabývaly mapováním určitých 

úseků chromozomů a hledání asociovaných v a r i a n t v těchto úsecích. 

M e z i t y t o práce patří Hofmann et al, (2011), který pomocí přesného mapování p o k r y l 

o b l a s t c h r o m o z o m u 6 p l 2 . 1 , k d e b y l y n a l e z e n y kandidátní p o l y m o r f i s m y především v g e n u 

RAB23. 

Fischer et al, (2012) m a p o v a l o b l a s t c h r o m o z o m u l l q l 3 . 1 a Hofmann et al, (2013), 

o b l a s t c h r o m o z o m u 1 2 q l 3 . 3 - q l 4 . 1 . T e n t o r e g i o n b y l již dříve zmiňovaný j a k o asociovaný 
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s revmatoidní artritídou ( B a r t o n et al., 2 0 0 8 ) . S t u d i e t o h o t o r e g i o n u u sarkoidózy o d h a l i l a 

p o l y m o r f i s m y v g e n u OS9, a možnou úlohu t o h o t o g e n u , j a k o rizikového f a k t o r u 

p r o sarkoidózu, jelikož b y m o h l přispívat k autoimunitní r e a k c i a mít t a k v l i v 

n a i m u n o p a t o g e n e z i sarkoidózy ( H o f m a n n etal, 2 0 1 3 ) . 

Obecně se sarkoidózou zabýval ještě Fischer et al, (2015). S p e c i f i k o v a l genetické 

v a r i a n t y potenciálně funkčně relevantní p r o p a t o g e n e z i sarkoidózy. V a r i a n t a r s 3 1 8 4 5 0 4 

n a c h r o m o z o m u 1 2 q 2 4 . 1 2 vyvolává změnu a m i n o k y s e l i n y ( A r g 2 6 2 T r p ) v p r o t e i n u S H 2 B 3 . 

T e n t o p r o t e i n se podílí n a p r o l i f e r a c i B-lymfocytů. S N P r s 3 1 8 4 5 0 4 * A j e s p o j e n se silnější 

aktivací rozpoznávání NOD2 v odpovědi n a l i p o p o l y s a c h a r i d a m u r a m y l d i p e p t i d , 

což naznačuje, že S H 2 B 3 může hrát r o l i v ochraně před bakteriálními i n f e k c e m i . Další S N P 

r s 1 2 0 6 9 7 8 2 v r e g i o n u l p 3 1 . 3 se nachází v promotorové o b l a s t i g e n u IL23R a m o h l b y o v l i v n i t 

j e h o e x p r e s i . B y l y n a l e z e n y také S N P n a c h r o m o z o m u 2 q 3 3 . 2 , které b y m o h l y ovlivňovat 

e x p r e s i m n o h a genů, m e z i n i m i BMPR2, který se podílí n a r e g u l a c i zánětlivých procesů 

v plících. 

Alelická v a r i a b i l i t a S N P r s 3 4 5 3 6 4 4 3 (TYK2 P r o l l 0 4 A l a ) j e známá tím, že ovlivňuje 

p o l a r i z a c i T h 2 lymfocytů. T e n t o p o s u n j e také pozorován u těžké sarkoidózy s progredující 

plicní fibrózou. 

Často j e zmiňována s p o j i t o s t v a r i a b i l i t y v o b l a s t i H L A se sarkoidózou. Fischer et al., 

(2015) p o p s a l a s o c i a c i v g e n u BTNL2. Nejsilněji asociované v a r i a n t y se nacházely 

v promotorové o b l a s t i g e n u BTNL2. M o h o u t e d y ovlivňovat e x p r e s i BTNL2 tím, že mění 

v a z b y transkripčních faktorů. Druhá a s o c i a c e sarkoidózy s H L A oblastí b y l a identifikována 

v blízkosti HLA-B - H L A - B * 0 8 : 0 1 , přičemž hlavní S N P r s 4 1 4 3 3 3 2 b y l významně s p o j e n 

s akutní sarkoidózou a Lôfgrenovým s y n d r o m e m . 

N e j e n objevováním, a l e i případnou funkcí polymorfismů se zabývá také recentní 

s t u d i e Meguro et al, (2020). P r o v e d l i první c e l o g e n o m o v o u asociační s t u d i i u pacientů 

se sarkoidózou v e východoasijské - japonské p o p u l a c i . I d e n t i f i k o v a l i tři l o k u s y , které 

v y k a z o v a l y signifikantní a s o c i a c i se sarkoidózou. Výskyt polymorfismů v g e n u CCL24 může 

mít z a následek přiklonění se k imunitní odpovědi T h l t y p u . Dalším l o k u s e m b y l 

STYXL1-SRRM3. P o l y m o r f i s m u s v t o m t o g e n u ovlivňuje endogenní h l a d i n u steroidů a může 

být j a k rizikovým f a k t o r e m p r o v z n i k onemocnění, t a k může napomáhat k spontánní r e m i s i 

onemocnění. Dalším asociovaným b y l p o l y m o r f i s m u s v l o k u s u Clorfl41-IL23R, který b y l 

identifikován i u dalších komplexních onemocnění j a k o j e C r o h n o v a c h o r o b a či ulcerózní 

k o l i t i d a . 
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Další s t u d i e se zabývala jednotlivými f e n o t y p y u sarkoidózy, především L S 

( R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) či sarkoidózou očí u Afroameričanů ( G a r m a n et al, 2 0 2 1 ) , k d e b y l a 

zjištěna a s o c i a c e především v H L A l o k u s e c h . 

Další s t u d i e se zabývá v l i v e m kouření n a sarkoidózu. U pacientů s určitou g e n e t i c k o u 

v a r i a n t o u může kouření m o d u l o v a t r i z i k o p r o v z n i k sarkoidózy, a t o j a k p r o p a c i e n t y s L S , 

t a k b e z L S ( R i v e r a et al, 2 0 1 9 ) . 

Liu et al, (2013) s t u d o v a l s o u v i s l o s t s primární sklerozující c h o l a n g i t i d o u i s dalšími 

imunitními onemocněními včetně sarkoidózy. 

Recentnější G W A S s t u d i e zmiňující sarkoidózu j s o u p a k zaměřené n a s e k v e n a c e 

velkých souborů m n o h a jedinců s různými komplexními onemocněními, m e z i které se řadí 

i sarkoidóza. Práce se a l e dále nezabývají možnou funkcí či v l i v e m těchto v a r i a n t 

n a onemocnění ( S a k a u e et al, 2 0 2 1 ; B a c k m a n et al, 2 0 2 1 ; J i a n g et al, 2 0 2 1 ) . 

1.10 HLA typizace 

G e n y p r o H L A j s o u důležitou k o m p o n e n t o u imunitního systému. Nacházejí se v nejvíce 

variabilní o b l a s t i lidského g e n o m u , M H C , lokalizovaném n a krátkém raménku c h r o m o z o m u 6 

( B r a v o - E g a n a et al, 2 0 2 1 ) . H L A m o l e k u l y interagují s T - l y m f o c y t y v t h y m u a sekundárních 

lymfatických orgánech a regulují imunitní odpověď. 

H L A t y p i z a c e j e využívaná zejména při t r a n s p l a n t a c i orgánů, k d y j e přesná t y p i z a c e 

dárce a příjemce nezbytná p r o určení stupně n e s h o d y H L A m e z i dárcem a příjemcem. Další 

využití, n e j zásadnější medicínské využití H L A t y p i z a c e , j e při t r a n s p l a n t a c i 

hematopoetických kmenových buněk, a l e také k e v a l u a c i při transfúzi krevních destiček. 

Využívá se i v e f a r m a k o g e n o m i c e , p r o zjištění a s o c i a c e s genetickými onemocněními, 

především těmi autoimunitními či nádorovými ( M a d d e n et C h a b o t - R i c h a r d s , 2 0 1 9 ) . 

M e t o d y H L A t y p i z a c e b y l y původně založeny n a d e t e k c i exprimovaných H L A m o l e k u l 

n a p o v r c h u separovaných T-lymfocytů ( H L A I . třídy) a B-lymfocytů ( H L A I I . třídy). Používal 

se p a n e l sér se známými a n t i - H L A protilátkami. D a t a získaná t o u t o m e t o d o u měla nízké 

rozlišení a u některých pacientů b y l o obtížné získat dostatečný počet lymfocytů 

( H o w e l l et al, 2 0 1 0 ) . 

S nástupem P C R {polymerase chain reaction), se začaly p r o t y p i z a c i využívat m e t o d y 

založené právě n a P C R ( O b r . 3 ) . Jedná se především o S S P (analýza se sekvenčně 

specifickými p r i m e r y ) . Využívá primerů, které se s p e c i f i c k y vážou n a a m p l i f i k o v a n o u 

komplementární cílovou s e k v e n c i . Pomocí těchto primerů j e ovšem možné a m p l i f i k o v a t j e n 

omezené množství a l e l . T a t o m e t o d a b y l a poprvé použita p r o a m p l i f i k a c i genů p r o H L A - D R . 
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Často se používá p r o vyřešení nejednoznačných výsledků získaných jinými m e t o d a m i . 

P o s k y t u j e výsledky s v y s o k o u přesností ( B r a v o - E g a n a et al, 2 0 2 1 ) . 

Další P C R m e t o d o u j e R e a l t i m e P C R , k d y se p r o t y p i z a c i používá T a q M a n a s s a y n e b o 

analýza křivky tání. 

M e t o d a S S O P (sekvenčně specifické oligonuklotidové s o n d y ) j e založena 

n a h y b r i d i z a c i ( O b r . 3 ) . T a t o m e t o d a využívá oligonukleotidové s o n d y , které hybridizují 

s komplementární cílovou g e n o m i c k o u sekvencí. S o n d y j s o u komplementární k limitovanému 

množství známých sekvencí. S o n d a hybridizovaná s p r o d u k t e m j e detekovaná pomocí 

chemiluminiscenčních či kolorimetrických m e t o d a t a k t o j e určen t y p H L A . N e j častější 

a d a p t a c e této m e t o d y j e v současné době využívaná v průtokové c y t o m e t r i i či například 

v t e c h n o l o g i i L u m i n e x ( M a d d e n et C h a b o t - R i c h a r d s , 2 0 1 9 ; B r a v o - E g a n a et al, 2 0 2 1 ) . 

Zlatým s t a n d a r d e m p r o t y p i z a c i H L A j e v současné době sekvenování. J e h o začátek 

j e u S a n g e r o v a sekvenování, k d y b y l y amplifikovány specifické l o k u s y genů p r o H L A , 

o b v y k l e v e x o n u 2 , 3 a 4 p r o H L A I . třídy a e x o n u 2 p r o H L A I I . třídy. T a t o m e t o d a p o s k y t u j e 

vysoké rozlišení n a dvě p o l e , j e ovšem o b v y k l e prováděna p o j e d n o m v z o r k u 

( M a d d e n et C h a b o t - R i c h a r d s , 2 0 1 9 ) . 

M e t o d y založené n a Sangerově sekvenování j s o u hlavní t e c h n i k o u , která se používá 

k t y p i z a c i H L A u pacientů při testování h i s t o k o m p a t i b i l i t y . V zásadě všechny t y p i z a c e 

založené n a sekvenování využívají p r i m e r p o a m p l i f i k a c i D N A a fluorescenčně značené 

d i d e o x y n u k l e o t i d y , které fungují j a k o m o l e k u l y ukončující řetězec a tím ukončují 

P C R a m p l i f i k a c i během sekvenování. Různé sekvenovací t e c h n o l o g i e p a k m o h o u být použity 

k i d e n t i f i k a c i n u k l e o t i d u v místě ukončení P C R . T a t o m e t o d a t y p i z a c e p o s k y t u j e výhodu 

vyššího rozlišení výsledků než při S S P n e b o S S O P , protože sekvenování dokáže určit každý 

pár bází v H L A g e n u , který j e typizován. Bohužel v e srovnání s m e t o d o u založenou n a P C R 

j e náročnější n a práci i čas ( C o r n a b y et al, 2 0 2 1 ) . 

Sekvenování nové g e n e r a c e ( N G S - Next generation sequencing) j e m e t o d a umožňující 

paralelní sekvenování. G e n y p r o H L A j s o u amplifikovány a fragmentovány n a s e g m e n t y , 

které j s o u následně sekvenovány. Z každé a l e l y j e generováno m n o h o sekvencí, umožňujících 

kompletní c h a r a k t e r i s t i k u o b o u a l e l a přesnou t y p i z a c i až n a čtyři p o l e 

( M a d d e n et C h a b o t - R i c h a r d s , 2 0 1 9 ) . 

Současné přístupy N G S k t y p i z a c i H L A o b v y k l e využívají obohacení izolované D N A 

p a c i e n t a o H L A l o k u s y , a b y b y l o zajištěno vysoké pokrytí. B y l o prokázáno, že t y p i z a c e 

pomocí N G S j e nezbytná p r o rozlišení H L A n a dvě p o l e , j e zásadní p r o i d e n t i f i k a c i protilátek 

specifických p r o dárce, a t o j a k před transplantací, t a k i p o ní ( C o r n a b y et al, 2 0 2 1 ) . 
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První d o s t u p n o u N G S p l a t f o r m o u b y l a R o c h e 4 5 4 , která využívá emulzní P C R 

a pyrosekvenování, k d y dochází k d e t e k c i pyrofosfátu uvolněného při inkorporací nukleotidů. 

Její limitací j e právě pyrosekvenační t e c h n o l o g i e , která p r o b l e m a t i c k y určuje možné i n z e r c e 

a d e l e c e . 

Další N G S p l a t f o r m o u j e I o n T o r r e n t systém využívající emulzní P C R . P o i n k o r p o r a c i 

báze d o j d e k uvolnění p r o t o n u a j e zaznamenán signál odpovídající počtu inkorporovaných 

bází ( B r a v o - E g a n a etai, 2 0 2 1 ) . 

Také I l l u m i n a , využívající můstkovou P C R , se řadí mezí N G S p l a t f o r m y . Při použití 

této m e t o d y j s o u o l i g o n u l e o t i d y fixovány n a p o v r c h f l o w c e l l a vytvořené k l a s t r y j s o u 

sekvenovány, při začleňování fluorescenčně značených nukleotidů. P l a t f o r m y I l l u m i n a 

se využívají p r o analýzu D N A , R N A a proteinů j a k v o b l a s t i výzkumu nemocí, vývoji léků 

a molekulárních testů, t a k mají rovněž i klinické použití. J e d n a z j e j i c h p l a t f o r e m j e M i S e q . 

T e n má například v porovnání s I o n T o r r e n t vyšší celkový výstup bází. Každá báze 

má vyšší skóre k v a l i t y i vyšší přesnost při sekvenování přes problematické homopolymerní 

o b l a s t i . Díky možnosti s e k v e n o v a t napříč i n t r o n y i e x o n y a řešit nejednoznačnosti 

j e vhodný p r o v y s o c e polymorfní g e n y j a k o H L A ( P r o f a i z e r et al, 2 0 1 6 ) . 

V současné době e x i s t u j e i takzvané sekvenování třetí g e n e r a c e , které j e specifické 

produkovaním long reads. J d e o čtení dlouhých fragmentů D N A , n i k o l i v o rozbití D N A 

n a malé s e g m e n t y . K těmto technologiím patří N a n o p o r e o d O x f o r d N a n o p o r e T e c h n o l o g i e s 

a Single molekule real time ( S M R T ) sequencing o d P a c i f i k B i o s c i e n c e ( B r a v o - E g a n a et al, 

2 0 2 1 ) . 

Zdokonalené m e t o d y N G S j s o u dalším přínosem p r o k l i n i c k o u využitelnost v t y p i z a c i 

H L A . Patří m e z i ně m e t o d y sekvenování třetí g e n e r a c e , j a k o j e O x f o r d N a n o p o r e 

T e c h n o l o g i e s a S M R T ( C o r n a b y et al, 2 0 2 1 ) . Další m e t o d o u t e s t o v a n o u p r o i d e n t i f i k a c i 

H L A a l e l u dárců j e například l o n g - r e a d R N A s e q u e n c i n g , které p o s k y t u j e přesné výsledky 

v relativně krátkém čase ( C o r n a b y et al, 2 0 2 2 ) . 

T y p i z a c e pomocí N G S j e s n a d n o přijímána transplantační k o m u n i t o u , j a k 

p r o t r a n s p l a n t a c e solidních orgánů, t a k p r o t r a n s p l a n t a c e krvetvorných kmenových buněk. 

I když jedním z j e h o současných omezení j e časová náročnost. Několik připravovaných 

technologií a postupů nabízí potenciální řešení, j a k t u t o nevýhodu zmírnit. 

T y p i z a c e H L A j e m i m o t o t o v současné době stále častěji využívaná v asociačních 

studiích k i d e n t i f i k a c i genetických v a r i a n t spojených se zvýšeným r i z i k e m n e b o odolností 

vůči autoimunitním a infekčním onemocněním, a v e f a r m a k o g e n o m i c e . R a d a H L A a l e l 
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j e s p o j e n a se zajímavou škálou nežádoucích účinků, j a k o j e například r i z i k o zvýšené t o x i c i t y 

léků u pacientů s určitými a l e l a m i ( C o r n a b y et al, 2 0 2 1 ) . 

Obrázek 3 Přehled metod HLA typizace (převzato z Bravo-Egana et al, (2021)) 
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1.11 Vyšetření polymorfismů 
S N P j s o u jedním z n e j významnějších genetických polymorfismů a j s o u využívány j a k o 

m a r k e t y při s t u d i u genetických aspektů onemocnění i v e f a r m a k o g e n o m i c e . 

Jednonukleotidové p o l y m o r f i s m y j s o u používány j a k o molekulární m a r k e t y v m n o h a 

studiích. Především u komplexních onemocnění, k d e onemocnění způsobuje k o m b i n a c e více 

rizikových v a r i a n t . M e z i t y t o onemocnění patří například d i a b e t e s , autoimunitní onemocnění, 

r a k o v i n a či A l z h e i m e r o v a c h o r o b a . 

S N P j s o u významnými m a r k e t y i v e f a r m a k o g e n o m i c e . Zásadní v l i v mají v a r i a n t y 

v g e n e c h kódující e n z y m y podílející se n a m e t a b o l i s m u léčiv či v a r i a n t y u genů, n a které cílí 

účinek těchto léčiv, například u kardiovaskulárních onemocnění využívaný SLC01B1 

( K i m et M i s r a , 2 0 0 7 ; Petřková et al, 2 0 1 8 ) . 

Ideální m e t o d a p r o d e t e k c i S N P b y neměla být finančně náročná n a vývoj 

a o p t i m a l i z a c i , r e a k c e b y měla být dostatečně robustní p r o d i a g n o s t i k u i n e úplně kvalitních 

vzorků D N A . Analýza d a t musí být nenáročná, a l e přesná a reakční formát b y měl být 

flexibilní ( K w o k , 2 0 0 1 ) . 
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Genotypizační s t r a t e g i i můžeme rozdělit d o d v o u základních kroků - rozlišení a l e l 

a d e t e k c e a l e l . 

Rozlišení a l e l můžeme rozdělit n a e x t e n z i pomocí specfických primerů, h y b r i d i z a c i , 

l i g a c i a enzymatické štěpení. 

U e x t e n z e pomocí specifických primerů můžeme použít sekvenační přístup. Určujeme 

s e k v e n c i amplifikované D N A , n e b o a l e l i c k y s p e c i f i c k o u P C R , k d y D N A polymeráza 

a m p l i f i k u j e cílovou D N A , p o u z e p o k u d j e p r i m e r d o k o n a l e komplementární k s e k v e n c i , 

n a k t e r o u nasedá ( K w o k , 2 0 0 1 ) . 

Hybridizační m e t o d a využívá různé teplotní s t a b i l i t y D N A k rozlišení perfektně 

sedícího páru templátová D N A - s o n d a ( K i m et M i s r a , 2 0 0 7 ) . 

Ligační přístup používá specifické ligační e n z y m y k dosažení rozlišení a l e l . D N A ligáza 

j e v y s o c e specifická při opravování jednovláknových poškození m o l e k u l D N A . D v a sousední 

o l i g o n u k l e o t i d y připojené k templátové D N A j s o u ligovány p o u z e , když j s o u perfektně 

shodné s templátem. Přestože j e l i g a c e nejvíce specifická a nejsnadněji optimalizovatelná 

z e všech mechanismů rozlišení a l e l , j e t o nejpomalejší r e a k c e a často vyžaduje největší 

množství modifikovaných s o n d ( K w o k , 2 0 0 1 ) . 

Rozlišení a l e l pomocí enzymatického štěpení j e založené n a s c h o p n o s t i určité třídy 

enzymů štěpit D N A v místě specifické s e k v e n c e či s t r u k t u r y . E n z y m y m o h o u být použity 

p r o rozlišení a l e l , p o k u d se v m i s t e rozpoznávaném e n z y m e m v y s k y t u j e daný S N P a změna 

t o t o rozpoznávané místo ovlivňuje ( K i m et M i s r a , 2 0 0 7 ) . 

D e t e k c e rozlišených a l e l může probíhat detekcí světla emitovaného p r o d u k t e m r e a k c e , 

měřením h m o t n o s t i p r o d u k t u a n e b o měřením změny elektrických vlastností v době t v o r b y 

p r o d u k t u . 

D e t e k c e l u m i n i s c e n c e j e využívána například u pyrosekvenování. L u m i n i s c e n c e 

j e emitována při A T P dependentní luciferázové r e a k c i . A T P j e produkováno při extenční 

r e a k c i , k d y k l u m i n i s c e n c i dochází p o přidání báze ( K i m et M i s r a , 2 0 0 7 ) . D e t e k c i 

f l u o r e s c e n c e můžeme rozdělit d o několika dalších sekcí. 

Přímá d e t e k c e f l u o r e s c e n c e se používá p r o zachycení fluorescenčních značících 

m o l e k u l n a pevném nosiči a monitorování t v o r b y d s D N A s D N A interkalačním b a r v i v e m , 

které f l u o r e s k u j e j e n o m v přítomnosti d s D N A . Přímá d e t e k c e f l u o r e s c e n c e j e v e l m i 

všestranná a může být d o určité míry p r o v e d e n a v m u l t i p l e x u ( K w o k , 2 0 0 1 ) . 

M e t o d y F R E T {fluorescence resonance energy transfer) se v e l m i často využívá 

k d e t e k c i v homogenních genotypizačních t e s t e c h . K přenosu fluorescenční rezonanční 
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e n e r g i e ( F R E T ) dochází m e z i fluorescenčními b a r v i v y , když emisní s p e k t r u m j e d n o h o 

z b a r v i v ( d o n o r u ) překrývá excitační s p e k t r u m druhého ( a k c e p t o r u ) ( K i m et M i s r a , 2 0 0 7 ) . 

Při d e t e k c i prostřednictvím t z v . "molekulárního majáku" (molecular beacon) 

h y b r i d i z a c e k cílové D N A otevírá vlásenkovou s t r u k t u r u , která drží f l u o r o f o r v blízkosti 

univerzálního zhášeče. Cílová D N A , která j e z c e l a komplementární k s e k v e n c i smyčkové 

části molekulárního majáku, s ním h y b r i d i z u j e a otevře vlásenku, což v e d e k e v z n i k u 

f l u o r e s c e n c e . Molekulární maják lišící se v jedné bázi n e h y b r i d i z u j e k cílové D N A dostatečně 

silně, a b y narušil vlásenkovou s t r u k t u r u , a není pozorována žádná f l u o r e s c e n c e ( T y a g i et al, 

1 9 9 8 ) . 

D e t e k c e n a bázi fluorescenční p o l a r i z a c e ( F P ) využívá změnu p o l a r i z a c e v rovině 

polarizovaného světla m o l e k u l o u fluorescenčního b a r v i v a v důsledku změny j e h o molekulové 

h m o t n o s t i z a podmínek konstantní t e p l o t y a v i s k o z i t y rozpouštědla. P o l a r i z a c e f l u o r e s c e n c e 

se používá v klinické d i a g n o s t i c e a vazebných t e s t e c h . Výhody d e t e k c e založené n a p o l a r i z a c i 

f l u o r e s c e n c e j s o u nižší spotřeba fluorescenčně značených nukleotidů v e srovnání s F R E T 

n e b o m e t o d a m i přímé d e t e k c e f l u o r e s c e n c e ( K w o k , 2 0 0 1 ; K i m et M i s r a , 2 0 0 7 ) . 

Elektrochemická d e t e k c e m o n i t o r u j e změny v elektrochemických v l a s t n o s t e c h produktů 

r e a k c e . Elektrochemické v l a s t n o s t i s o n d y j s o u změněny, když se k ní naváže komplementární 

D N A . T e n t o p r o c e s j e znásoben použitím feromagnetického značení ( K w o k , 2 0 0 1 ) . 

Hmotnostní s p e k t r o m e t r i e (MS-mass spectrometry) měří molekulární h m o t n o s t 

vytvořených produktů a j e p r o t o nejpřímější detekční m e t o d o u . M S s vysokým rozlišením 

může s n a d n o r o z p o z n a t i m o l e k u l y D N A , které se liší j e n j e d n o u bází. 

M A L D I - T O F M S j e široce používaná m e t o d a p r o hmotnostní analýzu různých 

b i o m o l e k u l , j a k o j s o u o l i g o n u k l e o t i d y , p e p t i d y , p r o t e i n y a o l i g o s a c h a r i d y . Z a h r n u j e použití 

malé organické m o l e k u l y zvané m a t r i c e , která a b s o r b u j e e n e r g i i z laserového z d r o j e určité 

vlnové délky p r o i o n i z a c i . Když j s o u a n a l y t y smíchány a kokrystalizovány s matricí, j s o u 

ionizovány v e formě intaktních m o l e k u l v důsledku přenosu e n e r g i e z m o l e k u l m a t r i c e . 

Výsledné i o n t y j s o u urychlovány napěťovým g r a d i e n t e m v e v a k u u a odděleny d o b o u l e t u 

každého i o n t u , která závisí n a h m o t n o s t i a náboji i o n t u . V M A L D I - T O F M S může být směs 

m n o h a oligonukleotidů r y c h l e separována a přesně analyzována b e z specifických detekčních 

značek, j a k o j s o u f l u o r o f o r y . P r o t o j e t a t o m e t o d a používána v různých genotypizačních 

metodách. Vhodný návrh s o n d umožňuje kontrolované multiplexování. 

A g e n a B i o s c i e n c e MassARRAY® Systém umožňuje analýzu až 4 0 uživatelsky 

definovaných jednonukleotidových polymorfismů v j e d n o m p l e x u ( E l l i s et O n g , 2 0 1 7 , 

Petřekeř al, 2 0 1 6 ) . P l a t f o r m a umožňuje g e n o t y p i z a c i S N P , kvantitativní g e n o v o u e x p r e s i 
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a analýzu C N V , methylační analýzu a komparativní sekvenční analýzu. S e q u e n o m i P L E X ^ 

G o l d A s s a y p r o genotypování S N P p o s k y t u j e d a t a n e j vyšší k v a l i t y při nízkých nákladech 

n a g e n o t y p ( C u l l i n a n , 2 0 0 8 ) . 

T e s t TaqMan® j e jednokrokový t e s t , který využívá d e t e k c i založenou n a f l u o r e s c e n c i . 

J e ovšem o m e z e n n a g e n o t y p i z a c i j e d n o h o S N P n a t e s t . K o m b i n u j e h y b r i d i z a c i 

a 5'nukleázovou a k t i v i t u polymerázy s p o j e n o u s fluorescenční detekcí. Využívá čtyři 

o l i g o n u k l e o t i d y : dvě alelově specifické oligonukleotidové s o n d y a pár P C R primerů 

lemujících o b l a s t obsahující S N P . Alelově specifické s o n d y n e s o u fluorescenční b a r v i v o 

n a j e d n o m k o n c i (reportér) a nefluorescenční b a r v i v o n a druhém k o n c i (zhášedlo). 

Neporušené s o n d y nevykazují žádnou f l u o r e s c e n c i kvůli těsné blízkosti m e z i reportérovým 

a zhášecím b a r v i v e m . P r o d e t e k c i S N P se provádí P C R r e a k c e s g e n o m o v o u D N A 

v přítomnosti všech čtyř s o n d pomocí polymerázy, která má 5 ' exonukleázovou a k t i v i t u . 

Během prodlužování P C R p r i m e r u e n z y m štěpí p o u z e h y b r i d i z o v a n o u s o n d u , která 

j e d o k o n a l e kompatibilní, čímž uvolňuje reportérové b a r v i v o z e zhášeče. Reportérové b a r v i v o 

g e n e r u j e fluorescenční signál v nepřítomnosti svého zhášeče, zatímco nesprávně spárovaná 

s o n d a zůstává nedotčena a n e v y k a z u j e žádnou f l u o r e s c e n c i . Výsledkem j e , že obě a l e l y 

m o h o u být detekovány během r e a k c e n a základě h y b r i d i z a c e příslušných s o n d . T a q M a n * 

vyžaduje p o u z e j e d e n enzymatický k r o k s jednoduchým operačním p o s t u p e m 

( F r a n c i s c o et al., 2 0 0 5 ) . 

P r o a p l i k a c i i d e n t i f i k a c e jednonukleotidových polymorfismů v medicíně 

s c o n e j rychlejším přístupem b y l y testovány i systémy n a p r i n c i p u point of care, například 

S p a r t a n R X Systém založený n a testování bukálního s t e r u , který využívá o p t i c k o u d e t e k c i 

a následnou a u t o m a t i c k o u analýzu p r o vyhodnocení fluorescenčních signálů 

z oligonukleotidových s o n d , které se váží n a P C R a m p l i k o n y a tím určuje g e n o t y p 

(Petřek et al, 2 0 1 6 ) . 
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2 Cíle práce 
Obecným cílem této dizertační práce b y l o přispět k objasnění p a t o f y z i o l o g i e sarkoidózy 

s t u d i e m polymorfismů v g e n e c h , převážně s imunitními f u n k c e m i , které b y m o h l y mít v l i v 

n a její v z n i k a průběh. R e p l i k o v a t výsledky předchozích studií u populací, u kterých n e b y l a 

s p o j i t o s t polymorfismů se sarkoidózou ještě studována, či se podrobněji zaměřit n a s o u v i s l o s t 

těchto polymorfismů s jednotlivými klinickými s t a d i i a n a p o m o c i t a k i d e n t i f i k a c i možných 

markerů p r o budoucí využití p r o d i a g n o s t i k u , určování prognózy n e b o k i n d i k a c i léčby 

u sarkoidózy. 

Jednotlivé konkrétní cíle p a k b y l y : 

• Výběr S N P spojených se sarkoidózou, návrh primerů p r o j e j i c h analýzu pomocí 

M a s s A r r a y a o p t i m a l i z a c e této m e t o d y 

• Analýza asociací vybraných S N P u pacientů se sarkoidózou v několika populacích 

(česká, polská, řecká a korejská p o p u l a c e ) 

• Analýza asociací vybraných S N P s klinickými f e n o t y p y sarkoidózy ( s t a d i a 

onemocnění, přítomnost Lófgrenova s y n d r o m u , vývoj onemocnění p o d v o u l e t e c h 

sledování, přítomnost mimoplicních projevů onemocnění, i n d i k a c e k léčbě) 

• Analýza H L A lokusů pomocí N G S v e vybraných populacích (česká, korejská 

a chorvatská p o p u l a c e ) 

• A s o c i a c e H L A v a r i a n t se sarkoidózou a a s o c i a c e H L A v a r i a n t s klinickými f e n o t y p y 

sarkoidózy. 
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3 Materiál a metody 

3.1 Biologický materiál 
V této case-control s t u d i i b y l i analyzováni p a c i e n t i se sarkoidózou z České r e p u b l i k y , 

Řecké r e p u b l i k y , Korejské r e p u b l i k y a Polské r e p u b l i k y . P a c i e n t i b y l i diagnostikováni 

n a základě ATS, ERS, and WASOG statement on sarcoidosis (1999). 

3.1.1 Česká populace 

V české p o p u l a c i d i a g n o s t i k o v a l a 3 0 1 pacientů se sarkoidózou ve Fakultní nemocnici 

Brno n a klinice nemocí plicních a tuberkulózy d o c . M U D r. M a r t i n a Doubková, P h . D . . 

C h a r a k t e r i s t i k a této pacientské p o p u l a c e p r o analýzu 2 0 S N P a H L A lokusů j e u v e d e n a 

v T a b . 1 . 

B y l y shromážděny v z o r k y 2 0 3 kontrolních zdravých nepříbuzných jedinců 

p r o analýzu 2 0 jednonukleotidových polymorfismů, a p r o analýzu H L A lokusů 

p a k v z o r k y 3 0 9 kontrolních jedinců n a pracovištích školitele - Lékařské fakulty Univerzity 

Palackého v Olomouci (Ústavy patologické fyziologie, & molekulární a translační medicíny), 

r e s p . v e Fakultní nemocnici Olomouc - Laboratoř kardiogenomiky ( T a b . 1 ) . 

Z pracovišť b y l y obdrženy v z o r k y k r v e v e zkumavkách K 3 E D T A , z e kterých b y l a 

následně v naší laboratoři vyizolována D N A . 

P a c i e n t i i kontrolní j e d i n c i b y l i d o s t u d i e zařazováni v období o d 2 . 3 . 2 0 1 1 

d o 1 0 . 3 . 2 0 2 2 a p o d e p s a l i informovaný s o u h l a s s účastí n a s t u d i i schválený e t i c k o u komisí 

daných institucí. 

P a c i e n t i b y l i sledováni p o d o b u minimálně d v o u l e t o d stanovení diagnózy p r o zjištění 

vývoje n e m o c i a r e a k c e n a léčbu. 

U českých pacientů b y l y kromě p l i c postiženy v 9 1 případech i jiné orgány. 

U 2 5 pacientů b y l a pozorována generalizovaná l y m f a d e n o p a t i e ( u 1 6 pacientů lokalizované 

postižení lymfatických u z l i n ) , u 2 5 pacientů postižení kůže, u 1 6 pacientů postižení s l e z i n y 

a u 2 pacientů t r o m b o c y t o p e n i e . Další mimoplicní l o k a l i z a c e b y l y : játra ( n = 8 ) , s r d c e ( n = 8 ) , 

oči ( n = 4 ) , nervový systém ( n = 4 ) , k o s t i ( n = 3 ) , kostní dřeň ( n = 1 ) , měkké tkáně ( n = 1 ) , 

n a d v a r l e ( n = 1 ) , příušní žláza ( n = 1 ) , slinná žláza ( n = 1 ) , m a n d l e ( n = 1 ) a střeva ( n = 1 ) . 
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Tabulka 1: Charakteristika analyzované české populace n-počet jedinců 
v 

Česká republika 
Pacienti n = 301 Kontroly NGS 

analýza n = 309 
Kontroly SNP 

analýza n = 203 
Muži : ženy 1 4 9 : 1 5 2 1 4 3 : 1 6 6 9 4 : 1 0 9 
Průměrný věk 46.77± 1 1 . 4 9 l e t 32.38±8.631et 31.94±8.891et 
Věkové rozmezí 2 4 - 7 2 l e t 1 8 - 6 1 l e t 1 8 - 5 8 l e t 
Lófgrenův s y n d r o m 5 5 - -
Mimoplicní postižení 9 1 - -

Léčba 1 9 4 - -
R e m i s e : P e r z i s t e n c e 1 4 2 : 1 3 4 - -
Rentgenové s t a d i u m 
1 / 2 / 3 / 4 

9 5 / 1 4 2 / 5 8 / 6 - -

3.1.2 Polská populace 

V polské p o p u l a c i d i a g n o s t i k o v a l a 1 0 4 pacientů n a Department of Pulmonology, 

Medical University of Gdansk P r o f . D r . H a b i l . A n n a D u b a n i e w i c z . J e d i n c i b y l i d o s t u d i e 

zařazováni v období o d r o k u 2 0 1 0 d o 1 4 . 1 1 . 2 0 1 6 . P a c i e n t i b y l i sledováni p o d o b u minimálně 

d v o u l e t o d stanovení diagnózy p r o zjištění vývoje n e m o c i a r e a k c e n a léčbu. C h a r a k t e r i s t i k a 

p o p u l a c e j e u v e d e n a v T a b . 2 . 

P r o analýzu 2 0 jednonukleotidových polymorfismů b y l a využita p o p u l a c e 

1 0 0 kontrolních zdravých nepříbuzných jedinců, kteří b y l i získáni n a Department of Forensic 

Medicíne, Medical University of Gdansk ( D r . H a b i l . K r z y s z t o f R e b a l a ) . C h a r a k t e r i s t i k a 

kontrolních jedinců j e u v e d e n a v T a b . 2 . P a c i e n t i i kontrolní s u b j e k t y p o d e p s a l i informovaný 

s o u h l a s s účastí n a s t u d i i schválený e t i c k o u komisí i n s t i t u c e . 

Z pracovišť b y l y obdrženy v z o r k y D N A . 

Tabulka 2: Charakteristika polské analyzované populace n-počet jedinců 

Polská republika 
Pacienti n = 104 Kontrolní populace n = 100 

Muži: ženy 6 4 : 4 0 5 3 : 4 7 
Průměrný věk 41.38±11.50 l e t 32.99±12.171et 
Věkové rozmezí 2 1 - 6 8 l e t 1 6 - 7 9 l e t 
Lófgrenův s y n d r o m 1 8 -

Léčba 3 8 -
R e m i s e : S t a b i l i z a c e : P r o g r e s e 3 1 : 1 5 : 2 5 -
S t a d i u m 1 / 2 / 3 / 4 3 3 / 4 8 / 1 6 / 6 -
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3.1.3 Řecká populace 

V Řecké p o p u l a c i d i a g n o s t i k o v a l a 1 0 3 pacientů v Sarcoidosis Center, General 

Hospital for Chest Diseases, Athens D r . A n g e l i k i R a p t i . J e d i n c i b y l i d o s t u d i e zařazováni 

v období o d 1 1 . 1 0 . 2 0 1 7 d o 1 3 . 1 1 . 2 0 1 9 . P a c i e n t i b y l i sledováni p o d o b u minimálně d v o u l e t 

o d stanovení diagnózy p r o zjištění vývoje n e m o c i a r e a k c e n a léčbu. 

Z pracoviště b y l y obdrženy v z o r k y k r v e v e zkumavkách K 3 E D T A , z e kterých b y l a 

následně v naší laboratoři vyizolována D N A . 

Základní c h a r a k t e r i s t i k a řecké p o p u l a c e j e u v e d e n a v T a b . 3 . V analyzované řecké 

p o p u l a c i pacientů se sarkoidózou b y l o 5 7 pacientů léčeno k o r t i k o i d y , 5 z n i c h navíc 

v k o m b i n a c i s methotrexátem. T a t o kombinovaná léčba b y l a použita při výskytu pulmonární 

h y p e r t e n z e a u několika případů s kardiopatií. U 2 pacientů b y l y k o r t i k o s t e r o i d y podávány 

v k o m b i n a c i s l o n g - a c t i n g p 2 - a g o n i s t . U 5 pacientů b y l a léčba p o z a s t a v e n a . U 4 6 pacientů 

n e b y l a indikována žádná léčba. 

U řeckých pacientů b y l o n e j častějším mimoplicním postižením zasažení kůže ( n = 1 3 ) , 

k a r d i o p a t i e zjištěná n a základě M R I vyšetření ( n = 1 2 ) , u v e i t i d a ( n = 8 ) , periferní 

l y m f a d e n o p a t i e ( n = 4 ) , a r t r o p a t i e ( n = 3 ) , hyperkalcémie ( n = 3 ) , nodózní erytém ( n = 2 ) , 

pulmonární h y p e r t e n z e ( n = 2 ) a neurosarkoidóza ( n = 1 ) . 

P r o analýzu 2 0 jednonukleotidových polymorfismů b y l a použita p o p u l a c e 

1 0 0 kontrolních zdravých nepříbuzných jedinců, t i t o b y l i získáni m e z i zdravými dárci k r v e 

v Department of Immunology and Histocompatibility, Laiko General Hospital, Athens 

( D r . K a l l i o p i A d a m ) ( T a b . 3 ) . Z pracoviště b y l y p o s k y t n u t y v z o r k y D N A . 

P a c i e n t i i kontrolní j e d i n c i p o d e p s a l i informovaný s o u h l a s s účastí n a s t u d i i schválený 

e t i c k o u komisí daných institucí. 

Tabulka 3: Charakteristika řecké analyzované populace n-počet jedinců 

Řecká republika 
Pacienti n = 103 Kontroly n = 100 

Muži: ženy 3 0 : 7 3 3 0 : 7 0 
Průměrný věk 56.55±11.57 l e t 43.68±12.02 l e t 
Věkové rozmezí 2 8 - 8 5 l e t 2 1 - 7 2 l e t 
Lófgrenův s y n d r o m 1 1 -
Mimoplicní postižení 4 4 -
Léčba 5 7 -
R e m i s e : S t a b i l i z a c e : P r o g r e s e 1 3 : 8 7 :3 -
S t a d i u m 1 / 2 / 3 / 4 2 9 / 5 9 / 4 / 5 -
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3.1.4 Korejská populace 

V Korejské p o p u l a c i d i a g n o s t i k o v a l 1 3 9 pacientů v Department of Pulmonary 

and Critical Care Medicíne, Asan Medical Centre, Seoul M . D . J i n W o o S o n g P h . D . . J e d i n c i 

b y l i d o s t u d i e zařazováni v období o d 1 7 . 5 . 1 9 9 4 d o 3 1 . 5 . 2 0 1 9 . P a c i e n t i p o d e p s a l i 

informovaný s o u h l a s s účastí n a s t u d i i schválený e t i c k o u komisí i n s t i t u c e . Z pracoviště b y l y 

obdrženy v z o r k y D N A . 

P a c i e n t i b y l i sledováni v rozmezí j e d n o h o a půl až dvacetišesti l e t p r o zjištění vývoje 

n e m o c i a r e a k c e n a léčbu. 

P r o analýzu H L A lokusů b y l y použity alelické f r e k v e n c e Korejské p o p u l a c e 

z databáze a l l e l e f r e q u e n c i e s . n e t {South Korea pop 1 p r o l o k u s y HLA-DRB1, -DQA1, -DQB1 

a South Korea pop 3 p r o l o k u s y HLA-A, -B, -C). 

P r o analýzu 2 0 jednonukleotidových polymorfismů b y l y použity alelické f r e k v e n c e 

S N P v EastAsian population z databáze e n s e m b l . o r g . 

Základní c h a r a k t e r i s t i k a pacientské p o p u l a c e j e v T a b . 4 . V korejské pacientské 

p o p u l a c i b y l o pomocí kortikoidů léčeno 9 2 pacientů, 1 7 z n i c h v k o m b i n a n c i 

s Methotrexátem, 7 v k o m b i n a c i s A z a t h i o p r i n e m , u 6 p a c i e n t u v k o m b i n a c i 

s Mykofenolát m o f e t i l e m , u 4 pacientů v k o m b i n a c i s H y d r o x y c h l o r o q u i n e m a u j e d n o h o 

p a c i e n t a v k o m b i n a c i s C y k l o s p o r i n e m . J e d e n p a c i e n t b y l léčen p o u z e H y d r o x y c h l o r o q u i n e m 

a d v a p o u z e Methotrexátem. U 4 6 pacientů n e b y l a indikována žádná léčba. 

U korejských pacientů patřily m e z i mimoplicní l o k a l i z a c e sarkoidózy oči ( n = 2 7 ) 

a mimoplicní lymfatické u z l i n y ( n = 2 7 ) , následované zasažením kůže ( n = 2 4 ) , s r d c e ( n = 7 ) , 

j a t e r ( n = 7 ) , s l e z i n y ( n = 4 ) , l e d v i n ( n = 3 ) a pohybového ústrojí ( n = 2 ) . Neurosarkoidóza, 

stejně j a k o zasažení s l i n i v k y , s e v y s k y t o v a l a v 1 případě a u 4 6 pacientů b y l a pozorována 

hyperkalcémie. 

Tabulka 4: Charakteristika analyzované korejské pacientské populace n-počet jedinců 

Korejská republika 
Pacienti 

Analýza SNP n = 139 Analýza NGS n = 103 
Muži : ženy 4 0 : 9 9 2 4 : 7 9 
Průměrný věk 46.9±12.5 l e t 4 6 . 9 ± 1 2 . 9 l e t 
Věkové rozmezí 2 7 - 7 1 l e t 2 7 - 7 1 l e t 
Mimoplicní postižení 9 6 7 3 
Lófgrenův s y n d r o m 0 0 
Léčba 9 5 6 7 
R e m i s e : S t a b i l i z a c e : P r o g r e s e 7 9 : 4 0 : 9 5 8 : 3 2 : 5 
S t a d i u m 0 / 1 / 2 / 3 / 4 4 / 3 7 / 8 5 / 6 / 5 2 / 2 8 / 6 4 / 6 / 3 
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3.1.5 Chorvatská populace 

V chorvatské p o p u l a c i b y l a p r o v e d e n a N G S analýza H L A lokusů u 1 2 0 zdravých 

nepříbuzných dobrovolných dárců k r v e . D N A p r o N G S analýzu b y l a izolována 

n a Department of Medical Chemistry, Biochemistry and Clinical Chemistry, Faculty 

of Medicíně, University of Osijek A s s i s t . P r o f . S t a n a Tokič P h . D . . V e vyšetřované p o p u l a c i 

b y l o 3 4 žen a 8 6 mužů. Medián věku jedinců b y l 3 6 l e t a věkové rozmezí b y l o 2 0 - 6 1 l e t . 

J e d i n c i pocházeli z východní části C h o r v a t s k a . 

3.2 Izolace DNA 

3.2.1 Přístrojová izolace DNA 

D N A b y l a izolována m e t o d o u m i k r o i z o l a c e pomocí přístroje N o r D i a g A r r o w 

( N o r D i a g , O s l o , N o r w a y ) . I z o l a c e b y l a p r o v e d e n a z 5 0 0 u l nesrážlivé periferní k r v e odebrané 

d o z k u m a v e k K 3 E D T A . I z o l a c e probíhala pomocí standardního přednastaveného p r o t o k o l u 

B l o o d D N A 5 0 0 v . 2 . 0 . Eluční o b j e m , t e d y výsledný o b j e m získané D N A b y l 4 0 0 u l 

(Petřek et al, 2 0 1 6 ) . 

3.2.2 Izolace DNA vysolovací metodou 

D N A b y l a zároveň izolována vysolovací m e t o d o u , t z v . makroizolací. P r o t u t o m e t o d u 

b y l y použity 3 m l periferní k r v e odebrané d o z k u m a v e k K 3 - E D T A , smíchané s 4 2 m l L B 

p u f r u , který o b s a h o v a l d e t e r g e n t T r i t o n X 1 0 0 zajišťující lýzi buněk ( 0 . 3 M sacharóza; 

O . O I M T r i s ( p H 7 . 5 ) ; 5 m M M g C l 2 * 6 H 2 0 ; 1 % T r i t o n X 1 0 0 ) . Vzniklá směs b y l a 

centrifugována při 4 0 0 0 o t / m i n a získaný p e l e t b y l p r o m y t r o z t o k e m T r i s ( p H 7 . 5 ) . Následně 

b y l p e l e t rozpuštěn v 9 5 0 u l r o z t o k u T r i s ( p H 7 . 5 ) . K získané směsi b y l o přidáno 

3 5 0 u l r o z t o k u P ( l O m M T r i s ( p H 8 ) ; 4 0 m M E D T A ; 4 m M C a C l 2 ; 3 0 0 m M N a C l ; 4 % S D S ) 

a 4 0 u l proteinázy K . Následovala i n k u b a c e 2 4 h o d i n při teplotě 3 7 °C. P o i n k u b a c i b y l a směs 

v y c h l a z e n a n a p o k o j o v o u t e p l o t u a b y l o k ní přidáno 4 0 0 u l 5 M N a C l . Důkladným 

protřepáním došlo kvysrážení proteinů, které b y l y odděleny centrifugací 15 m i n u t 

při 4 0 0 0 o t / m i n . 

D N A b y l a precipitována v 9 6 % E t O H , p r o m y t a v 7 0 % E t O H , a následně rozpuštěna 

v 3 5 0 u l T r i s - E D T A p u f r u ( M i l l e r et al, 1 9 8 8 ) . 

3.2.3 Měření koncentrace DNA 

K o n c e n t r a c e D N A b y l a s t a n o v e n a měřením n a s p e k t r o f o t o m e t r u N a n o d r o p 2 0 0 0 

( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c I n c . , W i l m i n g t o n , D e l a w a r e U S A ) . K o n c e n t r a c e D N A 
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se p o h y b o v a l a v rozmezí 3 0 - 1 0 0 n g / u l u mikroizolací a v rozmezí 1 5 0 - 7 0 0 n g / u l 

u makroizolací. Čistota D N A (poměr absorbancí vlnových délek 2 6 0 n m / 2 8 0 n m ) 

se p o h y b o v a l a v rozmezí 1 . 7 - 1 . 9 u o b o u typů i z o l a c e . 

3.3 Analýza technologií MassArray® 

3.3.1 Návrh primerů 

P r i m e r y b y l y navrženy n a 2 0 S N P ( T a b . 5 ) pomocí p r o g r a m u Assay Design Suite 2.0 

( A g e n a B i o s c i e n c e , I n c . , S a n D i e g o , C A , U S A ) . 

Tabulka 5: SNP vybrané pro analýzu ( C h r . - c h r o m o z o m ) 

G e n S N P Minoritní 
a l e l a 

C h r . R e g i o n F u n k c e 

ANXA11 r s 1 0 4 9 5 5 0 A 10 E x o n 
( A r g 2 3 0 C y s ) 

K a l c i u m dependentní fosfolipidové-
vazebné místo 

TNFA r s 1 8 0 0 6 2 9 A 6 P r o m o t o r C y t o k i n 
TGF-02 r s l 8 9 1 4 6 7 G 1 I n t r o n C y t o k i n ( a k t i v a c e SMÄD) 
GREM1 r s l 9 1 9 3 6 4 C 15 P r o m o t o r C y t o k i n 
(HLA-DRA, HLA- r s 1 9 6 4 9 9 5 C 6 Intergenní I m u n i t a , p r ezen tace antigénu 
DRB5) 
NOD2 r s 2 0 6 6 8 4 4 T 16 E x o n 

( A r g 7 0 2 T r p ) 
Imunitní systém 

BTNL2 r s 2 0 7 6 5 3 0 C 6 E x o n 
( S e r 3 6 0 G l y ) 

R e g u l a c e T-lymfocytů ( T h l ) 

HLA-DQA1 r s 2 1 8 7 6 6 8 T 6 I n t r o n I m u n i t a , p r ezen tace antigénu 
CACFD1 r s 3 1 2 4 7 6 5 T 9 E x o n ( I l e 5 8 = ) Homeostáza k a l c i a 
CóorflO r s 3 1 2 9 9 2 7 C 6 I n t r o n R i z i k o p r o p o r u c h y i m u n i t y 
ATF6B r s 3 1 3 0 2 8 8 A 6 5 ' - U T R ; 

v M H C - I I I 
S t r e s endoplazmatického r e t i k u l a 

HLA-DRA r s 3 1 3 5 3 9 4 G 6 I n t r o n I m u n i t a , p r ezen tace antigénu 
TAP2 r s 3 8 1 9 7 1 7 T 6 I n t r o n Membránový t r a n s p o r t a p rezen tace 

antigénu 
HLA-DRB1 r s 3 8 3 0 1 3 5 A 6 I n t r o n I m u n i t a , p r ezen tace antigénu 
TGF-P3 r s 3 9 1 7 1 6 5 T 14 I n t r o n C y t o k i n ( d i f e r e n c i a c e a vývoj 

buněk) 
TGF-P3 r s 3 9 1 7 2 0 0 G 14 I n t r o n C y t o k i n ( d i f e r e n c i a c e a vývoj 

buněk) 
HLA-DPB1 r s 9 2 7 7 3 5 7 G 6 P r o m o t o r I m u n i t a , p r ezen tace antigénu 
LRRC16A r s 9 2 9 5 6 6 1 C 6 I n t r o n P r o d u k c e megakaryocytů a destiček 
H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 r s 2 0 4 0 4 1 0 T 6 I n t r o n I m u n i t a , p r ezen tace antigénu 
H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 r s 3 1 3 5 3 8 8 A 6 Intergenní I m u n i t a , p r ezen tace antigénu 
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Jednotlivé lyofylizované p r i m e r y p r o P C R r e a k c i b y l y naředěny P C R g r a d e v o d o u 

n a k o n c e n t r a c i 1 0 0 p m o l / u l . Extenční p r i m e r y b y l y naředěny P C R g r a d e v o d o u 

n a k o n c e n t r a c i 4 0 0 p m o l / u l . S e k v e n c e primerů j s o u u v e d e n y v tabulkách ( T a b . 6 , T a b . 7 ) . 

Tabulka 6: Nukleotidové sekvence f o r w a r d (F) a reverse (R) primerů pro amplifikační 
reakci MassArray analýzy 

Název 
primerů 

Sekvence primerů Název 
primerů F R 

rs3130288 ACGTTGGATGATCAGCTCCGCCATCTTTCC ACGTTGGATGTTACTGGTCGGTAGAGCTTC 
rs9295661 ACGTTGGATGTTTCTAGCTCTCTAGTGCTC ACGTTGGATGACCACACTTTTTGACTGCAC 
rs3129927 ACGTTGGATGGAAAATGGTGCCTCATAGCG ACGTTGGATGTCCTGCCACAACATAAAAGG 
rs2187668 ACGTTGGATGTGAGGTGACACATATGAGGC ACGTTGGATGTGAGGTGACACATATGAGGC 
rs3135394 ACGTTGGATGCAACAGCACCAATGTTGCTC ACGTTGGATGCATCTCCATGGTACAGCAGA 
rsl800629 ACGTTGGATGGCATCCTGTCTGGAAGTTAG ACGTTGGATGCTGATTTGTGTGTAGGACCC 
rsl891467 ACGTTGGATGTGCATATAGGGTATAGGCGG ACGTTGGATGTCAGCAAGCCCATTCAAGAC 
rs3917165 ACGTTGGATGTATTGAGAGCTGGACTAGGG ACGTTGGATGTATTGAGAGCTGGACTAGGG 
rs3917200 ACGTTGGATGGGAAGGAAAGTGACAATCTC ACGTTGGATGCCTGGACATCAGAATTAAGC 
rs9277357 ACGTTGGATGTCTGGCAGTTGATTACTGTG ACGTTGGATGTCTGGCAGTTGATTACTGTG 
rs3830135 ACGTTGGATGCAGGACATTAGAGCCGTTTG ACGTTGGATGAGAAAGGTGAGGAGCCTTTG 
rsl964995 ACGTTGGATGTCCCTTTAACTGCAGCTCAC ACGTTGGATGGCAGATGCCTTTTGTGTGAG 
rsl049550 ACGTTGGATGGAAAGTAGGATCTGCTGCCG ACGTTGGATGGAGCATCTCATGACCCCTAC 
rs3819717 ACGTTGGATGGTGTTCTGAGAAATGTGTCG ACGTTGGATGGGAGCAATAGGCTAAACTAC 
rs2076530 ACGTTGGATGAGTGGCAGGAGCAGGTATTG ACGTTGGATGATACTCAGTGCCAGACCTTC 
rsl919364 ACGTTGGATGGAAGCCTTGACTTTTGACGG ACGTTGGATGGAGCCTGTCGCCAACATGA 
rs2066844 ACGTTGGATGTTCAGATCACAGCAGCCTTC ACGTTGGATGATGGAGTGGAAGTGCTTGCG 
rs3124765 ACGTTGGATGTTTCAAGCTTGCGCGATCTC ACGTTGGATGAGATTCCCGACCAGCAAGAC 
rs2040410 ACGTTGGATGTGAGGTACCTCATTAGGCAG ACGTTGGATGGTATATGTAAAGAGTCCAGG 
rs3135388 ACGTTGGATGCCTCTTGTTGTGGTCTAGTC ACGTTGGATGTTGCTCAGTAGAGATCTCCC 

Tabulka 7: Nukleotidové sekvence primerů pro reakci prodloužení o jednu bázi 
MassArray analýzy 

Název i ir imem Sekvence nrimern 
rs3130288 A C C G T C T C C T G G T T G 

rs9295661 A G A A A A A C T G A A A T T G A A G T G A C 

rs3129927 A A A A A G A A G A A G A A A T C A A A G T A G 

rs2187668 C A C C A C A T G G T C C T C A 

rs.3135394 C A G A T T C C C C A T T T C C T T A C T 

rs1800629 C C C G G G A G G C T G A A C C C C G T C C 

rs1891467 T T A G A C G T C T C A A G G C C T C A 

rs3917200 G G G A T T G A C A A T C T C C T G T C T G A 

rs3917165 G C C A T T T T C T C T A T T T T G T T T A A 

rs9277357 A G T T T T T G C C A A T T G C G T T A 

rs3830135 C T G G A G G A G G A A C T A T G G 

rs1964995 T G C A G C T C A C A T T A T T T T 

rsl049550 A T G A C T G C C T G G G G A G T 

rs3819717 T G T G T C G T T AGA T G G T T T C ! A T 
rs2076530 G T G G A T C T G A A G G T G G T A 

rs2066844 T C T G A G A A G G C C C T G C T C 

rs.3124765 A T C C A C C C T C T G A A C A T 
rs2040410 C C A A G T G C A G T G T A T G T A 
rs3135388 A T C T C C C A A C A A A C C A A 
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3.3.2 Příprava produktů pro genotypizaci 

A m p l i f i k a c e a příprava produktů p r o g e n o t y p i z a c i b y l y p r o v e d e n y pomocí iPLEX® 

Gold Reagent K i t u ( A g e n a B i o s c i e n c e , I n c . , S a n D i e g o , C A , U S A ) . N e j p r v e b y l y v z o r k y 

D N A naředěny n a k o n c e n t r a c i 1 0 n g / u l , následně proběhla a m p l i f i k a c e . 

P C R reakční směs b y l a připravena d l e r o z p i s u uvedeného v T a b . 8 a napipetována 

d o 9 6 jamkové destičky. Poté b y l d o příslušných j a m e k napipetován 1 u l D N A o k o n c e n t r a c i 

1 0 n g / u l . J a k o negativní k o n t r o l a b y l a použita P C R g r a d e v o d a . J a k o pozitivní k o n t r o l a b y l 

použit vždy j e d e n z e vzorků komerční D N A ( N A 1 6 6 8 9 , N A 1 7 0 8 4 , N A 1 7 2 5 2 ) získaných 

z NIGMS Human Genetic Cell Repository ( C o r i e l l I n s t i t u t e f o r M e d i c a l R e s e a r c h , 

N e w J e r s e y , U S A ) . A m p l i f i k a c e probíhala v t e r m o c y k l e r u d l e doporučeného teplotního 

schématu ( T a b . 9 ) . 

Tabulka 8: Složení reakční směsi pro amplifikační reakci MassArray analýzy 

Reagencie Množství pro 
1 reakci (ul) 

PCR gráde voda 2 . 4 

Pufr 10 x 0 . 5 

MgCl 2 25 mmol/1 0 . 4 

dNTP mix 25 mmol/1 0 . 2 

Primer mix 1 umol/1 0 . 5 

HotStarTaq 5 U/uI 0 . 1 

Tabulka 9: Teplotní schéma inkubace vzorků pro amplifikační reakci MassArray 
analýzy 

Počet 
cyklů Teplota Fáze čas 

lx 9 4 °C Predenaturace 2 m i n 

45 x 

9 4 °C Denaturace 3 0 s 

45 x 5 6 °C Nasedání 
primerů 3 0 s 45 x 

7 2 °C Elongace 6 0 s 

lx 7 2 °C Finální 
extenze 5 m i n 

lx 4 ° C Chlazení co 
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P o prvotní P C R a m p l i f i k a c i následovala i n a k t i v a c e volných deoxyribonukleotidů 

pomocí shrimp alkaline fosfatázy ( S A P ) . B y l a připravena reakční směs d l e T a b . 1 0 . D o každé 

reakční j a m k y b y l y napipetovány 2 u l připravené směsi a probíhala i n k u b a c e d l e teplotního 

schématu ( T a b . 1 1 ) . 

Tabulka 10: Složení reakční směsi pro SAP reakci MassArray analýzy 

Reagencie Množství pro 1 reakci (ul) 

PCR gráde voda 1.53 

SAP Pufr 10 x 0 . 1 7 

SAP enzým 1.7 U/uI 0 . 3 

Tabulka 11: Teplotní schéma inkubace vzorků pro SAP reakci MassArray analýzy 

Počet cyklů Teplota Fáze Čas 

l x 3 7 °C Inkubace 4 0 m i n 

l x 8 5 °C Inkubace 5 m i n 

l x 4°C Chlazení co 

Posledním k r o k e m b y l a i P L E X r e a k c e . Jedná se o prodloužení získaného a m p l i k o n u 

o j e d n u bázi, připojením extenčních primerů o známé molekulové h m o t n o s t i . B y l a připravena 

reakční směs ( T a b . 1 2 ) , která b y l a napipetována k e vzorům v 9 6 jamkové d e s c e a následovala 

i n k u b a c e v t e r m o c y k l e r u d l e teplotního schématu ( T a b . 1 3 ) . 

Tabulka 12: Složení reakční směsi pro iPLEX reakci MassArray analýzy 

Reagencie Množství pro 1 reakci (ul) 

PCR gráde voda 0 . 7 3 9 

iPLEX® pufrPlus lOx 0 . 2 

iPLEX® -Terminační mix 0.5 0 . 1 

Primer mix 0 . 9 4 

iPLEX® enzým 0 . 0 2 1 
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Tabulka 13: Teplotní schéma inkubace vzorků při iPLEX reakci MassArray analýzy 

Počet cyklů Teplota Fáze Čas 

lx 9 4 °C Predenaturace 3 0 s 

40 x 

9 4 °C Denaturace 5 s 

40 x 
5x 

5 2 °C Nasedání primerů 5 s 40 x 
5x 

8 0 °C Elongace 5 s 

lx 7 2 °C Finální extenze 3 m i n 

lx 4 ° C Chlazení co 

Pomocí r e s i n u b y l y v dalším k r o k u odstraněny nežádoucí příměsi, především s o l i , které 

b y m o h l y negativně o v l i v n i t následnou analýzu přístrojem S e q u e n o m . P o odsolení b y l y 

v z o r k y přístrojem N a n o d i s p e n s e r n a n e s e n y n a čip s matricí, který b y l analyzován pomocí 

p l a t f o r m y MassARRAY založené n a p r i n c i p u M A L D I - T O F M S ( A g e n a B i o s c i e n c e , 

S a n D i e g o , C A , U S A ) . Výsledky b y l y získány pomocí p r o g r a m u MassARRAY Typer 4.2 

( A g e n a B i o s c i e n c e , S a n D i e g o , C A , U S A ) a následně ručně kontrolovány pomocí 

call cluster plot ( S i k o r o v a et al, 2 0 2 0 ; S t e r c l o v a et al, 2 0 2 1 ) . 

3.4 End point genotypizace 
U S N P r s 3 9 1 7 2 0 0 (TGF-fi3) b y l y v z o r k y genotypizovány i m e t o d o u End point 

genotyping TaqMan assay ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c I n c . , W a l t h a m , M A U S A ) pomocí 

přístroje L i g h t C y c l e r 4 8 0 ( R o c h e D i a g n o s t i c s , M a n n h e i m , G e r m a n y ) . B y l a připravena reakční 

směs ( T a b . 1 4 ) . Následně b y l o d o příslušných j a m e k napipetováno 4 . 5 u l templátové D N A 

( 1 0 n g / u l ) . I n k u b a c e probíhala d l e schématu ( T a b . 1 5 ) se zachycením d a t v každém c y k l u . 

Poté b y l a p r o v e d e n a end point analýza d a t ( S i k o r o v a et al, 2 0 2 0 ; S t e r c l o v a et al, 2 0 2 1 ) . 

Tabulka 14: Složení reakční směsi pro T a q M a n assay 

Reagencie Množství pro 1 reakci (ul) 

PCR grade voda 0 . 2 5 

LightCycler 480 Probes Master 5 

TaqMan SNP genotyping assay 0 . 2 5 
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Tabulka 15: Teplotní schéma inkubace vzorků pro T a q M a n assay 

Počet cyklů Teplota Fáze Čas 

lx 9 5 °C Predenaturace 5 m i n 

45 x 

9 5 °C Denaturace 1 0 s 

45 x 6 0 °C Nasedání primerů 4 5 s 45 x 

7 2 °C Elongace 1 s 

lx 4 0 °C Finální extenze 3 0 s 

3.5 NGS 
H L A g e n o t y p y p r o HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 a -DQB1 l o k u s y b y l y určeny pomocí 

O m i x o n H o l o t y p e H L A 9 6 / 7 k i t u ( O m i x o n B i o c o m p u t i n g L t d , B u d a p e s t , H u n g a r y ) 

v k o n f i g u r a c i p r o I l l u m i n a M i S e q . T a t o m e t o d a umožňuje t y p i z a c i H L A lokusů pomocí 

kombinovaného přístupu spočívajícího v prodloužení délky s e k v e n c e a pokročilých 

bioinformatických nástrojů. Má potenciál s t a n d a r d u p r o přesnou t y p i z a c i v a r i a n t H L A 

s rozlišením až n a 4 p o l e a generování H L A plné délky s c o nejméně nejednoznačnostmi 

( K i s h o r e et P e t r e k , 2 0 1 8 ) . 

Prvním k r o k e m pracovního p o s t u p u b y l a long-range PCR, k d y b y l y amplifikovány 

jednotlivé H L A l o k u s y I a I I třídy. 

B y l a připravena reakční směs ( T a b . 1 6 , T a b . 1 7 ) . Následně b y l o d o j a m e k napipetováno 

5 u l genomické D N A ( - 3 0 n g / u l ) . V z o r k y b y l y inkubovány v t e r m o c y k l e r u M a s t e r c y c l e r 

n e x u s ( E p p e n d o r f , H a m b u r g , G e r m a n y ) d l e teplotního schématu ( T a b . 1 8 , T a b . 1 9 ) . 

Tabulka 16: Složení reakční směsi pro amplifikaci lokusů H L A - A , - B , - C , - D R B 1 
a - D Q A 1 

Reagencie Množství pro 1 reakci (ul) 
PCR gráde voda 1 3 . 8 5 

PCR pufr lOx 2 . 5 

dNTP mix 10 mM 1.25 

Primer mix 2 

L R PCR enzým 0 . 4 

Tabulka 17: Složení reakční směsi pro amplifikaci lokusů H L A - D Q B 1 

Reagencie Množství pro 1 reakci (ul) 
PCR grade voda 7 . 8 5 
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PCR pufr lOx 2 . 5 

dNTP mix 10 mM 1.25 

Primer mix 2 

L R PCR enzym 0 . 8 

Kombinovaný enhancer 5 . 6 

Tabulka 18: Teplotní schéma inkubace vzorků pro amplifikaci lokusů HLA I . třídy 

Počet cyklů Fáze Teplota Čas 
l x Predenaturace 9 5 °C 3 m i n 

3 5 x 
Denaturace 9 5 °C 1 5 sec 

3 5 x Nasedání primerů 6 5 °C 3 5 sec 3 5 x 

Elongace 6 8 °C 5 m i n 
l x Finální extenze 6 8 °C 1 0 m i n 
l x Chlazení 4 ° C co 

Tabulka 19: Teplotní schéma inkubace vzorků pro amplifikaci lokusů HLA I I . třídy 

Počet cyklů Fáze Teplota Čas 

l x Predenaturace 9 5 °C 3 m i n 

3 5 x 

Denaturace 9 3 °C 1 5 sec 

3 5 x Nasedání primerů 6 0 °C 3 5 sec 3 5 x 

Elongace 6 8 °C 9 m i n 

l x Finální extenze 6 8 °C 1 0 m i n 
l x Chlazení 4 ° C co 

Následovala k v a n t i f i k a c e D N A a m p l i k o n u p o m o c i f l u o r o m e t r u E n S p i r e M u l t i m o d e 

p l a t e r e a d e r ( P e r k i n E l m e r , W a l t h a m , M A , U S A ) z a použití QuantiFluor fluorescent dsDNA 

staining systém ( P r o m e g a , M a d i s o n , W i s c o n s i n , U S A ) . Následně b y l y všechny v z o r k y 

naředěny t a k , a b y j e j i c h finální k o n c e n t r a c e b y l a v r o z s a h u 5 0 - 1 2 0 n g / u l . Všech 6 produktů 

p r o j e d e n konkrétní v z o r e k b y l o následně smícháno a finální o b j e m p r o j e d e n v z o r e k b y l 

3 5 u l . Poté b y l a p r o v e d e n a p u r i f i k a c e produktů z a použití ExoSAP-IT enzyme mix 

( A f f y m e t r i x I n c . , S a n t a C l a r a , C A , U S A ) . 

V dalších krocích b y l a připravena k n i h o v n a p r o sekvenování. N e j p r v e b y l a p r o v e d e n a 

enzymatická f r a g m e n t a c e vzorků, fragmentované k o n c e b y l y o p r a v e n y , adenylovány 

a v posledním k r o k u b y l y n a k o n c e ligovány specifické adaptérové i n d e x y . T a k t o upravené 

v z o r k y b y l y následně smíchány d o výsledné k n i h o v n y o konečném o b j e m u 9 0 0 u l . 
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Následně b y l y z k n i h o v n y vyselektovaný f r a g m e n t y odpovídající délky ( 6 5 0 - 1 3 0 0 b p ) 

pomocí magnetických kuliček AMPure XP beads ( B e c k m a n C o u l t e r , B e v e r l y , M a s s a c h u s e t t s , 

U S A ) . 

K o n c e n t r a c e t a k t o získané k n i h o v n y b y l a změřena q P C R z a použití KAPA Sybr Fast 

qPCR Master Mix ( K A P A B i o s y s t e m s , B o s t o n , M a s s a c h u s e t t s , U S A ) k i t u , pomocí přístroje 

L i g h t C y c l e r 4 8 0 I I ( R o c h e D i a g n o s t i c s , M a n n h e i m , G e r m a n y ) analýzou fitting poins, 

z a použití standardů v rozmezí 0 . 0 2 p M - 2 0 p M obsažených v KAPA k i t u . 

Následně b y l a k n i h o v n a naředěna n a k o n c e n t r a c i 2 n M , denaturovaná N a O H 

a smíchána s hybridizačním p u f r e m . K n i h o v n a o finální k o n c e n t r a c i 9 p M b y l a následně 

n a n e s e n a n a k a z e t u s r e a g e n c i e m i p r o I l l u m i n a M i S e q ( I l l u m i n a , S a n D i e g o , C A , U S A ) 

a sekvenována ( T o k i c et al, 2 0 2 0 ; S i k o r o v a et al, 2 0 2 2 ) . Výstupní d a t a v e f a s t q formátu b y l y 

analyzovány pomocí Omixon Twin software v 4 . 1 . 0 . - v 4 . 4 . 1 . a IPD-IMGT/HLA database 

Release 3 . 3 4 - 3 . 4 5 . 

3.6 Statistické zpracování dat 
Při analýze výsledku MassArray b y l o n e j p r v e zjištěno, z d a výsledky, zejména 

u kontrolních populací, odpovídají Hardy-Weinbergově rovnováze p > 0 . 0 5 . 

H a r d y - W e i n b e r g o v a rovnováha ( H W E ) j e nulový m o d e l v z t a h u m e z i f r e k v e n c e m i a l e l 

a genotypů v rámci generací i m e z i n i m i , z a předpokladu, že nedochází k mutacím, m i g r a c i , 

s e l e k c i , náhodnému páření a nekonečné v e l i k o s t i p o p u l a c e . P o k u d se f r e k v e n c e genotypů 

n e b o a l e l významně odchylují o d H W E , může t o z n a m e n a t systematické c h y b y 

v g e n o t y p i z a c i , neočekávanou s t r u k t u r u p o p u l a c e či přítomnost homologních oblastí 

v g e n o m u . 

P r o jednotlivé S N P b y l vypočítán call rate, která j e definována j a k o podíl jedinců 

v e s t u d i i , u nichž nechybí i n f o r m a c e o příslušném S N P . 

Následně b y l y s t a n o v e n y f r e k v e n c e minoritních a l e l ( M A F ) u jednotlivých S N P . 

F r e k v e n c e minoritních a l e l j e f r e k v e n c e , s níž se v dané p o p u l a c i v y s k y t u j e druhá n e j častější 

a l e l a . 

alely pozitivní pro danou variantu 
MAF = — 

všechny identifikované alely 

A s o c i a c e polymorfismů se sledovaným z n a k e m b y l a určována n a základě alelického 

m o d e l u a oboustranného F i s h e r o v a t e s t u . Fisherův přesný t e s t j e t e s t statistické významnosti 

používaný při analýze kontingenčních t a b u l e k . J e platný p r o všechny v e l i k o s t i vzorků 

a v p r a x i s e používá při malých v e l i k o s t e c h souborů. J e jedním z e třídy exaktních testů, které 
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se t a k nazývají p r o t o , že významnost o d c h y l k y o d nulové hypotézy (např. p - h o d n o t a ) může 

být vypočtena přesně, není t e d y závislá n a a p r o x i m a c i . Analýza S N P d a t probíhala především 

pomocí p r o g r a m u S H E s i s P l u s ( b i o - x . c n ) ( l 0 . 1 0 . 2 0 2 2 ) ( S h i et al., 2 0 0 5 ) a 2x2 Contingency 

Table ( g r a p h p a d . c o m ; v a s s a r s t a t s . n e t ) ( 9 . 9 . 2 0 2 2 ) ; p < 0 . 0 5 . 

B y l o s t a n o v e n o odds ratio ( O R ) a 9 5 % i n t e r v a l spolehlivostí (Cl-confidence interval). 

O R j e míra s o u v i s l o s t i m e z i expozicí a výsledkem, vyjadřuje pravděpodobnost výskytu 

výsledku při určité e x p o z i c i v porovnání s pravděpodobností výskytu výsledku b e z této 

e x p o z i c e . 

O R = 1 g e n o t y p neovlivňuje pravděpodobnost následku 

O R > 1 g e n o t y p j e s p o j e n s vyšší pravděpodobností následku 

O R < 1 g e n o t y p s p o j e n s nižší pravděpodobností následku 

K o d h a d u přesnosti O R se používá 9 5 % C l . Velký C l znamená nízkou úroveň 

přesnosti O R , zatímco malý C l znamená vyšší přesnost O R . 

Následně b y l a p r o v e d e n a k o r e k c e p r o mnohočetná srovnání pomocí B o n f e r r o n i h o 

k o r e k c e . B o n f e r r o n i h o k o r e k c e j e úprava h o d n o t p a používá se k e snížení pravděpodobnosti 

získání falešně pozitivních výsledků v případě, že se n a j e d n o m s o u b o r u d a t provádí několik 

závislých n e b o nezávislých statistických testů současně. 

Pcorr = 1 - ( 1 - p ) n 

n-počet zkoumaných S N P v daném p l e x u 

p-původní p - h o d n o t a před korekcí 

P r o analýzu H L A b y l y použity podobné statistické t e s t y j a k o v případě analýzy S N P . 

B y l a také s t a n o v e n a p - h o d n o t a n a základě F i s h e r o v a t e s t u , O R a 9 5 % C L Dále b y l a s t a n o v e n a 

vazebná nerovnováha ( L D linkage disequilibrium). 

P r o analýzy b y l v t o m t o případě použit především s o f t w a r e " / / L A analysis 

tools" ( h t t p s : / / w w w . h i v . l a n l . g o v / c o n t e n t / i m m u n o l o g y / h l a / h l a _ c o m p a r e . h t m l ) ( 1 0 . 1 0 . 2 0 2 2 ) 

a 2x2 Contingency Table ( v a s s a r s t a t s . n e t ) ( 9 . 9 . 2 0 2 2 ) ; p < 0 . 0 5 . 

Následně b y l a p r o v e d e n a k o r e k c e p r o mnohočetná srovnání pomocí B o n f e r r o n i h o k o r e k c e 

( v i z výše). 
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4.4 HLA analýza v korejské populaci 
B y l o analyzováno 6 H L A lokusů (HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1, -DQB1) 

u 1 0 3 pacientů se sarkoidózou z Korejské r e p u b l i k y . F r e k v e n c e a l e l H L A I . a I I . třídy 

u pacientů b y l y porovnány s údaji o f r e k v e n c i a l e l z kontrolní korejské p o p u l a c e z databáze 

( H L A I . třídy n = 4 8 5 ; H L A I I . třídy n = 3 2 4 ) . V l o k u s u HLA-A b y l o genotypizací H L A 

s t a n o v e n o 2 1 různých v a r i a n t (Přílohy T a b . 2 1 ) . J e d n a z těchto v a r i a n t , H L A - A * 3 3 : 0 3 , 

se v y s k y t o v a l a častěji u k o n t r o l než u pacientů, což u k a z u j e n a protektivní a s o c i a c i , která b y l a 

signifikantní n a primární úrovni ( T a b . 3 0 ) . V l o k u s u HLA-B b y l o rozlišeno 4 5 různých v a r i a n t 

(Přílohy T a b . 2 1 ) a dvě z n i c h , H L A - B * 1 5 : 0 1 a H L A - B * 5 8 : 0 1 , b y l y n a primární úrovni 

asociovány j a k o protektivní p r o sarkoidózu ( T a b . 3 0 ) . Dále b y l a n a l e z e n a H L A - B * 1 5 : 0 7 j a k o 

riziková v a r i a n t a p r o sarkoidózu signifikantní i p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání 

ipCorr = 0 . 0 4 1 ) . V l o k u s u HLA-C b y l o rozlišeno 2 2 různých v a r i a n t . V a r i a n t a H L A - C * 0 5 : 0 1 

b y l a s p o j e n a se sarkoidózou n a primární úrovni j a k o riziková v a r i a n t a . Ochranná v a r i a n t a 

H L A - C * 0 3 : 0 2 (pcorr = 1 . 8 4 * 1 0 " 0 4 ; O R : 0 . 1 6 3 ( 9 5 % C l : 0 . 0 6 - 0 . 4 4 9 ) ) a rizikové v a r i a n t y 

H L A - C * 0 3 : 0 4 (pcorr = 0 . 0 0 7 ; O R : 2 . 9 4 9 ( 9 5 % C l : 1 . 7 0 3 - 5 . 1 0 5 ) ) a H L A - C * 0 8 : 2 2 

{pcorr = 0 . 0 2 ) b y l y asociovány i p o k o r e k c i n a mnohočetná srovnání ( T a b . 3 0 ) . 

Tabulka 30: Souhrn variant H L A I . třídy asociovaných s pacienty se sarkoidózou 
(n = 103) při porovnání s kontrolní populací (n = 485) v korejské populaci (jsou 
zobrazeny jen alely asociovány alespoň na primární úrovni) (OR-odds ratio, 
Cl-confidence interval, ; ? C O ř T - p - h o d n o t a p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání (signifikantní 
zvýrazněna tučně), NA-neanalyzováno) 

H L A OR (95% Cl) P Pcorr 

A * 3 3 : 0 3 0 . 4 9 2 ( 0 . 2 9 4 - 0 . 8 2 1 ) 0 . 0 0 5 0 . 1 0 0 

B * 1 5 : 0 1 0 . 3 8 9 ( 0 . 1 9 3 - 0 . 7 8 3 ) 0 . 0 0 5 0 . 2 1 8 

B*15:07 N A 0.001 0.041 

B * 5 8 : 0 1 0 . 2 8 5 ( 0 . 1 0 2 - 0 . 7 9 1 ) 0 . 0 0 8 0 . 2 9 0 

C*03:02 0.163 (0.060-0.449) 8.38*10"06 1.84*1004 

C*03:04 2.949 (1.703-5.105) 3.16*10"04 0.007 

C * 0 5 : 0 1 2 . 9 7 0 ( 1 . 0 6 1 - 8 . 3 1 4 ) 0 . 0 4 6 0 . 6 4 3 

C*08:22 N A 0.001 0.020 

HLA-DRB1 j e H L A l o k u s , který j e nejčastěji zmiňován v s o u v i s l o s t i se sarkoidózou; 

v t o m t o s o u b o r u pacientů b y l o genotypizací H L A s t a n o v e n o 4 1 různých v a r i a n t v t o m t o 
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l o k u s u . V a r i a n t y H L A - D R B 1 * 0 4 : 0 6 , H L A - D R B 1 * 1 3 : 0 2 , H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 1 b y l y protektivní 

a v a r i a n t a H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 3 působila j a k o riziková p r o sarkoidózu, přičemž a s o c i a c e b y l y 

signifikantní p o u z e n a primární úrovni. P o k o r e k c i n a mnohočetná srovnání b y l y v a r i a n t y 

H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 {pcorr = 2 . 3 1 * 1 0 ~ 0 5 ) a H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 (pcorr = 9 . 1 2 * 1 0 ~ 0 5 ; O R : 3 . 7 5 4 

( 9 5 % C l : 2 . 2 0 4 - 6 . 3 9 4 ) ) identifikovány j a k o rizikové f a k t o r y p r o sarkoidózu ( T a b . 3 1 ) . 

P o k u d j d e o l o k u s HLA-DQA1, z g e n o t y p i z a c e H L A v y p l y n u l o 1 7 v a r i a n t . V a r i a n t y 

H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 1 , H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 , H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 3 b y l y 

n a primární úrovni určeny j a k o protektivní p r o sarkoidózu. V a r i a n t a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 6 

b y l a n a primární úrovni s p o j e n a s r i z i k e m v z n i k u sarkoidózy. P o k o r e k c i n a mnohočetná 

srovnání b y l a H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 (pcorr = 3 . 6 4 * 1 0 " 0 5 ; O R : 0 . 2 8 8 ( 9 5 % C l : 0 . 1 6 2 - 0 . 5 1 2 ) ) 

shledána j a k o protektivní a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 7 (pcorr = 0 . 0 0 3 ) a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 8 

ipcorr = 4 . 1 1 * 1 0 " 0 5 ) j a k o rizikový f a k t o r p r o v z n i k sarkoidózy ( T a b . 3 1 ) . 

V l o k u s u HLA-DQB1 b y l o s t a n o v e n o 1 9 v a r i a n t . V a r i a n t y H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 3 , 

H L A - D Q B 1 * 0 4 : 0 1 a H L A - D Q B 1 * 0 4 : 0 2 b y l y n a primární úrovni asociovány j a k o protektivní 

a v a r i a n t a H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 3 j a k o rizikový f a k t o r v z n i k u sarkoidózy. P o k o r e k c i 

p r o mnohočetná srovnání b y l y j a k o protektivní p r o sarkoidózu zjištěny v a r i a n t y 

H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 (pcorr = 2 . 2 5 * 1 0 ~ 0 5 ; O R : 0 . 0 8 6 ( 9 5 % C l : 0 . 0 2 1 - 0 . 3 5 6 ) ) 

a H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 5 (pcorr = 0 . 0 2 9 ) , zatímco r i z i k o v o u v a r i a n t o u b y l a H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 9 

(pcorr = 0 . 0 1 5 ) ; v i z T a b . 3 1 . 

Tabulka 31: Souhrn variant HLA I I . třídy asociovaných s pacienty se sarkoidózou 
(n = 103) při porovnání s kontrolní populací (n = 324) v korejské populaci (jsou 
zobrazeny jen alely asociovány alespoň na primární úrovni) (OR-odds ratio, 
Cl-confidence interval, ; ? C O ř T - p - h o d n o t a p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání (signifikantní 
zvýrazněna tučně), NA-neanalyzováno) 

HLA OR (95% Cl) P Pcorr 

D R B 1 * 0 4 : 0 6 0 . 1 5 7 ( 0 . 0 3 7 - 0 . 6 5 4 ) 0 . 0 0 2 0 . 0 8 0 

DRB1*12:01 3.754 (2.204-6.394) 2.22*10"06 9.12*1005 

D R B 1 * 1 3 : 0 2 0 . 4 4 5 ( 0 . 2 2 4 - 0 . 8 8 1 ) 0 . 0 1 7 0 . 5 0 6 

D R B 1 * 1 4 : 0 3 4 . 9 5 5 ( 1 . 3 7 1 - 1 7 . 9 0 4 ) 0 . 0 1 6 0 . 4 8 3 

DRB1*14:54 NA 5.63*10"07 2.31*1005 

D R B 1 * 1 4 : 0 1 N A 0 . 0 0 1 0 . 0 5 6 

D Q A 1 * 0 1 : 0 1 0 . 3 6 5 ( 0 . 1 5 4 - 0 . 8 6 5 ) 0 . 0 1 5 0 . 2 2 3 

DQA1*01:02 0.288 (0.162-0.512) 2.14*1006 3.64*10"05 
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HLA OR (95% CI) P Pcorr 

D Q A 1 * 0 3 : 0 1 0 . 4 2 5 ( 0 . 2 0 7 - 0 . 8 7 0 ) 0 . 0 1 4 0 . 2 1 7 

D Q A 1 * 0 5 : 0 1 0 . 1 5 2 ( 0 . 0 2 1 - 1 4 2 ) 0 . 0 3 7 0 . 4 7 4 

D Q A 1 * 0 5 : 0 6 N A 0 . 0 1 4 0 . 2 1 1 

DQA1*05:07 NA 1.86*10"04 0.003 

DQA1*05:08 NA 2.42*10"06 4.11*1005 

D Q A 1 * 0 5 : 0 3 N A 0 . 0 1 0 0 . 1 6 1 

DQB1*03:02 0.086 (0.021-0.356) 1.18*1006 2.25*10"05 

D Q B 1 * 0 3 : 0 3 0 . 4 8 1 ( 0 . 2 4 9 - 0 . 9 2 8 ) 0 . 0 2 7 0 . 4 0 4 

D Q B 1 * 0 4 : 0 1 0 . 3 6 0 ( 0 . 1 5 2 - 0 . 8 5 1 ) 0 . 0 1 5 0 . 2 4 4 

D Q B 1 * 0 4 : 0 2 0 . 1 2 0 ( 0 . 0 1 6 - 0 . 8 9 1 ) 0 . 0 1 0 0 . 1 6 9 

D Q B 1 * 0 5 : 0 3 2 . 2 7 8 ( 1 . 1 3 0 - 4 . 5 9 2 ) 0 . 0 2 4 0 . 3 6 9 

DQB1*06:09 NA 0.001 0.015 

DQB1*06:05 NA 0.002 0.029 

B y l a také vypočtena L D m e z i v a r i a n t a m i asociovanými se sarkoidózou u korejských 

pacientů. V e vazbě b y l y n a l e z e n y v a r i a n t y H L A I I . třídy, 

H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 8 - H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 (p = 3 . 3 3 * 1 0 " 0 6 ) a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 7 -

H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 3 (p = 6 . 2 1 * 1 0 " 1 0 ) . V rámci H L A I . třídy b y l y n a l e z e n y v e vazbě v a r i a n t y 

H L A - B * 5 8 : 0 1 - H L A - C * 0 3 : 0 2 (p = 2 . 0 9 * 1 0 " 0 7 ) ( T a b . 3 2 ) . 

Tabulka 32: Vazebná nerovnováha alel nalezených jako asociovaných se sarkoidózou 
v korejské populaci (počet provedených dvoucestných testů N 2 = 9 6 3 6 , p h o d n o t a 
p r o dvoucestné srovnání 0 . 0 5 / N 2 = 5 . 1 8 9 * 1 0 " 0 6 p r o 9 5 % C l ) 

HLA1 HLA2 P 

B * 5 8 : 0 1 C * 0 3 : 0 2 2 . 0 9 * 1 0 " u / 

D Q A 1 * 0 5 : 0 7 D R B 1 * 1 4 : 0 3 6 . 2 1 * 1 0 " 1 U 

D Q A 1 * 0 5 : 0 8 D R B 1 * 1 2 : 0 1 3 . 3 3 * 1 0 " U b 

4.4.1 Asociace HLA variant s klinickými fenotypy sarkoidózy 

4.4.1.1 Srovnání distribuce variant HLA v kontextu různých stadií na základě rtg. nálezu 

P a c i e n t i b y l i rozděleni d o d v o u s k u p i n - první s k u p i n a z a h r n o v a l a 3 0 pacientů 

se s t a d i i 0 - 1 a druhá s k u p i n a z a h r n o v a l a 7 3 pacientů s pokročilejšími s t a d i i 2 - 4 . F r e k v e n c e 
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H L A zjištěné v těchto skupinách b y l y porovnány s f r e k v e n c e m i v kontrolní p o p u l a c i . 

N a primární úrovni b y l o 8 v a r i a n t asociovaných se s t a d i i 0 - 1 , a 2 z n i c h zůstaly asociovány 

i p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání ( H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 pcorr = 0 . 0 3 3 ; H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 8 , 

Pcorr = 0 . 0 0 1 ) (Přílohy T a b . 2 2 ) . Srovnání stadií 2 - 4 s kontrolními j e d i n c i v e d l o 

k 2 8 variantám signifikantně asociovaným s těmito s t a d i i n a primární úrovni. P o k o r e k c i 

p r o mnohočetná srovnání zůstalo 8 v a r i a n t asociovaných s pokročilejšími f o r m a m i 

onemocnění ( H L A - B * 1 5 : 0 7 pcorr = 0 . 0 1 3 , H L A - C * 0 3 : 0 4 pcorr = 0 . 0 0 7 , H L A - C * 0 8 : 2 2 

pcorr = 0 . 0 0 6 , H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 pcorr = 0 . 0 0 3 , H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 pcorr = 4 . 5 7 * 1 0 ~ 0 5 , 

H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 7 pCúrr = 0 . 0 0 1 , H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 8 pcorr = 0 . 0 0 3 , H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 9 

pcorr= 0 . 0 0 4 ) a 4 b y l y považovány z a protektivní ( H L A - A * 3 3 : 0 3 pcorr= 0 . 0 3 8 , H L A - C * 0 3 : 0 2 

pcorr = 0 . 0 0 5 , H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 pcorr = 0 . 0 0 1 , H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 pcorr = 3 . 8 6 * 1 0 " 0 4 ) 

(Přílohy T a b . 2 3 ) . Vzájemné porovnání pacientů v e stadiích 0 - 1 in = 3 0 ) a pacientů 

v e stadiích 2 - 4 in = 7 3 ) ukázalo, že a l e l a H L A - B * 5 1 : 0 1 j e n a primární úrovni s p o j e n a 

se s t a d i i 2 - 4 (p = 0 . 0 4 2 ) ; p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání však n e b y l a signifikantní. 

4.4.1.2 Srovnání HLA variant u pacientů s mimoplicní manifestacísarkoidózy. 

D i s t r i b u c e polymorfismů H L A u pacientů s mimoplicní manifestací sarkoidózy b y l a 

porovnána s údaji kontrolních jedinců. Při t o m t o srovnání b y l o 2 3 v a r i a n t asociováno 

s mimoplicní manifestací n a primární úrovni (Přílohy T a b . 2 4 ) . Z n i c h 9 b y l o signifikantních 

i p o k o r e k c i n a mnohočetná srovnání, 4 j a k o protektivní vůči mimoplicní m a n i f e s t a c i 

( H L A - A * 3 3 : 0 3 pcorr = 0 . 0 3 8 , H L A - C * 0 3 : 0 2 pcorr = 0 . 0 1 9 , H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 pcorr = 0 . 0 0 3 , 

H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 pcorr = 3 . 8 6 * 1 0 _ 0 4 ) a 5 b y l o rizikových p r o v z n i k mimoplicních projevů 

( H L A - B * 1 5 : 0 7 pcorr = 0 . 0 1 3 , H L A - C * 0 8 : 2 2 pcorr = 0 . 0 4 7 , H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 pcorr = 0 . 0 0 8 , 

H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 8 pcorr = 0 . 0 0 3 , H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 9 pcorr = 0 . 0 0 4 ) (Přílohy T a b . 2 4 ) . 

Při vzájemném porovnání frekvencí H L A u pacientů s mimoplicním postižením a b e z něj b y l y 

n a primární úrovni o d h a l e n y čtyři a s o c i a c e (Přílohy T a b . 2 5 ) , které však p o k o r e k c i nedosáhly 

s i g n i f i k a n c e . 

4.4.1.3 Varianty HLA v kontextu klinického průběhu onemocnění (2 roky sledování). 

P a c i e n t i b y l i sledováni nejméně 2 r o k y p o stanovení diagnózy. B y l i rozděleni d o tří 

s k u p i n v závislosti n a průběhu onemocnění t a k t o : p a c i e n t i , jejichž onemocnění přešlo 

d o r e m i s e (n = 5 8 ) , p a c i e n t i se stabilním onemocněním a p a c i e n t i in = 3 2 ) , jejichž 

onemocnění p r o g r e d o v a l o d o závažnějšího s t a v u in = 5 ) . Dále b y l a d i s t r i b u c e H L A v těchto 

třech skupinách porovnána s údaji kontrolních jedinců. S progresivním, zhoršujícím 
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se průběhem b y l a s p o j e n a 1 v a r i a n t a p o u z e n a primární úrovni (Přílohy T a b . 2 6 ) . Důležité j e , 

že 3 2 v a r i a n t b y l o asociováno s remisí onemocnění; 8 z n i c h zůstalo signifikantních 

i p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání (Přílohy T a b . 2 7 ) . Z těchto 8 asociovaných v a r i a n t j i c h 

b y l o 5 asociováno s p a c i e n t y v r e m i s i ( H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 pcorr = 0 . 0 0 6 , H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 

pcorr = 0 . 0 0 3 , H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 7 pcorr = 1 . 8 6 W 0 4 , H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 8 pcorr = 0 . 0 0 1 , 

H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 9 pcorr = 0 . 0 1 0 ) ; zbývající 3 v a r i a n t y b y l y častější v kontrolní skupině 

p o p u l a c e . V e skupině pacientů se stabilním onemocněním b y l o n a primární úrovni asociováno 

1 2 v a r i a n t a 2 z n i c h dosáhly s i g n i f i k a n c e p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání 

(Přílohy T a b . 2 8 ) . T y t o v a r i a n t y b y l y s p o j e n y s p a c i e n t y v e stabilizovaném s t a v u 

( H L A - D R B 1 * 0 8 : 0 3 pcorr = 0 . 0 0 2 a H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 pcorr = 2 . 0 8 * 1 0 " 0 4 ) . 
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4.6 SNP analýza v řecké populaci 
V řecké p o p u l a c i b y l o pomocí m e t o d y MassArray analyzováno 2 0 S N P u pacientů 

se sarkoidózou (n = 1 0 3 ) a kontrolních jedinců in = 1 0 0 ) . Výsledky p r o p o l y m o r f i s m u s 

r s 3 8 1 9 7 1 7 v g e n u TAP2 neodpovídaly H W E , a t o především v e skupině kontrolních subjektů. 

P r o t o b y l y t y t o p o l y m o r f i s m y vyloučeny z hodnocení výsledků u řecké p o p u l a c e . 

Analýzou b y l a identifikována a s o c i a c e p o l y m o r f i s m u r s 3 9 1 7 2 0 0 v g e n u p r o TGF-fi3 

j a k o riziková p r o v z n i k sarkoidózy, a t o i p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání 

(pcorr = 4 . 9 7 * 1 0 " 6 ; O R : 3 . 0 4 ( 9 5 % C l : 1 . 9 8 - 4 . 6 9 ) ) . N a primární úrovni b y l j a k o asociovaný 

se sarkoidózou určen i p o l y m o r f i s m u s r s l 0 4 9 5 5 0 v g e n u ANXA11 (p = 0 . 0 1 3 ; O R : 0 . 5 9 

( 9 5 % C l : 0 . 3 9 - 0 . 8 9 ) ) j a k o ochranný f a k t o r p r o v z n i k sarkoidózy ( T a b . 3 5 , O b r . 4 ) . 

Tabulka 35: Analýza asociací S N P se sarkoidózou na alelické úrovni pro srovnání 
pacientů (n = 103) a kontrolních jedinců (n = 100) v řecké populaci (OR-odds ratio, 
Cl-confidence interval, ; ? C O ř T - p - h o d n o t a p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání (signifikantní 
výsledky zvýrazněny tučně), kurzíva-výsledky, které nesplňovaly k o n t r o l u k v a l i t y ) 

Gen S N P OR (95% Cl) P Pcorr 
A N X A 1 1 r s 1 0 4 9 5 5 0 0 . 5 9 0 ( 0 . 3 9 1 - 0 . 8 8 8 ) 0.013 0 . 2 1 0 
TNF-a r s 1 8 0 0 6 2 9 1 . 9 8 7 ( 0 . 9 8 5 - 4 . 0 0 6 ) 0 . 0 6 0 0 . 6 7 2 
TGF-p2 r s 1 8 9 1 4 6 7 1 . 0 0 3 ( 0 . 6 5 7 - 1 . 5 3 2 ) 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 
GREM1 r s 1 9 1 9 3 6 4 1 . 0 4 1 ( 0 . 7 0 3 - 1 . 5 4 1 ) 0 . 8 4 2 1 . 0 0 0 
HLA-DRA, HLA- r s 1 9 6 4 9 9 5 0 . 6 4 2 ( 0 . 3 4 4 - 1 . 1 9 7 ) 0 . 2 0 9 0 . 9 8 5 
NOD2 r s 2 0 6 6 8 4 4 1 . 4 7 6 ( 0 . 5 1 5 - 4 . 2 2 9 ) 0 . 6 0 0 1 . 0 0 0 
BTNL2 r s 2 0 7 6 5 3 0 0 . 9 7 7 ( 0 . 6 4 5 - 1 . 4 7 9 ) 0 . 9 1 6 1 . 0 0 0 
HLA-DQA1 r s 2 1 8 7 6 6 8 0 . 9 6 8 ( 0 . 4 7 0 - 1 . 9 9 3 ) 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 
CACFD1 r s 3 1 2 4 7 6 5 N A 0 . 1 4 2 0 . 9 3 7 
CóorflO r s 3 1 2 9 9 2 7 3 . 0 0 0 ( 0 . 8 0 0 - 1 1 . 2 4 8 ) 0 . 1 4 0 0 . 9 3 4 
ATF6B r s 3 1 3 0 2 8 8 2 . 6 8 0 ( 0 . 7 0 0 - 1 0 . 2 5 4 ) 0 . 2 2 0 0 . 9 8 9 
HLA-DRA r s 3 1 3 5 3 9 4 3 . 0 0 0 ( 0 . 8 0 0 - 1 1 . 2 4 8 ) 0 . 1 4 0 0 . 9 3 4 
TAP2 rs3819717 1.100(0.697-1.737) 0.727 1.000 
H LA-DRB 1 r s 3 8 3 0 1 3 5 0 . 7 0 7 ( 0 . 2 9 1 - 1 . 7 1 8 ) 0 . 5 0 5 1 . 0 0 0 
TGF-P3 r s 3 9 1 7 1 6 5 2 . 3 0 8 ( 0 . 8 6 8 - 6 . 1 3 6 ) 0 . 1 0 8 0 . 8 7 2 
TGF-P3 rs3917200 3.043 (1.976-4.686) 2.76*10"07 4.97*10"06 

HLA-DPB1 r s 9 2 7 7 3 5 7 1 . 0 4 0 ( 0 . 6 6 2 - 1 . 6 3 2 ) 0 . 9 0 8 1 . 0 0 0 
LRRC16A r s 9 2 9 5 6 6 1 1 . 4 4 7 ( 0 . 2 3 9 - 8 . 7 5 9 ) 0 . 9 9 9 1 . 0 0 0 
H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 r s 2 0 4 0 4 1 0 1 . 1 7 4 ( 0 . 6 5 7 - 2 . 0 9 7 ) 0 . 6 5 8 0 . 8 8 3 
H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 r s 3 1 3 5 3 8 8 0 . 6 0 6 ( 0 . 2 5 6 - 1 . 4 3 5 ) 0 . 2 8 7 0 . 4 9 2 
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4.6.1 Asociace SNP s klinickými fenotypy sarkoidózy 

N a základě hodnocení s t a d i a p o d l e r t g . p l i c b y l i p a c i e n t i rozděleni d o d v o u s k u p i n , 

n a p a c i e n t y v e s t a d i u 1 (n = 2 9 ) a n a p a c i e n t y v e s t a d i u 2 a vyšším in = 6 8 ) . Při vzájemném 

porovnání těchto d v o u s k u p i n n e b y l a n a l e z e n a a s o c i a c e s žádným z analyzovaných 

polymorfismů (Přílohy T a b . 3 3 ) . T y t o dvě s k u p i n y b y l y porovnávány i s kontrolními j e d i n c i . 

V případě polymorfismů r s 3 9 1 7 2 0 0 v g e n u TGF-fi3 b y l a n a l e z e n a a s o c i a c e signifikantní 

i p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání, a t o j a k při porovnání pacientů v e s t a d i u 1 

s kontrolními j e d i n c i (pCorr= 3 . 1 3 * 1 0 " 0 3 ) , t a k u pacientů v e s t a d i u 2 a výše s kontrolními 

j e d i n c i (pcorr = 1 . 7 1 * 1 0 " 0 4 ) . 

Dále b y l n a l e z e n p o l y m o r f i s m u s r s 3 9 1 7 1 6 5 v g e n u TGF-fi3 asociován s p a c i e n t y 

v e s t a d i u 1 sarkoidózy v porovnání s kontrolními j e d i n c i n a primární úrovni (p = 0 . 0 0 5 ) 

(Přílohy T a b . 3 4 , O b r . 5 ) . 

J a k o protektivní b y l detekován p o l y m o r f i s m u s r s 1 0 4 9 5 5 0 v g e n u ANXA11, který 

se signifikantně více v y s k y t o v a l u kontrolních jedinců, než u pacientů v e s t a d i u 2 a vyšším 

(p = 0 . 0 0 7 ) (Přílohy T a b . 3 5 ) . 

U pacientů v e s t a d i u 2 a výše b y l j a k o asociovaný n a l e z e n také p o l y m o r f i s m u s 

r s 1 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a ( p = 0 . 0 1 5 ) (Přílohy T a b . 3 5 , O b r . 6 ) . 

Porovnáním pacientů s mimoplicními p r o j e v y sarkoidózy s p a c i e n t y , u kterých 

sarkoidóza zasáhla j e n plíce, n e b y l identifikován žádný p o l y m o r f i s m u s spojený s j e d n o u 

či d r u h o u s k u p i n o u . Stejně t o m u b y l o i u porovnání pacientů, kteří p o d s t u p o v a l i léčbu, 

s p a c i e n t y , kteří n e b y l i indikováni k léčbě. 
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Obrázek 4: Varianty identifikované jako protektivní a rizikové při vzniku sarkoidózy 
v české, polské, řecké a korejské populaci zelené písmo - česká p o p u l a c e , červené 
písmo-polská p o p u l a c e , modré písmo - řecká p o p u l a c e , žluté písmo s černým 
orámováním-korejská p o p u l a c e , p - v a r i a n t a signifikantní j e n n a primární úrovni, 
p c o„-varianta signifikantní p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání. 

P R O T E K T I V N Í 

RIZIKOVÉ 
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Obrázek 5: Varianty spojené s příznivým průběhem sarkoidózy v české, polské, řecké 
a korejské populaci zelené písmo - česká p o p u l a c e , červené písmo - polská p o p u l a c e , modré 
písmo - řecká p o p u l a c e , žluté písmo s černým orámováním - korejská p o p u l a c e 

ŘECKO 

Obrázek 6: Varianty spojené se závažnějším průběhem sarkoidózy v české, řecké a 
korejské populaci zelené písmo - česká p o p u l a c e , modré písmo - řecká p o p u l a c e , žluté 
písmo s černým orámováním - korejská p o p u l a c e 
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4.6.2 Analýza HLA u chorvatských zdravých jedinců 

B y l o h o d n o c e n o 1 2 0 jedinců chorvatské zdravé p o p u l a c e v šesti H L A l o k u s e c h 

{HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1, -DQB1) s rozlišením n a 4 p o l e . Z důvodu nízké k v a l i t y b y l o 

z hodnocení vyloučeno 9 vzorků. 

V l o k u s u HLA-A b y l o identifikováno 2 5 různých v a r i a n t . Nejčastěji b y l pozorován 

výskyt v a r i a n t y H L A - A * 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 3 2 . 4 3 % ) , d r u h o u nejčastější b y l a v a r i a n t a 

H L A - A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 1 2 . 1 6 % ) následována v a r i a n t a m i H L A - A * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 1 1 . 7 1 % ) , 

H L A - A * 2 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 1 1 . 7 1 % ) a H L A - A * 1 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 9 . 9 1 % ) . Nejčastěji se vyskytující 

v a r i a n t a H L A - A * 0 2 : 0 1 : 0 1 b y l a přítomna v analyzované p o p u l a c i u 5 9 jedinců, u 1 3 z n i c h 

v homozygotní formě (Přílohy T a b . 3 6 ) . 

Největší počet rozlišených v a r i a n t v rámci H L A I . třídy b y l v l o k u s u HLA-B, k d e b y l o 

rozlišeno 3 9 různých v a r i a n t . Nejčetněji se v y s k y t o v a l a v a r i a n t a H L A - B * 5 1 : 0 1 : 0 1 ( 8 . 5 6 % ) 

následovaná v a r i a n t a m i H L A - B * 3 5 : 0 1 : 0 1 ( 8 . 1 1 % ) , H L A - B * 0 8 : 0 1 : 0 1 ( 8 . 1 1 % ) , 

H L A - B * 0 7 : 0 2 : 0 1 ( 6 . 7 6 % ) , H L A - B * 3 5 : 0 3 : 0 1 ( 6 . 7 6 % ) a H L A - B * 1 8 : 0 1 : 0 1 ( 5 . 4 1 % ) 

(Přílohy T a b . 3 6 ) . 

V l o k u s u HLA-C b y l o typizací zjištěno 2 6 různých H L A v a r i a n t . Nejčastěji se v této 

p o p u l a c i v y s k y t o v a l a v a r i a n t a H L A - C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 1 3 . 9 6 % ) následovaná 

H L A - C * 0 2 : 0 2 : 0 2 ( 9 . 4 6 % ) , H L A - C * 1 2 : 0 3 : 0 1 ( 7 . 2 1 % ) a H L A - C * 0 3 : 0 3 : 0 1 ( 5 . 4 1 % ) . 

N e j různorodější s k u p i n o u b y l a H L A - C * 0 7 , která b y l a z a s t o u p e n a v p o p u l a c i v 2 7 . 4 8 % 

a skládala se z 6 v a r i a n t , nejčastější z n i c h b y l y H L A - C * 0 7 : 0 1 : 0 1 G ( 1 4 . 4 1 % ) 

a H L A - C * 0 7 : 0 2 : 0 1 G ( 8 . 1 1 % ) (Přílohy T a b . 3 6 ) . 

Největší v a r i a b i l i t a v rámci H L A I I . třídy b y l a pozorována v rámci l o k u s u HLA-DRB1, 

k d e b y l o identifikováno 4 0 v a r i a n t . Nejčastější v a r i a n t o u z d e b y l a H L A - D R B 1 * 1 6 : 0 1 : 0 1 

( 1 3 . 5 1 % ) následována H L A - D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 1 0 . 8 1 % ) , H L A - D R B 1 * 0 7 : 0 1 : 0 1 ( 9 . 9 1 % ) , 

H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 : 0 1 ( 6 . 7 6 % ) , H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 5 . 4 1 % ) , 

H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 4 . 5 % ) . Nejvyšší v a r i a b i l i t a z d e b y l a sledována v e skupině 

D R B 1 * 0 4 , v e které b y l o rozlišeno 9 v a r i a n t (Přílohy T a b . 3 7 ) . 

Analýza l o k u s u HLA-DQA1 o d h a l i l a 3 7 různých v a r i a n t , z nichž n e j četnější b y l a 

H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 2 ( 1 5 . 7 7 % ) . Následovaly v a r i a n t y H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 ( 7 . 2 1 % ) 

a H L A - D Q A 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 : 0 1 ( 6 . 7 6 % ) (Přílohy T a b . 3 7 ) . 

V l o k u s u HLA-DQB1 b y l o zjištěno 2 5 různých v a r i a n t . Nejčastěji se v této p o p u l a c i 

v y s k y t o v a l y v a r i a n t y D Q B 1 * 0 5 : 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 1 5 . 7 7 % ) , D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 3 ( 1 4 . 8 6 % ) , 

D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 ( 1 0 . 3 6 % ) , H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 7 . 6 6 % ) , H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 : 0 1 

( 7 . 2 1 % ) a H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 6 . 7 6 % ) (Přílohy T a b . 3 7 ) . 
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B y l a p r o v e d e n a i haplotypová analýza. V rámci H L A I . třídy se četněji v e zkoumané 

p o p u l a c i v y s k y t o v a l j e n ancestrální evropský h a p l o t y p A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - C * 0 7 : 0 1 : 0 1 -

B * 0 8 : 0 1 : 0 1 (Přílohy T a b . 3 8 ) . 

M e z i H L A I I . třídy b y l nejčetnější h a p l o t y p D R B 1 * 1 6 : 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 2 -

D Q B 1 * 0 5 : 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 1 3 . 5 1 % ) . M e z i další často se vyskytující h a p l o t y p y patřily 

D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 2 - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 4 . 9 6 % ) , D R B 1 * 1 5 : 0 1 : 0 1 -

D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 : 0 1 - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 4 . 5 0 % ) a D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 -

D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 ( 4 . 0 5 % ) (Přílohy T a b . 3 8 ) . M e z i h a p l o t y p y zahrnujícími všech 6 lokusů 

b y l nejčastějším ancestrální h a p l o t y p A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - C * 0 7 : 0 1 : 0 1 - B * 0 8 : 0 1 : 0 1 -

D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 2 - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 ( 3 . 6 % ) . 
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5 Diskuze 

5.1 HLA varianty asociované se sarkoidózou v české populaci 
T a t o s t u d i e provedená n a české p o p u l a c i z k o u m a l a s o u v i s l o s t H L A v a r i a n t 

se sarkoidózou. Zaměřila se n a s o u v i s l o s t i m e z i H L A v a r i a n t a m i a klinickými f e n o t y p y 

sarkoidózy. Jedná se o první p o d r o b n o u analýzu H L A v a r i a n t v české p o p u l a c i v l o k u s e c h 

HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 a -DQB1 s rozlišením n a 4 p o l e . Nově b y l a o b j e v e n a a s o c i a c e 

m e z i sarkoidózou a H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 4 j a k o rizikovým f a k t o r e m p r o sarkoidózu a a s o c i a c e 

m e z i sarkoidózou a H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 j a k o protektivním f a k t o r e m v české p o p u l a c i . B y l a 

p o t v r z e n a také a s o c i a c e m e z i H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 (riziková) a H L A - D R B 1 * 0 1 : 0 1 , 

H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 (protektivní), které b y l y dříve popsány v menších studiích u jiných 

populací ( S i k o r o v a et al, 2 0 2 2 ; B e r l i n et al, 1 9 9 7 ; V o o r t e r et al, 2 0 0 5 ; S a t o et al, 2 0 1 0 a ; 

W e n n e r s t r o m et al, 2 0 1 3 ) . C o se týká klinických f e n o t y p u sarkoidózy b y l y identifikovány 

v a r i a n t y H L A - A * 0 1 : 0 1 , H L A - B * 0 8 : 0 1 , H L A - C * 0 7 : 0 1 , H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 , 

H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 a H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 asociovány s L S , v a r i a n t y H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 

a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 spojené s remisí onemocnění a s t a d i e m 1 a v a r i a n t y H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 1 

a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 5 asociovány s onemocněním v e s t a d i u 2 - 4 . S mimoplicními p r o j e v y 

sarkoidózy b y l a asociovaná v a r i a n t a H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 3 . T a t o v a r i a n t a b y l a již dříve n a l e z e n a 

v p o p u l a c i Velké Británie, v níž b y l a s p o j e n a s výskytem u v e i t i d y u pacientů se sarkoidózou 

(Satoeř al, 2 0 1 0 a ) . 

U sarkoidózy, m u l t i systémového granulomatózního onemocnění postihujícího 

především plíce, prezentují alveolárni C D 4 + T buňky neznámý antigén interakcí s m o l e k u l a m i 

H L A I I . třídy. T a t o úloha H L A I I . třídy může být jedním z důvodů, proč většina v a r i a n t H L A 

asociovaných se sarkoidózou i u našich korejských pacientů patří d o H L A I I . třídy ( J u d s o n , 

2 0 1 9 ) . 

Při srovnání pacientů se sarkoidózou s kontrolní populací b y l a j a k o riziková v a r i a n t a 

p r o sarkoidózu n a l e z e n a H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 . T a t o v a r i a n t a b y l a v s o u v i s l o s t i se sarkoidózou 

zmiňována již dříve, především se závažnější prognózou u sarkoidózy ( S a t o et al, 2 0 0 2 ) , 

a s o u v i s e l a s v a r i a n t a m i H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 a H L A - B * 0 7 ( V o o r t e r et al, 2 0 0 5 ) . 

H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 a H L A - B * 0 7 : 0 2 b y l y rovněž pozorovány j a k o rizikové f a k t o r y 

sarkoidózy, a l e p o u z e n a primární úrovni. T y t o dvě v a r i a n t y b y l y rovněž zaznamenány v L D 

s v a r i a n t o u H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 ( T a b . 2 1 ) . 

Nově b y l a identifikována v a r i a n t a H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 4 j a k o rizikový f a k t o r p r o r o z v o j 

sarkoidózy, což j e v r o z p o r u s předchozí studií u p o p u l a c e z Nizozemí, k d e n e b y l zjištěn 
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významný rozdíl v e výskytu této v a r i a n t y u pacientů v e srovnání s kontrolní populací 

( V o o r t e r et al., 2 0 0 5 ) . T e n t o rozdíl může odrážet rozdílnou v e l i k o s t s o u b o r u a odlišný etnický 

původ vyšetřovaných pacientů ( v a n M o o r s e l et al., 2 0 2 2 ) . 

V a r i a n t a H L A - D R B 1 * 0 1 : 0 1 b y l a dříve popsána j a k o protektivní f a k t o r při v z n i k u 

sarkoidózy v p o p u l a c i Spojeného království, N i z o z e m s k a , F i n s k a a J a p o n s k a , k d e b y l a 

identifikována j a k o součást h a p l o t y p u H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 1 - D Q B 1 * 0 5 : 0 1 - D R B 1 * 0 1 : 0 1 . 

Všechny t y t o v a r i a n t y j s o u p o d l e z d e prezentovaných údajů v L D a působí protektivně p r o t i 

r o z v o j i sarkoidózy ( W e n n e r s t r o m et al., 2 0 1 3 ; G r u t t e r s et al, 2 0 0 3 ; N a r u s e et al., 2 0 0 0 ) . 

Kromě H L A - D R B 1 * 0 1 : 0 1 , která se v e z d e prezentované české kontrolní p o p u l a c i 

v y s k y t o v a l a častěji než u pacientů, b y l y dalšími dvěma protektivními v a r i a n t a m i 

H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 a H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 . V a r i a n t a H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 b y l a nedávno popsána 

j a k o protektivní f a k t o r v z n i k u sarkoidózy také u korejské p o p u l a c e ( S i k o r o v a et al., 2 0 2 2 ) . 

H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 n e b y l a d o s u d v s o u v i s l o s t i se sarkoidózou n i k d y zmíněna. T a t o 

pozorovaná a s o c i a c e však může být výsledkem L D m e z i H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 

a H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 a další protektivní v a r i a n t o u - H L A - D R B 1 * 0 4 : 0 1 , která j e z d e uváděna 

j a k o protektivní n a primární úrovni. T y t o tři v a r i a n t y j s o u součástí j e d n o h o z nejběžnějších 

h a p l o t y p u v kavkazské p o p u l a c i ( K o c k u m et al, 1 9 9 9 ) . Další běžný h a p l o t y p , 

H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 , se v této s t u d i i v z t a h u j e k riziku sarkoidózy. 

Při porovnání klinických f e n o t y p u sarkoidózy b y l a j a k o rizikový f a k t o r p r o pokročilejší 

s t a d i a sarkoidózy s t a n o v e n a v a r i a n t a H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 1 . T a t o v a r i a n t a b y l a již dříve popsána 

v e v z t a h u k sarkoidóze obecně ( R o s s m a n et al., 2 0 0 3 ) . V této práci b y l a v a r i a n t a poprvé 

identifikována v e s p o j i t o s t i s vyššími s t a d i i onemocnění. 

V této práci b y l o zaznamenáno 6 H L A v a r i a n t ( H L A - A * 0 1 : 0 1 , H L A - B * 0 8 : 0 1 , 

H L A - C * 0 7 : 0 1 , H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 , H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 a H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 ) tvořících 

8 . 1 h a p l o t y p , asociovaných s L S . H a p l o t y p 8 . 1 se nejčastěji v y s k y t u j e v severní Evropě 

a j e s p o j e n s r i z i k e m autoimunitních onemocnění ( G a m b i n o et al., 2 0 1 8 ) . B y l a popsána i j e h o 

s o u v i s l o s t se sarkoidózou ( P r i c e et al, 1 9 9 9 ; G r u n e w a l d , 2 0 1 0 ) . V a z b a v a r i a n t H L A - B * 0 8 , 

H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 a H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 s příznivou prognózou sarkoidózy b y l a dříve 

pozorována v chorvatské p o p u l a c i ( G r u b i c et al, 2 0 0 7 ) . Příznivý průběh onemocnění b y l 

dříve s p o j e n také s v a r i a n t o u H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 ( S a t o et al., 2 0 0 2 ; G r u n e w a l d et al., 2 0 0 4 ) . 

V této práci b y l a zjištěna s p o j i t o s t v a r i a n t H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 a H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 

se s t a d i e m 1 a remisí onemocnění, s p o l u s v a r i a n t o u H L A - A * 0 1 : 0 1 se častěji v y s k y t o v a l y 

u pacientů, u kterých n e b y l a indikována léčba k o r t i k o s t e r o i d y . Většina asociačních studií 

provedených v s o u v i s l o s t i se sarkoidózou uvádí s p o j i t o s t v a r i a n t y H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 

7 0 



se s k u p i n o u pacientů, zejména těch s příznivější prognózou (Mrázek et al., 2 0 0 5 ; G r u n e w a l d 

et al., 2 0 0 4 ; Y a n a r d a g et a / . , 2 0 1 7 ) . B y l a také popsána a s o c i a c e v a r i a n t y H L A - B * 0 8 : 0 1 

s mírným průběhem onemocnění, zejména s L S ( G r u n e w a l d et al, 2 0 0 4 , F i s c h e r et al., 2 0 1 5 ) . 

V této práci b y l a popsána a s o c i a c e v a r i a n t y H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 se s k u p i n a m i s příznivější 

prognózou. Již dříve b y l zaznamenán významně vyšší výskyt této v a r i a n t y u pacientů než 

u kontrolní p o p u l a c e ( I s h i h a r a et al., 1 9 9 4 ) . Také b y l a zaznamenána s o u v i s l o s t v a r i a n t y 

H L A - A * 0 1 : 0 1 s p a c i e n t y v r e m i s i onemocnění ( G r u n e w a l d et al., 2 0 0 4 ) . 

S mimoplicním postižením b y l a v této práci asociovaná v a r i a n t a H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 3 , 

dříve zmiňovaná v s o u v i s l o s t i se sarkoidózní u v e i t i d o u u pacientů v e Velké Británii 

(Satoeřa/., 2 0 1 0 a ) . Dále b y l a H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 3 s p o j e n a s persistentním onemocněním 

n a primární úrovni, stejně j a k o H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 a H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 4 . T y t o tři v a r i a n t y 

se v české p o p u l a c i vyskytují v L D . V indické p o p u l a c i b y l y t y t o v a r i a n t y s p o j e n y s r i z i k e m 

sarkoidózy ( S h a r m a et al., 2 0 0 3 ) . 

O v z t a h u m e z i imunogenetickými m a r k e t y a i n d i k a c i k léčbě k o r t i k o s t e r o i d y j e zatím 

poměrně málo informací. V předchozí s t u d i i b y l u českých pacientů se sarkoidózou 

indikovaných k léčbě k o r t i k o s t e r o i d y zjištěn zvýšený výskyt mutantní a l e l y C C R 5 D e l t a 3 2 

( P e t r e k et al, 2 0 0 0 ) . B y l o z d e pozorováno, že nositelé H L A - A * 0 2 : 0 1 potřebují léčbu dvakrát 

častěji než p a c i e n t i , kteří t u t o v a r i a n t u n e n e s o u . V z h l e d e m k t o m u , že léčba k o r t i k o s t e r o i d y 

j e indikována u pacientů s významným postižením p l i c sarkoidózou, u nichž se předpokládá 

vyšší riziko budoucí m o r t a l i t y n e b o trvalé i n v a l i d i t y ( B a u g h m a n et al, 2 0 2 1 ) , může být 

užitečná d o s t u p n o s t dalšího laboratorního m a r k e r u , který b u d e z a h r n u t d o komplexního 

rozhodování o zahájení léčby. Před potenciálním klinickým využitím j e však třeba t o t o 

zjištění r e p l i k o v a t . N a d r u h o u s t r a n u n e b y l a potřeba léčby s p o j e n a se třemi a l e l a m i h a p l o t y p u 

8 . 1 a t o t o pozorování dobře zapadá d o tímto uváděné s o u v i s l o s t i t o h o t o h a p l o t y p u s mírnější 

f o r m o u sarkoidózy. 

V této části práce b y l a p r o v e d e n a t y p i z a c e H L A lokusů pomocí m e t o d y N G S 

s vysokým rozlišením n a 4 p o l e . P r o s t a t i s t i c k o u analýzu b y l o použito rozlišení n a dvě p o l e , 

protože j e t o n e j používanější formát m e z i statistickými p r o g r a m y . Hlavní význam této části 

práce spočívá v e velkém počtu podrobně charakterizovaných pacientů z j e d n o h o 

zdravotnického c e n t r a , což umožňuje porovnávat i adekvátní p o d s k u p i n y n a základě 

klinických diagnóz. B y l a analyzována d a t a 3 0 1 přesně charakterizovaných pacientů 

se sarkoidózou s reprezentativními f e n o t y p y . Jediným omezením b y l nízký počet pacientů 

v e 4 . s t a d i u . 
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5.2 SNP asociované se sarkoidózou v české populaci 
V české p o p u l a c i b y l o analyzováno 2 0 polymorfismů spojených především s imunitním 

systémem u 3 0 1 pacientů se sarkoidózou. Výsledky b y l y porovnány s výsledky g e n o t y p i z a c e 

2 0 3 kontrolních jedinců. Cílem této části práce b y l a r e p l i k a c e již dříve zjištěných asociací 

v české p o p u l a c i n a poměrně velkém s o u b o r u z konkrétního zdravotnického c e n t r a 

a vyhodnocení j e j i c h přítomnosti u jednotlivých klinických f e n o t y p u sarkoidózy. 

J a k o rizikový p r o v z n i k sarkoidózy b y l v této práci o d h a l e n p o l y m o r f i s m u s r s 3 1 3 5 3 8 8 , 

který j e s p o j e n s H L A v a r i a n t o u H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 ( K a r a k a y a et al, 2 0 1 9 ) . T a t o v a r i a n t a 

b y l a popsána již dříve asociovaná s r i z i k e m v z n i k u onemocnění, a především s j e h o progresí 

( G r u t t e r s et al, 2 0 0 3 ; K a r a k a y a et al., 2 0 1 9 ; G r u n e w a l d , 2 0 1 0 ) . P o l y m o r f i s m u s r s 3 1 3 5 3 8 8 

b y l v této práci identifikován i j a k o rizikový f a k t o r p r o v z n i k mimoplicních projevů 

onemocnění a spojený s p a c i e n t y indikovanými k léčbě k o r t i k o i d y , což potvrzují dřívější 

výsledky ( G r u t t e r s et al, 2 0 0 3 ; K a r a k a y a et al, 2 0 1 9 ; G r u n e w a l d , 2 0 1 0 ) . 

S e závažnějším průběhem onemocnění b y l v této práci asociován p o l y m o r f i s m u s 

r s 3 9 1 7 1 6 5 v g e n u p r o TGF-fi3, jehož minoritní a l e l a A se častěji v y s k y t o v a l a u pacientů, 

u kterých n e b y l diagnostikován L S , v porovnání s p a c i e n t y s L S . I z o f o r m y TGF-fi j s o u 

obecně s p o j e n y s fibrotickými onemocněními. V holandské p o p u l a c i b y l t e n t o p o l y m o r f i s m u s 

asociován s p a c i e n t y , u kterých se sarkoidóza p r o j e v o v a l a přítomností p l i e n i fibrózy 

( K r u i t et al, 2 0 0 6 ) . 

P o l y m o r f i s m u s r s l 9 6 4 9 9 5 spojený s g e n e m HLA-DRA, HLA-DRB5 b y l dříve zmiňován 

především j a k o asociovaný s p a c i e n t y , u kterých n e b y l diagnostikován L S , t e d y obecně 

se závažnější prognózou onemocnění ( X i o n g et al, 2 0 2 1 ) . V této práci b y l p o l y m o r f i s m u s 

r s 1 9 6 4 9 9 5 n a l e z e n asociovaný s p a c i e n t y , u kterých došlo v průběhu sledování k p r o g r e s i 

onemocnění. 

V rámci porovnání pacientů s mimoplicními p r o j e v y onemocnění a pacientů, u kterých 

onemocnění p o s t i h o v a l o p o u z e plíce, b y l j a k o spojený s mimoplicní f o r m o u onemocnění 

identifikován i p o l y m o r f i s m u s r s l 0 4 9 5 5 0 v g e n u ANXA11. 

J a k o protektivní p r o t i v z n i k u sarkoidózy b y l n a l e z e n p o l y m o r f i s m u s r s 1 9 6 4 9 9 5 v g e n u 

HLA-DRA, HLA-DRB5, který se v y s k y t o v a l u kontrolní p o p u l a c e dvakrát častěji než 

u pacientů. 

S kontrolní populací b y l asociován i polymorfismů r s l 0 4 9 5 5 0 v g e n u ANXA11. T e n t o 

g e n má v l i v n a t v o r b u g r a n u l o m u a b y l o prokázáno, že má r o l i v udržování granulomatózního 

zánětu ( M i r s a e i d i et al, 2 0 1 6 ) . Nesynonymní m u t a c e r s l 0 4 9 5 5 0 nacházející se v e x o n u 

6 g e n u ANXA11 v e d e k záměně a m i n o k y s e l i n y z a r g i n i n u n a c y t o s i n lokalizované n a evolučně 
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konzervované p o z i c i 2 3 0 první annexinové domény. T y t o sekvenční změny m o h o u způsobit 

narušení s t r u k t u r y p r o t e i n u n e b o i n t e r f e r o v a t s proteinovými i n t e r a k c e m i ( H o f m a n n et al, 

2 0 0 8 ) . Zvýšený výskyt r s l 0 4 9 5 5 0 * T v a r i a n t y v kontrolní p o p u l a c i při porovnání s p a c i e n t y 

se sarkoidózou b y l n a l e z e n v m n o h a dřívějších studiích (Mrázek et al, 2 0 1 1 ; K a r a k a y a et al, 

2 0 2 2 ; Z h o u et al, 2 0 1 6 ) . 

Další p o l y m o r f i s m y b y l y s p o j e n y s příznivým průběhem onemocnění. P o l y m o r f i s m u s 

r s 9 2 9 5 6 6 1 v g e n u LRRC16A, který j e exprimován i v C D 4 + a C D 8 + T - l y m f o c y t e c h 

( K i m et al, 2 0 1 4 ) , b y l dříve spojován s p a c i e n t y , u kterých b y l diagnostikován L S 

( R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) . Výše zmíněná a s o c i a c e b y l a p o t v r z e n a i v této práci. 

Dále b y l a v této práci n a l e z e n a s o u v i s l o s t p o l y m o r f i s m u r s 2 0 6 6 8 4 4 , který 

j e zodpovědný z a nesynonymní m u t a c i v g e n u NOD2/CARD15, k d y dochází k záměně 

a r g i n i n u z a t r y p s i n n a p o z i c i 7 0 2 . T a t o v a r i a n t a b y l a již dříve identifikována j a k o spojená 

se sarkoidózou. N a rozdíl o d této práce, k d e b y l a identifikována asociovaná s p a c i e n t y 

v e s t a d i u 1 , b y l a ovšem dříve n a l e z e n a s p o j e n a s vyššími s t a d i i sarkoidózy a jejím 

závažnějším průběhem ( S a t o et al, 2 0 1 0 b ) . 

V e s p o j i t o s t i s příznivým průběhem sarkoidózy b y l o v této práci identifikováno 

6 p o l y m o r f i s m u v g e n e c h nacházejících se n a c h r o m o z o m u 6 ( r s l 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a; 

r s 2 1 8 7 6 6 8 v g e n u HLA-DQA1; r s 3 1 2 9 9 2 7 v l o k u s u CóorflO; r s 3 1 3 0 2 8 8 v g e n u ATF6B; 

r s 3 1 5 3 9 4 v g e n u HLA-DRA a r s 2 0 4 0 4 1 0 spojený s v a r i a n t o u H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 ) . T y t o 

p o l y m o r f i s m y b y l y asociovány s výskytem L S , s p a c i e n t y v r e m i s i onemocnění, s p a c i e n t y 

v e s t a d i u l a s p a c i e n t y , u kterých n e b y l a indikována léčba k o r t i k o s t e r o i d y . V e s t u d i i 

zabývající se autoimunitním onemocněním - celiakií, b y l a identifikována s p o j i t o s t výskytu 

p o l y m o r f i s m u r s 2 1 8 7 6 6 8 v g e n u HLA-DQA1 s výskytem H L A v a r i a n t H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 

a H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 ( M o n s u u r et al, 2 0 0 8 ) . T y t o v a r i a n t y j s o u s p o l u s v a r i a n t o u 

H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 ( s p j a t o u s p o l y m o r f i s m e m r s 2 0 4 0 4 1 0 , který b y l v této práci také 

analyzován) a g e n e m TNF-a ( v e kterém b y l v této práci analyzován p o l y m o r f i s m u s 

r s l 8 0 0 6 2 9 ) součástí 8 . 1 ancestrálního h a p l o t y p u . T e n b y l v této práci s p o j e n s příznivějším 

průběhem sarkoidózy i v analýze H L A v a r i a n t pomocí N G S . P o l y m o r f i s m u s r s l 8 0 0 6 2 9 

v g e n u TNF-a b y l asociován s příznivější prognózou, konkrétně výskytem L S i v analýze 

provedené dříve u české p o p u l a c e (Mrázek et al, 2 0 0 5 ) . 

S příznivějším průběhem onemocnění b y l s p o j e n i p o l y m o r f i s m u s r s 3 1 3 0 2 8 8 v g e n u 

ATF6B. P r o t e i n kódovaný tímto g e n e m j e transkripčním f a k t o r e m v signální dráze odpovědi 

n a s t r e s E R ( P a r k et al, 2 0 1 4 ) . ATF6B j e lokalizován v o b l a s t i M H C n a c h r o m o z o m u 6 p 2 1 

( M o u d i et al, 2 0 2 0 ) a j e t o pravděpodobně j e h o p o z i c e v této o b l a s t i , c o určuje j e h o s p o j i t o s t 

73 



s g e n y asociovanými s lepším průběhem sarkoidózy. P o l y m o r f i s m y r s 3 1 2 9 9 2 7 v l o k u s u 

CóorflO a r s 3 1 3 5 3 9 4 v g e n u HLA-DRA b y l y v této práci také asociovány s příznivěj ším 

průběhem onemocnění a nachází se v o b l a s t i c h r o m o z o m u 6 . T y t o tři p o l y m o r f i s m y 

( r s 3 1 3 0 2 8 8 ; r s 3 1 2 9 9 2 7 ; r s 3 1 3 5 3 9 4 ) b y l y již dříve n a l e z e n y s p o j e n y s p a c i e n t y s L S 

( R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) . J e j i c h s p o j i t o s t s příznivým průběhem onemocnění a společný výskyt 

s p o l y m o r f i s m y v g e n e c h 8 . 1 ancestrálního h a p l o t y p u b y z n i c h m o h l činit potenciální 

kandidáty t o h o t o h a p l o t y p u . P o l y m o r f i s m y v e výše zmíněných g e n e c h b y d o b u d o u c n a m o h l y 

sloužit j a k o m a r k e t y příznivé prognózy u pacientů se sarkoidózou. 

5.3 SNP asociované se sarkoidózou v polské populaci 
V polské p o p u l a c i b y l o vyšetřováno 2 0 jednonukleotidových polymorfismů 

u 1 0 4 pacientů se sarkoidózou. D a t a b y l a porovnána s výsledky g e n o t y p i z a c e 1 0 0 kontrolních 

jedinců. Výsledky v této p o p u l a c i b y l y podobné těm získaným analýzou polymorfismů 

v české p o p u l a c i , což odpovídá podobnému geografickému umístění i etnickému původu 

těchto d v o u populací. 

V e s p o j i t o s t i s příznivým průběhem sarkoidózy b y l o v této práci identifikováno 

6 polymorfismů v g e n e c h nacházejících se n a c h r o m o z o m u 6 ( r s l 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a; 

r s 2 1 8 7 6 6 8 v g e n u HLA-DQAl; r s 3 1 2 9 9 2 7 v l o k u s u CóorflO; r s 3 1 3 0 2 8 8 v g e n u ATF6B; 

r s 3 1 5 3 9 4 v g e n u HLA-DRA a r s 2 0 4 0 4 1 0 spojený s v a r i a n t o u H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 ) . 

P o l y m o r f i s m u s r s 2 1 8 7 6 6 8 v g e n u HLA-DQAl b y l identifikován j a k o p r e d i s p o z i c e k r e m i s i 

onemocnění. J a k j e již výše zmíněno, t e n t o p o l y m o r f i s m u s j e asociován s výskytem v a r i a n t 

H L A - D Q A l * 0 5 : 0 1 a H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 ( M o n s u u r et al, 2 0 0 8 ) . T y t o dvě v a r i a n t y b y l y 

s p o j e n y s příznivějším průběhem sarkoidózy v polské p o p u l a c i v dřívější s t u d i i 

( D u b a n i e w i c z et al, 2 0 0 7 ) . Stejně t a k b y l a v této s t u d i i ( D u b a n i e w i c z et al., 2 0 0 7 ) j a k o 

riziková p r o L S a p a c i e n t y v e s t a d i u 1 , v porovnání s kontrolními j e d i n c i , o b j e v e n a v a r i a n t a 

H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 . T a t o v a r i a n t a j e asociovaná s p o l y m o r f i s m e m r s 2 0 4 0 4 1 0 , který b y l 

identifikován j a k o rizikový p r o v z n i k sarkoidózy u polských pacientů a zároveň spojený 

s p a c i e n t y v r e m i s i a p a c i e n t y v e s t a d i u 1 . Stejně t a k b y l y v této práci v s o u v i s l o s t i s remisí 

onemocnění a s t a d i e m 1 identifikovány p o l y m o r f i s m y r s 1 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a; r s 2 1 8 7 6 6 8 

v g e n u HLA-DQAl, r s 3 1 2 9 9 2 7 v l o k u s u CóorflO; r s 3 1 3 0 2 8 8 v g e n u ATF6B a r s 3 1 5 3 9 4 

v g e n u HLA-DRA. P o l y m o r f i s m y r s 3 1 2 9 9 2 7 v l o k u s u CóorflO a r s 3 1 3 0 2 8 8 v g e n u ATF6B 

b y l y zároveň v této práci identifikovány j a k o rizikové p r o v z n i k sarkoidózy obecně. J e j i c h 

s p o j i t o s t se sarkoidózou a jejím příznivějším průběhem b y l a popsána již dříve ( X i o n g et al., 

2 0 2 1 ; R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) . 
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P o l y m o r f i s m u s r s 1 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a b y l v této práci u polské p o p u l a c e n a l e z e n 

j a k o rizikový f a k t o r p r o v z n i k sarkoidózy. V rámci ní j e ovšem s p j a t s remisí onemocnění 

a p a c i e n t y v e s t a d i u 1 . T a t o s p o j i t o s t s příznivou prognózou onemocnění j e v s o u l a d u 

s předchozími s t u d i e m i ( S e i t z e r et al, 1 9 9 7 ; Mrázek et al, 2 0 0 5 ) . 

P o l y m o r f i s m u s r s 9 2 7 7 3 5 7 v g e n u HLA-DPB1 b y l se sarkoidózou spojený již dříve 

( R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) . V této s t u d i i b y l a identifikována j e h o f u n k c e j a k o rizikového f a k t o r u 

p r o v z n i k sarkoidózy v polské p o p u l a c i . 

J a k o protektivní před v z n i k e m sarkoidózy b y l u polské p o p u l a c e identifikovaný 

p o l y m o r f i s m u s r s 3 8 3 0 1 3 5 v g e n u HLA-DRB1. Asociován s kontrolními j e d i n c i v porovnání 

s p a c i e n t y se sarkoidózou b y l identifikován již dříve v e švédské p o p u l a c i ( R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) . 

T e n t o p o l y m o r f i s m u s se v p o p u l a c i českých pacientů se sarkoidózou v y s k y t o v a l vždy s p o l u 

s v a r i a n t o u H L A - D R B 1 * 0 1 ( T a b . 2 7 ) . T a t o v a r i a n t a b y l a n a l e z e n a j a k o protektivní 

před v z n i k e m sarkoidózy i v polské a dalších populacích ( F o l e y et al., 2 0 0 1 ) . 

Analýzou polymorfismů v polské p o p u l a c i b y l y identifikovány možné m a r k e r y v z n i k u 

sarkoidózy i jejího průběhu. Výsledky analýz provedených v polské p o p u l a c i odpovídají 

výsledkům získaným analýzou české p o p u l a c e . Také v polské p o p u l a c i b y l a o b j e v e n a 

s p o j i t o s t polymorfismů v g e n e c h n a 6 . c h r o m o z o m u se v z n i k e m i průběhem sarkoidózy. 

Limitací podrobnější analýzy u polské p o p u l a c e b y l a především v e l i k o s t s o u b o r u pacientů 

i kontrolních jedinců. P r o podrobnější analýzu b y b y l o potřeba rozšířit s o u b o r pacientů, 

a t o zejména p r o analýzu asociací u jednotlivých klinických f e n o t y p u sarkoidózy. 

5.4 HLA varianty asociované se sarkoidózou v korejské populaci 
V rámci práce b y l y vyšetřovány F f L A a l e l y u korejských pacientů se sarkoidózou. B y l a 

zjišťována j e j i c h s p o j i t o s t se samotným onemocněním i klinickými f e n o t y p y sarkoidózy. B y l y 

identifikovány v a r i a n t y asociované s r i z i k e m sarkoidózy, j a k o j s o u F f L A - C * 0 3 : 0 4 , 

H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 a H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 , dříve popsané v jiných populacích ( R o s s m a n et al., 

2 0 0 3 ; L e v i n et al, 2 0 1 5 ; I s h i h a r a et al, 1 9 9 4 ) . Dále b y l y identifikovány nové v a r i a n t y F f L A 

asociované s rizikem sarkoidózy (např. F f L A - D Q A l * 0 5 : 0 8 ) a nové ochranné v a r i a n t y 

H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 a H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 v korejské p o p u l a c i . V neposlední řadě p o t v r z u j e m e 

výsledky předchozích studií, k d y v a r i a n t a H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 b y l a n a l e z e n a v e s p o j i t o s t i 

s příznivější prognózou ( L e v i n et al, 2 0 1 5 ) , což b y l o z d e p o t v r z e n o i v korejské p o p u l a c i . 

L o k u s HLA-DRB 1 j e často spojován s autoimunitními onemocněními, včetně 

sarkoidózy ( R o s s m a n et al, 2 0 0 3 ; G r u n e w a l d et al, 2 0 1 6 ) . V této práci b y l a identifikována 

v a r i a n t a H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 rizikový f a k t o r p r o v z n i k sarkoidózy. V s o u l a d u s tímto zjištěním 
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b y l a t a t o v a r i a n t a popsána j a k o riziková u afroamerické p o p u l a c e ( R o s s m a n et al, 2 0 0 3 ; 

L e v i n et al, 2 0 1 5 ) . T a t o v a r i a n t a b y l a v korejské p o p u l a c i také více z a s t o u p e n a u pacientů, 

s remisí onemocnění. H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 t e d y může být s p o j e n a s lepší prognózou sarkoidózy 

v korejské p o p u l a c i . Dále b y l a v této p o p u l a c i s t a n o v e n a v a r i a n t a H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 j a k o 

rizikový f a k t o r sarkoidózy. J e zajímavé, že z omezeného počtu studií o H L A u sarkoidózy 

vevýchodoasijské p o p u l a c i I s h i h a r a et al, 1 9 9 4 uvádí, že sarkoidóza j e s p o j e n a 

s H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 a také s a l e l a m i s k u p i n y H L A - D R B 1 * 1 4 u japonských pacientů. Dále 

b y l y a l e l y s k u p i n y H L A - D R B 1 * 1 4 , d o které patří H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 , dříve asociovány 

s r i z i k e m onemocnění, rozsáhlým mimoplicním postižením a chronickým průběhem 

onemocnění u turecké p o p u l a c e ( Y a n a r d a g et al, 2 0 1 7 ; E s e n d a g l i et al, 2 0 1 8 ) . 

HLA-DQB1 b y l dalším l o k u s e m H L A I I . třídy obsahujícím v a r i a n t u a s o c i o v a n o u 

se sarkoidózou v korejské p o p u l a c i , konkrétně H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 fungující j a k o protektivní 

f a k t o r . T a t o v a r i a n t a n e b y l a d o s u d v s o u v i s l o s t i se sarkoidózou zmiňována. 

L o k u s HLA-DQA1 n e b y l v s o u v i s l o s t i se sarkoidózou příliš často zmiňován. V této 

práci b y l a zjištěna L D m e z i a l e l a m i HLA-DQA1 (např. H L A - D Q A 1 * 0 5 ) a souvisejícími 

v a r i a n t a m i HLA-DRB1, což b y m o h l o být důvodem zjištěných asociací. V s o u v i s l o s t i 

s průběhem onemocnění b y l a identifikována v a r i a n t a H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 j a k o protektivní 

v korejské p o p u l a c i . 

L o k u s y H L A I . třídy (HLA-A, -B, -C) b y l y dříve v s o u v i s l o s t i se sarkoidózou 

a autoimunitními onemocněními zmiňovány j e n zřídka. V případech, k d y b y l a zaznamenána 

a s o c i a c e H L A I . třídy se sarkoidózou, b y l a j a k o vysvětlení navrhována buď vazebná 

nerovnováha m e z i H L A I . a I I . třídy, n e b o nezávislé působení H L A I . třídy v s o u v i s l o s t i 

s imunitní odpovědí n a intracelulární mykobakteriální i n f e k c i ( R y b i c k i et I a n n u z z i , 2 0 0 7 ; 

T a r a s i d i s et A r c e , 2 0 2 0 ) . U korejské p o p u l a c e b y l y se sarkoidózou asociovány v a r i a n t y 

H L A - C * 0 3 : 0 2 a H L A - C * 0 3 : 0 4 , r e s p . H L A - C * 0 3 : 0 4 , která navíc s o u v i s e l a s pokročilejšími 

s t a d i i a závažnější prognózou. 

Další v a r i a n t a H L A I . třídy, H L A - A * 3 3 : 0 3 , b y l a s p o j e n a s o c h r a n o u před mimoplicním 

postižením. T a t o v a r i a n t a b y l a dříve pozorována s frekvencí vyšší než 1 0 % v celé korejské 

p o p u l a c i ( L e e et al, 2 0 0 5 ) . 

Z d e prezentovaná analýza H L A u korejské p o p u l a c e má svá omezení. Hlavní limitací 

j s o u menší počty pacientů zejména při porovnávání klinických f e n o t y p u . Optimální b y b y l a 

možnost t y p i z a c e vlastní kontrolní korejské p o p u l a c e namísto použití údajů z populačních 

databází. Pozorované a s o c i a c e j e p r o t o třeba i n t e r p r e t o v a t s určitou r e z e r v o u , d o k u d n e b u d o u 

d a t a ověřena v další skupině korejských pacientů a kontrolních jedinců. 

76 



N a p r o t i t o m u existují důležité pozitivní a s p e k t y t o h o t o srovnání. D o s u d b y l o 

publikováno p o u z e několik studií zkoumajících r o l i v a r i a b i l i t y v H L A l o k u s e c h u sarkoidózy, 

k d e b y l y použity m e t o d y g e n o t y p i z a c e s vysokým rozlišením ( K a r a k a y a et al., 2 0 1 9 ) . 

N e j větší přínosem této části práce však j e , že H L A u sarkoidózy n e b y l a v korejské p o p u l a c i 

vůbec zkoumána, a t o b e z o h l e d u n a úroveň přesnosti. 

5.5 SNP asociované se sarkoidózou v korejské populaci 
V korejské p o p u l a c i b y l o analyzováno 2 0 S N P u 1 3 9 pacientů se sarkoidózou. B y l a 

zjišťována j e j i c h s p o j i t o s t se samotným onemocněním i klinickými f e n o t y p y sarkoidózy. B y l y 

identifikovány p o l y m o r f i s m y asociované se v z n i k e m onemocnění obecně ( r s l 8 9 1 4 6 7 v g e n u 

TGF-p2; r s 3 9 1 7 2 0 0 v g e n u TGF-p3; r s 2 0 6 6 8 4 4 v g e n u NOD2; r s 3 8 3 0 1 3 5 v g e n u HLA-DRB1 

a r s 2 0 4 0 4 1 0 spojený s v a r i a n t o u H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 ) i p o l y m o r f i s m y protektivní p r o t i v z n i k u 

sarkoidózy ( r s l 9 6 4 9 9 5 v l o k u s u HLA-DRA, HLA-DRB5; r s 2 1 8 7 6 6 8 v g e n u HLA-DQA1 

a r s 3 8 1 9 7 1 7 v g e n u TAP2). U pacientů s mimoplicní lokalizací sarkoidózy b y l identifikován 

p o l y m o r f i s m u s r s 1 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a, n a o p a k p o l y m o r f i s m u s r s 2 0 4 0 4 1 0 spojený 

s v a r i a n t o u H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 se v y s k y t o v a l více u pacientů, u kterých j s o u zasaženy j e n 

plíce. S p a c i e n t y , u nichž n e b y l a indikována léčba, b y l asociován p o l y m o r f i s m u s r s 3 9 1 7 1 6 5 

v g e n u TGF-fi3 s e závažnějším průběhem onemocnění. S e s t a d i i 2 - 4 b y l n a o p a k asociován 

p o l y m o r f i s m u s r s 1 8 9 1 4 6 7 v g e n u TGF-fí2. 

J a k o rizikový p r o v z n i k sarkoidózy b y l identifikován p o l y m o r f i s m u s r s 2 0 6 6 8 4 4 v g e n u 

NOD2, který b y l již dříve asociován se sarkoidózou především s j e j i progresivní f o r m o u 

( S a t o et al, 2 0 1 0 b ) . T e n t o p o l y m o r f i s m u s v e d e k záměně a m i n o k y s e l i n v C-terminal 

leucine-rich repeat ( L R R ) a t a má regulační i rozpoznávací f u n k c i p r o P A M P s . L R R j s o u 

s p o j e n y s časným nástupem sarkoidózy. M u t a c e NOD2 j s o u s p o j e n y s m u l t i systémovým 

granulomatózním onemocněním charakterizovaným artritídou, u v e i t i d o u a kožními 

c h o r o b a m i ( N e g r o n i et al, 2 0 1 8 ) . 

J a k o další rizikový p o l y m o r f i s m u s b y l n a l e z e n r s 3 8 3 0 1 3 5 v g e n u HLA-DRBL T e n t o 

p o l y m o r f i s m u s z d e b y l v rámci polské p o p u l a c e i v předešlých studiích evropských populací 

( R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) n a l e z e n j a k o ochranný p r o t i v z n i k u sarkoidózy. V asijské p o p u l a c i t e n t o 

p o l y m o r f i s m u s zatím n e b y l zkoumán. 

P o l y m o r f i s m u s r s 2 0 4 0 4 1 0 asociovaný s v a r i a n t o u H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 b y l n a l e z e n v této 

práci j a k rizikový p r o sarkoidózu obecně, t a k i spojený s p a c i e n t y , kteří mají sarkoidózou 

zasaženy j e n plíce. T o t o odpovídá předchozím studiím n a evropské a americké p o p u l a c i 

( L e v i n et al, 2 0 1 5 ; L a h t e l a et al, 2 0 1 9 ) . V a r i a n t a H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 má zároveň v y s o k o u 
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v a z e b n o u a f i n i t u k peptidům n a p o v r c h u bakterií d r i v e již spojených s patogenezí sarkoidózy 

(Mycobacterium tuberculosis a Propionibacterium acnes) ( L e v i n et al., 2 0 1 5 ) . 

J a k o rizikové p r o v z n i k sarkoidózy b y l y v této práci n a l e z e n y p o l y m o r f i s m y r s 1 8 9 1 4 6 7 

a r s 3 9 1 7 2 0 0 v g e n e c h TGF-fí2 a TGF-fS3. P o l y m o r f i s m y v izoformách g e n u TGF-fí b y l y 

n a l e z e n y asociovány se sarkoidózou již dříve ( S i k o r o v a et al, 2 0 2 0 ; P a b s t et al., 2 0 1 1 ; 

K r u i t et al., 2 0 0 6 ) . TGF-fi v e d e k a k t i v a c i a p r o l i f e r a c i fibroblastů a s t i m u l u j e j e k p r o d u k c i 

k o l a g e n u , f i b r o n e k t i n u a proteoglykanů; i n h i b u j e d e g r a d a c i k o l a g e n u deaktivací matrixových 

metaloproteináz a aktivací inhibitorů proteináz ( K a t o et al, 2 0 2 2 ) . Rovnováha m e z i 

i z o f o r m a m i TGF-fi může určovat p o v a h u hojení. I z o f o r m y 1 a 2 r o d i n y TGF-fi j s o u obecně 

popisovány j a k o profibrotické, zatímco TGF-63 působí a n t i f i b r o t i c k y ( K r u i t et al, 2 0 0 6 ) . 

P o l y m o r f i s m u s r s 3 9 1 7 1 6 5 v g e n u TGF-fi3, n a l e z e n v této práci především u pacientů, kterým 

n e b y l a indikována léčba, b y l popsán j a k o spojený se v z n i k e m fibrózy v holandské p o p u l a c i 

( K r u i t et al., 2 0 0 6 ) . P o l y m o r f i s m u s r s 1 8 9 1 4 6 7 v g e n u TGF-fi2 b y l n a l e z e n asociován 

s vyššími s t a d i i u korejských pacientů, což odpovídá i výsledkům v holandské p o p u l a c i 

( K r u i t et al., 2 0 0 6 ) , n i k o l i v však výsledkům v německé p o p u l a c i ( P a b s et al., 2 0 1 1 ) . 

P o l y m o r f i s m u s r s 1 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a b y l v této práci asociován s mimoplicními 

p r o j e v y sarkoidózy. V s o u v i s l o s t i s postižením s r d c e sarkoidózou b y l n a l e z e n již dříve 

v japonské p o p u l a c i ( T a k a s h i g e et al, 1 9 9 9 ) . 

P o l y m o r f i s m u s r s 1 9 6 4 9 9 5 v l o k u s u HLA-DRA, HLA-DRB5 b y l n a l e z e n v této práci j a k o 

protektivní, což odpovídá výsledům z d e prezentovaným u české p o p u l a c e i předchozí s t u d i i 

provedené u evropské p o p u l a c e ( R i v e r a et al, 2 0 1 6 ) . J a k o protektivní b y l v této práci 

identifikován i p o l y m o r f i s m u s r s 2 1 8 7 6 6 8 v g e n u HLA-DQA1, spojený s v a r i a n t o u 

H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 , která b y l a v této práci n a l e z e n a asociována s kontrolní populací 

při porovnání s k o r e j skými p a c i e n t y se sarkoidózou. J a k o protektivní b y l a v této práci 

identifikována také přítomnost a l e l y T v p o l y m o r f i s m u r s 3 8 1 9 7 1 7 v g e n u TAP2. V evropské 

p o p u l a c i b y l a a l e l a G v p o l y m o r f i s m u r s 3 8 1 9 7 1 7 v g e n u TAP2 identifikována j a k o riziková 

p r o v z n i k sarkoidózy ( R i v e r a et al., 2 0 1 6 ) . 

5.6 SNP asociované se sarkoidózou v řecké populaci 
B y l o analyzováno 2 0 jednonukleotidových p o l y m o r f i s m u , spojených s imunitní reakcí 

či metabolizací vápníku. V této s o u v i s l o s t i se jedná o první s t u d i i genetické v a r i a b i l i t y genů 

souvisejících s i m u n i t o u p r o v e d e n o u u řeckých pacientů se sarkoidózou. Hlavním zjištěním 

b y l a s o u v i s l o s t m e z i sarkoidózou a v a r i a n t o u r s 3 9 1 7 2 0 0 v g e n u TGF-fi3. Dále t a t o práce 
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p o t v r d i l a , že v a r i a n t a ANXA11 r s 1 0 4 9 5 5 0 * A b y l a asociována se sarkoidózou j a k o c e l k e m 

i u řeckých pacientů. 

G e n ANXA11 se podílí n a apoptóze a má v l i v n a t v o r b u g r a n u l o m u ( M i r s a e i d i et al, 

2 0 1 6 ) . P o l y m o r f i s m u s r s l 0 4 9 5 5 0 v e d e k aminokyselinové s u b s t i t u c i a r g i n i n / c y t o s i n n a p o z i c i 

2 3 0 v e vazebné doméně zodpovědné z a v a z b u vápenatých iontů. A s o c i a c e t o h o t o 

p o l y m o r f i s m u se sarkoidózou b y l a poprvé zaznamenána v rámci celogenomové asociační 

s t u d i e provedené v německé p o p u l a c i ( H o f m a n n et al, 2 0 0 8 ) a následně b y l a replikována 

v české (Mrázek et al, 2 0 1 1 ) , portugalské ( M o r a i s et al, 2 0 1 3 ) a americké ( L e v i n et al, 

2 0 1 3 ) p o p u l a c i s protektivním účinkem. Protektivní a s o c i a c e t o h o t o p o l y m o r f i s m u 

s pokročilejšími s t a d i i 2 - 4 u sarkoidózy b y l a zatím zaznamenána p o u z e u české p o p u l a c e 

(Mrázek et al, 2 0 1 1 ) . A s o c i a c e s perzistencí onemocnění b y l a zaznamenána u americké 

p o p u l a c e ( L e v i n etal, 2 0 1 3 ) . 

U g e n u TGF-fi3 se předpokládá antifibrotický účinek při hojení r a n ( G i l b e r t et al, 2 0 1 6 ; 

S h a h et al, 1 9 9 5 ) . P o l y m o r f i s m u s r s 3 9 1 7 2 0 0 v g e n u TGF-fi3 b y l již dříve popsán 

v s o u v i s l o s t i s fibrotickými p r o c e s y ( P a b s t el al, 2 0 1 1 ) . V předchozí s t u d i i t o h o t o 

p o l y m o r f i s m u u německé p o p u l a c e b y l pozorován t r e n d naznačující m u t a c i a l e l y C t o h o t o 

S N P j a k o f a k t o r přispívající k e v z n i k u p l i e n i fibrózy u pacientů se sarkoidózou ( P a b s t el al, 

2 0 1 1 ) . Podobná pozorování týkající se t o h o t o S N P v TGF-fi3 b y l a zaznamenána 

u nizozemské p o p u l a c e ( K r u i t et al, 2 0 0 6 ) . J e t e d y možné předpokládat, že S N P r s 3 9 1 7 2 0 0 

v TGF-fi3 b y m o h l být potenciálním m a r k e r e m p r o g r e s e onemocnění u pacientů 

se sarkoidózou. 

B y l a pozorována také a s o c i a c e p o l y m o r f i s m u r s 1 8 0 0 6 2 9 v g e n u TNF-a s pokročilejšími s t a d i i 

2 - 4 u sarkoidózy v e srovnání s kontrolními j e d i n c i . A s o c i a c e m e z i tímto p o l y m o r f i s m e m 

a sarkoidózou obecně b y l a již dříve zaznamenána u jiné p o p u l a c e (Mrázek et al, 2 0 0 5 ) , 

n e však a s o c i a c e s vyššími s t a d i i 2 - 4 u sarkoidózy. TNF-a h r a j e důležitou r o l i v p a t o g e n e z i 

sarkoidózy při tvorbě granulomů a p o l y m o r f i s m u s r s 1 8 0 0 6 2 9 může t e d y ovlivňovat 

t r a n s k r i p c i t o h o t o g e n u , a tím i j e h o p r o d u k c i . 

Provedená analýza p o l y m o r f i s m u u řecké p o p u l a c e měla určitá omezení. B y l vyšetřen 

relativně nízký počet pacientů, zejména v podskupinách se závažnější prognózou a vyššími 

s t a d i i . K ověření těchto výsledků a prozkoumání j e j i c h možného v z t a h u k e klinickému 

průběhu onemocnění b y b y l o zapotřebí r e p l i k o v a t výsledky n a větší kohortě pacientů. 
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5.7 Analýza zdravé chorvatské populace 
Jedná se o první analýzu d i v e r z i t y H L A lokusů v p o p u l a c i východního C h o r v a t s k a 

p r o v e d e n o u u zdravých dárců k r v e . Analýza b y l a p r o v e d e n a u 6 H L A lokusů pomocí N G S 

umožňujícího rozsáhlou analýzu s pokrytím exonů/intronů s m i n i m e m nejednoznačností. 

Poprvé v chorvatské p o p u l a c i b y l a p r o v e d e n a analýza 6 lokusů s rozlišením n a 4 p o l e . 

Výsledky b y l y porovnány s chorvatským r e g i s t r e m dárců kostní dřeně. 

Porovnání výsledků v l o k u s u HLA-A n e o d h a l i l o žádné signifikantní rozdíly. S h o d o v a l o 

se i pořadí nejčastějších a l e l A * 0 2 : 0 1 : 0 1 , A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 , A * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 , a . 4 * 2 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 . 

Rozdíly m e z i údaji prezentovanými v této práci a údaji z r e g i s t r u dárců kostní dřeně b y l y 

pozorovány v l o k u s u HLA-B. V a r i a n t a H L A - B * 1 8 : 0 , která z d e b y l a u v e d e n a j a k o 

6 . n e j častější, b y l a v r e g i s t r u d r u h o u nejčastější ( 8 . 1 6 % ) ( G r u b i c et al., 2 0 1 4 ) . T o t o s p o l u 

s výskytem v a r i a n t y H L A - B * 3 5 : 0 1 , která b y l a v této práci pozorována u chorvatské p o p u l a c e 

j a k o druhá nejčastější, p o u k a z u j e n a silný v l i v jihovýchodoevropských populací n a složení 

H L A u východních Chorvatů, jelikož t y t o se shodují se zastoupením v turecké ( P i n g e l et al. 

2 0 1 3 ) či italské p o p u l a c i ( R e n d i n e et al, 2 0 1 2 ) . 

V pořadí v a r i a n t v l o k u s HLA-C b y l o pozorováno také několik odlišností. V r e g i s t r u 

dárců kostní dřeně b y l a n a prvním místě v a r i a n t a H L A - C * 0 7 : 0 1 ( 2 1 . 7 7 % ) a n a druhém 

v a r i a n t a H L A - C * 0 4 : 0 1 ( 1 5 . 5 9 % ) , v e z d e prezentované p o p u l a c i b y l a H L A - C * 0 7 : 0 1 

( 1 4 . 4 1 % ) n a druhém místě a H L A - C * 0 4 : 0 1 ( 1 8 . 0 1 % ) n a prvním místě. Obecně b y l o pořadí 

a l e l shodné spíše s výsledky v turecké p o p u l a c i ( P i n g e l et al., 2 0 1 3 ) . 

Odlišnosti b y l y i v e výsledcích l o k u s u HLA-DRB1. V a r i a n t y H L A - D R B 1 * 1 6 : 0 1 

( 1 3 . 9 6 % ) a D R B 1 * 0 3 : 0 1 ( 7 . 6 6 % ) b y l y v e z d e prezentovaných výsledcích první a pátá 

nejčastější, zatímco m e z i chorvatskými dárci kostní dřeně b y l y v t o m t o pořadí n a čtvrtém 

a prvním místě. Z d e prezentované výsledky t a k odpovídají spíše východoevropské, bulharské, 

p o p u l a c i ( I v a n o v a et al, 2 0 0 2 ) . N a o p a k poměr výskytu v a r i a n t H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 

a H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 4 : 0 1 b y l v s o u l a d u s výsledky chorvatského r e g i s t r u dárců kostní dřeně. 

H a p l o t y p o v o u analýzou b y l y zjištěny a p o t v r z e n y h a p l o t y p y pozorované i v rámci 

r e g i s t r u dárců kostní dřeně. Četnost výskytu h a p l o t y p u A * l 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 -

B * 3 5 : 0 1 : 0 1 - D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 ( 1 . 3 5 % ) se s h o d o v a l a 

s výsledky polské p o p u l a c e ( N o w a k et al., 2 0 0 8 ) . B y l pozorován i výskyt h a p l o t y p u 

D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 2 - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 , D R B 1 * 1 5 : 0 1 : 0 1 -

D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 : 0 1 - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 : 0 1 : 0 1 , D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 - D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 -

D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 a A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 - C * 0 7 : 0 1 : 0 1 - B * 0 8 : 0 1 : 0 1 - D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 -
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D Q A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 2 - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 v této práci dříve pozorovaných v e s p o j i t o s t i 

s výskytem či průběhem sarkoidózy v české p o p u l a c i . 

5.8 Spojitost výskytu polymorfismů s geografickou polohou 
V české a polské p o p u l a c i , k d y se jedná o p o p u l a c e sousedních středoevropských států, 

se výsledky analýzy s p o j i t o s t i polymorfismů se sarkoidózou téměř s h o d o v a l y . V o b o u 

případech b y l a identifikována s p o j i t o s t s k u p i n y polymorfismů n a 6 . c h r o m o z o m u ( r s 1 8 0 0 6 2 9 , 

r s 2 1 8 7 6 6 8 , r s 3 1 2 9 9 2 7 , 3 1 3 0 2 8 8 , r s 3 1 3 5 3 9 4 a r s 2 0 4 0 4 1 0 ) s příznivější prognózou sarkoidózy 

( O b r . 5 ) . U polské p o p u l a c e b y l a identifikována n e j e n protektivní a s o c i a c e polymorfismů 

r s 3 8 3 0 1 3 5 před v z n i k e m sarkoidózy, a l e i u k a z a t e l r i z i k a v z n i k u sarkoidózy p o l y m o r f i s m u s 

r s 9 2 7 7 3 5 7 . U české p o p u l a c e b y l y navíc identifikovány p o l y m o r f i s m y r s 3 9 1 7 1 6 5 

a r s 3 1 3 5 3 8 8 spojené se závažnějším průběhem onemocnění. Dále b y l a u české p o p u l a c e 

p o t v r z e n a ochranná f u n k c e polymorfismů r s l 0 4 9 5 5 0 před v z n i k e m sarkoidózy, což b y l o 

možné p o z o r o v a t i v další evropské p o p u l a c i , a t o s i c e v řecké p o p u l a c i ( O b r . 4 ) . Z d e b y l y již 

pozorovány jisté odlišnosti v e výskytu asociací se sarkoidózou m e z i t o u t o a středoevropskými 

p o p u l a c e m i . Například p o l y m o r f i s m u s r s l 8 0 0 6 2 9 z d e b y l asociován s vyššími s t a d i i 

onemocnění. V této p o p u l a c i b y l identifikován nový pravděpodobný rizikový f a k t o r 

onemocnění p o l y m o r f i s m u s r s 3 9 1 7 2 0 0 v g e n u TGF-03, který b y l rizikovým p r o v z n i k 

sarkoidózy i v korejské p o p u l a c i ( O b r . 4 ) . V těchto d v o u populacích, řecké a korejské, b y l a 

společným z n a k e m i s p o j i t o s t polymorfismů r s 1 8 0 0 6 2 9 se závažnějším průběhem sarkoidózy 

( O b r . 6 ) . 

V e východoasijské p o p u l a c i z Korejské r e p u b l i k y b y l y pozorovány další odlišnosti 

o p r o t i populacím evropským. S e sarkoidózou z d e b y l y asociovány především p o l y m o r f i s m y 

v l o k u s u TGF- p. Jedná se o c y t o k i n vyskytující se v e více izoformách a důsledkem narušení 

rovnováhy (poměru) těchto i z o f o r e m může být v z n i k fibrózy. P o l y m o r f i s m y r s l 8 9 1 4 6 7 , 

r s 2 0 6 6 8 4 4 , r s 3 8 3 0 1 3 5 a r s 3 9 1 7 2 0 0 b y l y v korejské p o p u l a c i identifikovány j a k o rizikové 

p r o v z n i k sarkoidózy, n a o p a k p o l y m o r f i s m y r s l 9 6 4 9 9 5 , r s 2 1 8 7 6 6 8 a r s 3 8 1 9 7 1 7 měly v rámci 

sarkoidózy ochranný c h a r a k t e r . P o l y m o r f i s m u s r s 2 0 4 0 4 1 0 b y l v korejské p o p u l a c i pozorován 

j a k o rizikový p r o v z n i k sarkoidózy. V rámci pacientů se sarkoidózou se ovšem více 

v y s k y t o v a l v e skupině, k d y n e m o c z a s a h o v a l a p o u z e plíce, což odpovídá s p o j i t o s t i 

s příznivější prognózou v e středoevropských populacích ( O b r . 5 ) . 

Vrámci analýzy H L A v a r i a n t j e v této práci také popsána podrobná c h a r a k t e r i s t i k a 

d i v e r z i t y H L A u východochorvatské p o p u l a c e , která p o u k a z u j e n a charakteristické z n a k y a l e l 

a haplotypů, které odpovídají složité populační h i s t o r i i studované s k u p i n y Chorvatů a této 
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geografické o b l a s t i . T a t o d a t a zvyšují populační a geografické pokrytí d a t y N G S a dávají 

základ klinickým a genetickým údajům. T a t o s t u d i e představuje užitečnou r e f e r e n c i 

p r o populační s t u d i e a s t u d i e asociací H L A s n e m o c e m i . 

V analýze jednonukleotidových polymorfismů jednotlivých populací České r e p u b l i k y , 

Polské r e p u b l i k y , Řecké r e p u b l i k y a Korejské r e p u b l i k y b y l y n a l e z e n y p o l y m o r f i s m y , které 

p r o d a n o u s k u p i n u neodpovídaly Hardy-Weinbergově rovnováze. T y t o p o l y m o r f i s m y 

se nacházely především n a c h r o m o z o m u 6 v o b l a s t i M H C . Jedná se o o b l a s t s v e l m i v y s o k o u 

v a r i a b i l i t o u a výskytem páralogiích úseků, ovlivňujících J T W E a komplikujících t a k 

genotypizační analýzu ( K e n n e d y et al, 2 0 1 7 ) . 
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6 Závěr 

V této práci b y l o vybráno a analyzováno 2 0 jednonukleotidových polymorfismů v g e n e c h 

spojených s patofyziologií sarkoidózy pomocí m e t o d y MassArray v české, polské, řecké 

a korejské p o p u l a c i . Dále b y l y analyzovány H L A v a r i a n t y u české a korejské p o p u l a c e 

pomocí N G S m e t o d y s vysokým rozlišením. Následně b y l a analyzována s p o j i t o s t těchto 

polymorfismů a H L A v a r i a n t se sarkoidózou. B y l a analyzována i s p o j i t o s t polymorfismů 

a H L A v a r i a n t s jednotlivými klinickými f e n o t y p y , a t o především v detailně popsané 

p o p u l a c i 3 0 1 českých pacientů se sarkoidózou, k d y b y l a k d i s p o z i c i i početná kontrolní 

s k u p i n a . 

V této práci se podařilo r e p l i k o v a t výsledky předchozích studií a o b j e v i t i některé nové 

s o u v i s l o s t i m e z i zkoumanými p o l y m o r f i s m y H L A v a r i a n t a m i a sarkoidózou. B y l a také zjevná 

závislost přítomností polymorfismů a různých H L A v a r i a n t n a geografickém umístění dané 

p o p u l a c e . V české a polské p o p u l a c i b y l a identifikována s p o j i t o s t s k u p i n y polymorfismů 

n a 6 . c h r o m o z o m u s příznivější prognózou sarkoidózy. S p o j i t o s t b y l a pozorovatelná i u české 

a řecké p o p u l a c e . Z d e b y l a p o t v r z e n a ochranná f u n k c e polymorfismů r s l 0 4 9 5 5 0 

před v z n i k e m sarkoidózy. 

V korejské p o p u l a c i b y l y se sarkoidózou asociovány p o l y m o r f i s m y v l o k u s u TGF-fi, 

p o l y m o r f i s m u s r s 3 9 1 7 2 0 0 b y l asociován i s řeckými p a c i e n t y se sarkoidózou. P o l y m o r f i s m u s 

r s 2 0 4 0 4 1 0 b y l v korejské p o p u l a c i pozorován j a k o rizikový p r o v z n i k sarkoidózy a s p a c i e n t y , 

u kterých n e m o c z a s a h o v a l a p o u z e plíce. T o odpovídá výsledkům v e středoevropských 

populacích. 

B y l y také analyzovány H L A v a r i a n t y . J e z d e popsána podrobná c h a r a k t e r i s t i k a d i v e r z i t y 

H L A u východochorvatské p o p u l a c e . O b l a s t M H C j e dlouhodobě uváděna v e s p o j i t o s t i 

se sarkoidózou. V české p o p u l a c i b y l a j a k o rizikový f a k t o r p r o v z n i k sarkoidózy p o t v r z e n a 

v a r i a n t a H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 2 a nově b y l a j a k o riziková pozorována v a r i a n t a 

H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 4 . B y l a navržena také s o u v i s l o s t v a r i a n t y H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 1 , již dříve 

spojené s r i z i k e m sarkoidózy, j a k o rizikového f a k t o r u p r o progredující průběh onemocnění. 

N a o p a k b y l y pozorovány některé v a r i a n t y H L A spojené s mimoplicním postižením 

a chronickým průběhem onemocnění. Nositelé těchto H L A v a r i a n t b y měli být pečlivě 

sledováni, vyšetřováni n a mimoplicní postižení a měla b y být zvažována j e j i c h léčba. V této 

práci, j a k o v jedné z prvních, b y l a p o t v r z e n a r o l e 8 . 1 ancestrálního h a p l o t y p u u sarkoidózy, 

jenž b y l často zmiňován u jiných autoimunitních onemocnění. 
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Přínos i n t e r a k c e 8 . 1 ancestralního h a p l o t y p u s f e n o t y p e m autoimunitního onemocnění, 

zejména s lepší prognózou sarkoidózy, j e n e j důležitějším zjištěním. T u t o s o u v i s l o s t j e třeba 

zvážit s o h l e d e m n a přístup personalizované medicíny a může být užitečná, p o k u d j d e 

o i n d i k a c i léčby k o r t i k o s t e r o i d y . 

V korejské p o p u l a c i , b y l y p o t v r z e n y a s o c i a c e m e z i některými v a r i a n t a m i H L A 

a sarkoidózou, které b y l y dříve popsány v jiných populacích. B y l y identifikovány i některé, 

dříve nepopsané, spojení H L A v a r i a n t se sarkoidózou, zejména v l o k u s e c h H L A I I . třídy, 

definované pomocí přesné g e n o t y p i z a c e N G S v e z d e použitém s o u b o r u korejských pacientů. 

Než však b u d e možné dále z k o u m a t pravděpodobný klinický význam n e b o funkční význam 

z d e uvedených asociací, j e nutné provést potvrzující s t u d i e v jiné korejské kohortě pacientů 

se sarkoidózou. 

Z d e uváděné výsledky imunogenetických analýz, získané s t u d i e m čtyř různých populací, 

potvrzují h e t e r o g e n i t u sarkoidózy n a základě etnického původu pacientů. T o t o zjištění 

b y mělo být, j a k z této s t u d i e vyplývá, zohledněno i v případě p e r s o n a l i z a c e přístupu 

k d i a g n o s t i c e a určování prognózy či i n d i k a c i léčby t o h o t o onemocnění. 
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8 Seznam zkratek 
°C stupně c e l s i a 

u l m i k r o l i t r 

A , T , C , G a d e n i n , t h y m i n , c y t o s i n , g u a n i n 

A C E angiotensin-konvertující e n z y m 

A l a A l a n i n 

A N X A 1 1 a n n e x i n 1 1 

A P C antigen presenting cell ( a n t i g e n prezentující buňky) 

A r g A r g i n i n 

A T F 6 B activating transcription factor 6 beta 

A T P adenosine triphosphate a d e n o s i n t r i f o s f a t 

A T S american thoracic society 

B A F F B-cell activating factor 

B A L bronchoalveolární laváž 

B M P R 2 bone morphogenetic protein receptor type 2 

b p pár bazí 

B T N L 2 butyrophilin like 2 ( b u t y r o f i l i n 2 ) 

C l o r f l 4 1 chromosome 1 open reading frame 141 

CóorflO chromosome 6 open reading frame 10 

C A C F D 1 calcium channel flower domain containing 1 

C a C l 2 chlorid vápenatý 

C C L C-C motive chemokine Ugand C - C chemokinový l i g a n d 

C D cluster of diferenciation diferenciační s k u p i n a 

C I conficence interval i n t e r v a l s p o l e h l i v o s t i 

C N V c o p y n u m b e r v a r i a t i o n v a r i a c e počtu kopií 

C T computed tomography výpočetní t o m o g r a f i e 

C X C L C-X-C motif chemokine ligand C - X - C chemokinový l i g a n d 

C y s C y s t e i n 

D N A deoxyribonucleic acid deoxyribonukleová k y s e l i n a 

d N T P deoxynucletide triphospathe d e o x y n u k l e o t i d trifosfát 

d s D N A d o u b l e - s t r a n d e d D N A dvouvláknová D N A 

E D T A ethylen diaminotetraacetic acid e t h y l e n diaminotetraoctová k y s l i n a 

E K G e l e k t r o k a r d i o g r a f i e 
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E R S European Respiratory Society 

E t O H e t h a n o l 

F forward 

f f r e k v e n c e 

F E V 1 forced expired volume in 1 second usilovně vydechnutý o b j e m z a 1 s e k u n d u 

F P fluorescenční p o l a r i z a c e 

F R E T fluorescence resonance energy transfer 

F V C forced vital capacity usilovná vitální k a p a c i t a , 

G l y G l y c i n 

G R E M 1 gremlin 1 

G W A S genome wide asociation study celogenomová asociační s t u d i e 

H L A human leukocyte antigen lidský leukocytový a n t i g e n 

H W E H a r d y - W e i n b e r g e q u i l i b r i u m H a r d y - W e i n b e r g o v a rovnováha 

C h r . chromozóm 

I g I m m u n o g l o b u l i n 

I L i n t e r l e u k i n 

l i e I s o l e u c i n 

l n e Incorporated 

I N F - y i n t e r f e r o n - y 

I P D - I M G T The Immuno Polymorphism Database- Immunogenetics database 

J A K Janus kinase J a n u s o v a kináza 

J A K - S T A T Janus kinase/signal transducers and activators of transcription 

L D linkage disequilibrium vazebná nerovnováha 

L R R leucine-rich repeat 

L R R C 1 6 A L e u c i n e R i c h R e p e a t C o n t a i n i n g P r o t e i n 1 6 A 

L S Lófregnův s y n d r o m 

M molární 

M A F minor allele frequency f r e k v e n c e minoritních a l e l 

M A L D I matrix assisted laser desorption/ionization 

M g C i 2 c h l o r i d horečnatý 

M g C l 2 * 6 H 2 0 c h l o r i d horečnatý hexahydrát 

M H C major histocompatibility complex hlavní histokompatibilní k o m p l e x 

m i n m i n u t a 

m l m i l i l i t r 
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M S mass spektrometry hmotnostní s p e k t r o m e t r i e 

m T O R C l mammalian target of rapamycin complex 1 

n number počet 

N A neanalyzováno 

N a C l c h l o r i d sodný 

N a O H h y d r o x i d sodný 

N F k B n u c l e a r f a c t o r - k a p p a B 

n g n a n o g r a m 

N G S next generation sequencing sekvenování přiští g e n e r a c e 

N H G R I National Human Genome Research Institute 

N I G M S Human Genetic Cell Repository 

N L R N O D - l i k e r e c e p t o r y 

n m n a n o m e t r 

N O D 2 Nucleotide Binding Oligomerization Domain Containing 2 

N O T C H 4 N o t c h r e c e p t o r 4 

O R odds ratio poměr šancí 

O S 9 o s t e o s a r c o m a 9 

O t otáčky 

P A M P pathogen-associated molecular patterns 

p c o r r p - h o d n o t a p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání 

P C R polymerase chain reaction polymerázová řetězová r e a k c e 

P E T pozitronová emisní t o m o g r a f i e 

p H p o t e n t i a l o f h y d r o g e n 

p M pikomolární 

P r o P r o l i n 

P R S polygenic risk score 

q P C R quantitative PCR kvantitativní polymerázová řetězová r e a k c e 

R reverse 

R N A ribonucleic acid ribonukleová k y s e l i n a 

R T G rentgenové záření 

s s e k u n d a 

S A A sérový a m y l o i d A 

S A P shrimp alcaline phosphatase 

S D S dodecylsíran sodný 
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S e r S e r i n 

S L C 0 1 B 1 solute carrier organic anion transporter family member 1B1 

S M A D suppressor of mothers against decapentaplegic 

S M R T single molekule real time 

S N P single nucleotide polymorphism jednonukleotidový p o l y m o r f i s m u s 

S R R M 3 serine/arginine repetitive matrix 3 

S S O P sequence specific oligonuscleotide probes sekvenčně specifické 

oligonuklotidové s o n d y 

S S P sekvenčně specifické p r i m e r y 

S T A T signal transducer and activator of transcription 

S T Y X L 1 serine/threonine/tyrosine-interacting-like protein 1 

T A P 2 antigen peptide transporter 2 

T c T-cytotoxic cell c y t o t o x i c i t y T l y m f o c y t 

T C R T cell receptror T lymfocytový r e c e p t o r 

T E T r i s - E D T A 

T G F - P transforming growth factor /? transformující růstový f a k t o r P 
T h T helper cell pomocný T l y m f o c y t 

T L R Toll Like Receptor 

T N F tumor necrosis factor t u m o r n e k r o t i z u j í cí f a k t o r 

T O F time of fly analyzátor d o b y l e t u 

T r e g regulačními T - l y m f o c y t y 

T r i s t r i s ( h y d r o x y m e t h y l ) a m i n o m e t h a n e 

T r p T r y p t o f a n 

T Y K 2 tyrosine kinase 2 

U S A United States of America 

U T R untranslated region nepřekládaná o b l a s t 

W A S O G World Association of Sarcoidosis and other Granulomatous Disorders 
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10 Internetové odkazy k statistickým nástrojům a databázím 

• GWAS Catalog (ebi.ac.uk) 
• The Allele Frequency Net Database - Allele, haplotype and genotype frequencies in  

Worldwide Populations (allelefrequencies.net) 
• Ensembl genome browser 108 
• SHEsisPlus (bio-x.cn) 
• Analyze a 2x2 contingency table (graphpad.com) 
• 2x2 Contingency Table with Odds Ratios, etc. (vassarstats.net) 
• HLA Analysis Tools (lanl.gov) 
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Přílohy Tabulka 21: Rozlišené varianty a varianty související s onemocněním v šesti 
zkoumaných lokusech HLA (úroveň rozlišení na dvě pole) ( t a b u l k a uvádí počet v a r i a n t , 
které se nám podařilo rozlišit pomocí N G S g e n o t y p i z a c e H L A , a počet v a r i a n t asociovaných 
se sarkoidózou v e zkoumaných H L A l o k u s e c h pozorovaných u českých pacientů. Významná 
a s o c i a c e : n a "primární úrovni": p < 0 . 0 5 , před B o n f e r r o n i h o korekcí n a mnohočetná srovnání 
(*)) 

Locus DETERMINED ASSOCIATED ON ASSOCIATED A F T E R 

VARIANTS PRIMARY L E V E L C O R R E C T I O N * 

HLA-A 2 1 1 0 

HLA-B 4 5 3 1 

HLA-C 2 2 4 3 

HLA-DRB1 4 1 6 2 

HLA-DQA1 1 7 8 3 

HLA-DQB1 1 9 7 3 



Přílohy Tabulka 22: Souhrn HLA variant asociovaných s pacienty ve stadiích 0-1 
(n = 30) při porovnání s kontrolními jedinci (HLA I . třídy n = 485; H L A I I . třídy 
n = 324) v korejské populaci ( J s o u zobrazeny jen alely asociovány alespoň na primární 
úrovni) ( / - f r e k v e n c e , OR-odds ratio, Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a p o k o r e k c i 
p r o mnohočetná srovnání (signifikantní zvýrazněna tučně), NA-neanalyzováno) 

HLA /stadia 0-1 /kontroly OR (95% Cl) P Pcorr 

H L A - A * 0 2 : 0 7 0 . 0 8 0 . 0 3 2 . 9 4 ( 1 . 1 0 - 7 . 8 9 ) 0 . 0 4 3 0 . 6 0 1 

H L A - C * 0 3 : 0 2 0 . 0 2 0 . 1 1 0 . 1 4 ( 0 . 0 2 - 1 . 0 2 ) 0 . 0 1 6 0 . 2 9 4 

HLA-DRB1*12:01 0.17 0.05 4.24 (1.95-9.19) 0.001 0.033 

H L A - D R B 1 * 1 4 : 5 4 0 . 0 3 0 . 0 0 N A 0 . 0 0 7 0 . 2 5 2 

H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 0 . 0 7 0 . 2 0 0 . 2 8 ( 0 . 1 0 - 0 . 7 9 ) 0 . 0 0 9 0 . 1 4 5 

H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 0 . 0 2 0 . 1 0 0 . 1 6 ( 0 . 0 2 - 1 . 1 6 ) 0 . 0 3 3 0 . 4 3 6 

HLA-DQA1*05:08 0.07 0.00 NA 4.7*10"05 0.001 

H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 0 . 0 2 0 . 1 0 0 . 1 5 ( 0 . 0 2 - 1 . 0 9 ) 0 . 0 3 4 0 . 4 8 5 



Přílohy Tabulka 23: Souhrn HLA variant asociovaných s pacienty ve stadiu 2-4 (n = 73) 
při porovnání s kontrolními jedinci (HLA I . třídy n = 485; HLA I I . třídy n = 324) 
v korejské populaci ( J s o u zobrazeny jen alely asociovány alespoň na primární úrovni) 
( / - f r e k v e n c e , OR-odds ratio, Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a p o k o r e k c i 
p r o mnohočetná srovnání (signifikantní zvýrazněna tučně), NA-neanalyzováno) 

HLA /"stadia 2-4 /"kontroly OR (95% Cl) P Pcorr 

HLA-A*33:03 0.07 0.16 0.38 (0.19-0.73) 0.002 0.038 

H L A - B * 1 5 : 0 1 0 . 0 5 0 . 1 1 0 . 4 3 ( 0 . 2 - 0 . 9 4 ) 0 . 0 3 5 0 . 7 9 8 

HLA-B*15:07 0.03 0.00 NA 2.83*10"U4 0.013 

H L A - B * 5 1 : 0 1 0 . 1 4 0 . 0 8 1 .73 ( 1 . 0 3 - 2 . 9 2 ) 0 . 0 4 6 0 . 8 7 7 

H L A - B * 5 8 : 0 1 0 . 0 2 0 . 0 7 0 . 3 0 ( 0 . 0 9 - 0 . 9 7 ) 0 . 0 3 6 0 . 8 1 2 

HLA-C*03:02 0.02 0.11 0.17 (0.05-0.55) 2.41*10U4 0.005 

HLA-C*03:04 0.12 0.04 3.25 (1.78-5.93) 3.13*10"U4 0.007 

H L A - C * 0 5 : 0 1 0 . 0 3 0 . 0 1 3 . 5 1 ( 1 . 1 8 - 1 0 . 4 8 ) 0 . 0 3 6 0 . 5 5 3 

HLA-C*08:22 0.03 0.00 NA 2.83*10"U4 0.006 

H L A - D R B 1 * 0 1 : 0 1 0 . 0 2 0 . 0 6 0 . 3 1 ( 0 . 1 - 1 . 0 2 ) 0 . 0 4 4 0 . 8 4 2 

H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 0 . 0 0 0 . 0 3 N A 0 . 0 3 3 0 . 7 5 0 

H L A - D R B 1 * 0 4 : 0 6 0 . 0 1 0 . 0 6 0 . 2 2 ( 0 . 0 5 - 0 . 9 3 ) 0 . 0 2 1 0 . 5 7 6 

HLA-DRB1*12:01 0.14 0.05 3.56 (1.97-6.44) 7.83*10"05 0.003 

H L A - D R B 1 * 1 2 : 1 0 0 . 0 1 0 . 0 0 N A 0 . 0 3 4 0 . 7 5 4 

H L A - D R B 1 * 1 3 : 0 2 0 . 0 4 0 . 1 0 . 3 7 ( 0 . 1 6 - 0 . 8 8 ) 0 . 0 1 7 0 . 5 0 3 

H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 3 0 . 0 4 0 . 0 1 7 . 0 8 ( 1 . 9 5 - 2 5 . 6 6 ) 0 . 0 0 4 0 . 1 4 7 

HLA-DRB1*14:54 0.05 0.00 NA 1.11*1006 4.57*10"05 

H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 1 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 0 8 0 . 2 8 3 

H L A - D Q A l * 0 1 : 0 1 0 . 0 3 0 . 0 8 0 . 3 4 ( 0 . 1 2 - 0 . 9 7 ) 0 . 0 4 2 0 . 5 1 4 

HLA-DQA1*01:02 0.07 0.20 0.29 (0.15-0.57) 6.13*1005 0.001 

H L A - D Q A l * 0 5 : 0 1 0 . 0 0 0 . 0 3 N A 0 . 0 3 5 0 . 4 5 4 

H L A - D Q A l * 0 5 : 0 6 0 . 0 1 0 . 0 0 N A 0 . 0 3 4 0 . 4 4 1 

HLA-DQA1*05:07 0.04 0.00 NA 3.55*10"U5 0.001 

HLA-DQA1*05:08 0.03 0.00 NA 1.99*10"U4 0.003 

H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 1 0 . 0 0 0 . 0 3 N A 0 . 0 3 3 0 . 4 7 4 

HLA-DQB1*03:02 0.01 0.10 0.06 (0.01-0.44) 2.03*10"05 3.86*10"4 

HLA-DQB1*06:09 0.03 0.00 NA 1.98*10"04 0.004 

H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 5 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 0 8 0 . 1 4 3 



Přílohy Tabulka 24: Souhrn HLA variant asociovaných s pacienty s mimoplicním 
postižením (n = 73) při porovnání s kontrolními jedinci (HLA I . třídy n = 485; 
HLA I I . třídy n = 324) v korejské populaci ( J s o u zobrazeny jen alely asociovány alespoň 
na primární úrovni) ( / - f r e k v e n c e , OR-odds ratio, Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a 
p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání (signifikantní zvýrazněna tučně), NA-neanalyzováno) 

HLA /mimoplicní /kontroly OR (95% Cl) P Pcorr 

HLA-A*33:03 0.07 0.16 0.38 (0.19-0.73) 0.002 0.038 
HLA-B*15:07 0.03 0.00 NA 2.82*10"04 0.013 
H L A - B * 4 4 : 0 2 0 . 0 4 0 . 0 1 3 . 5 4 ( 1 . 3 - 9 . 6 4 ) 0 . 0 2 2 0 . 6 3 1 
H L A - B * 5 5 : 0 2 0 . 0 0 0 . 0 3 N A 0 . 0 3 9 0 . 8 3 2 
HLA-C*03:02 0.03 0.11 0.23 (0.08-0.64) 0.001 0.019 
H L A - C * 0 3 : 0 4 0 . 1 0 0 . 0 4 2 . 8 2 ( 1 . 5 1 - 5 . 2 8 ) 0 . 0 0 2 0 . 0 5 4 
H L A - C * 0 5 : 0 1 0 . 0 4 0 . 0 1 4 . 2 4 ( 1 . 5 1 - 1 1 . 9 2 ) 0 . 0 1 2 0 . 2 3 0 
HLA-C*08:22 0.02 0.00 NA 0.002 0.047 
H L A - D R B 1 * 0 4 : 0 6 0 . 0 1 0 . 0 6 0 . 1 1 ( 0 . 0 1 - 0 . 8 1 ) 0 . 0 0 5 0 . 1 8 7 
H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 0 . 1 2 0 . 0 5 2 . 7 9 ( 1 . 4 9 - 5 . 2 3 ) 0 . 0 0 2 0 . 0 9 7 
H L A - D R B 1 * 1 2 : 1 0 0 . 0 1 0 . 0 0 N A 0 . 0 3 4 0 . 7 5 4 
HLA-DRB1*14:54 0.03 0.00 NA 1.99*1004 0.008 
H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 1 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 0 8 0 . 2 8 3 
HLA-DQA1*01:02 0.08 0.20 0.32 (0.17-0.61) 1.78*10"04 0.003 
H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 7 0 . 0 2 0 . 0 0 N A 0 . 0 0 6 0 . 0 9 9 
HLA-DQA1*05:08 0.03 0.00 NA 1.99*1004 0.003 
HLA-DQB1*03:02 0.01 0.10 0.06 (0.01-0.44) 2.03*10"05 3.86*10"04 

H L A - D Q B 1 * 0 4 : 0 1 0 . 0 3 0 . 0 8 0 . 3 4 ( 0 . 1 2 - 0 . 9 5 ) 0 . 0 2 9 0 . 4 2 6 
H L A - D Q B 1 * 0 4 : 0 2 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 0 8 0 . 1 4 3 
H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 3 0 . 0 9 0 . 0 3 3 . 0 5 ( 1 . 4 8 - 6 . 2 9 ) 0 . 0 0 4 0 . 0 7 8 
H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 3 0 . 0 4 0 . 0 1 3 . 8 7 ( 1 . 2 8 - 1 1 . 6 5 ) 0 . 0 1 9 0 . 3 1 2 
HLA-DQB1*06:09 0.03 0.00 NA 1.99*10"04 0.004 
H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 5 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 0 8 0 . 1 4 3 
HLA-DPB1*02:01 0.07 0.25 0.23 (0.12-0.44) 3.32*10"07 5.98*10"06 

H L A - D P B 1 * 0 2 : 0 2 0 . 0 1 0 . 0 5 0 . 1 3 ( 0 . 0 2 - 0 . 9 3 ) 0 . 0 1 2 0 . 1 9 9 
HLA-DPB1*04:01 0.01 0.09 0.07 (0.01-0.50) 8.40*10"05 0.002 
H L A - D P B 1 * 0 4 : 0 2 0 . 0 1 0 . 0 7 0 . 1 9 ( 0 . 0 4 - 0 . 7 8 ) 0 . 0 0 6 0 . 1 0 5 
H L A - D P B 1 * 1 3 : 0 1 0 . 0 1 0 . 0 7 0 . 1 9 ( 0 . 0 4 - 0 . 7 8 ) 0 . 0 0 6 0 . 1 0 5 
H L A - D P B 1 * 1 3 5 : 0 1 0 . 0 2 0 . 0 0 N A 0 . 0 0 6 0 . 1 0 5 
H L A - D P B 1 * 1 5 : 0 1 0 . 0 1 0 . 0 0 N A 0 . 0 3 4 0 . 4 6 0 



Přílohy Tabulka 25: Souhrn H L A variant asociovaných s pacienty s mimoplicním 
postižením (n = 73) při porovnání s pacienty, u kterých byly zasaženy jen plíce (n = 30) 
v korejské populaci (jsou zobrazeny jen alely asociovány alespoň na primární úrovni) 
( / " - f r e k v e n c e , p c o r r-/»-hodnota p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání) 

H L A / j e n plíce /mimoplicní P Pcorr 

H L A - A * 0 2 : 0 6 0 . 1 4 3 0 . 0 4 6 0 . 0 3 1 0 . 4 8 3 

H L A - C * 1 5 : 0 2 0 . 0 8 0 0 . 0 0 7 0 . 0 1 8 0 . 3 3 4 

H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 0 . 2 5 9 0 . 1 2 5 0 . 0 3 0 0 . 7 1 4 

H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 6 0 . 0 6 8 0 . 0 0 0 0 . 0 2 1 0 . 2 9 7 



Přílohy Tabulka 26: Souhrn HLA variant asociovaných s pacienty s progresí 
onemocnění (n = 5) při porovnání s kontrolními jedinci (HLA I . třídy n = 485; 
HLA I I . třídy n = 324) v korejské populaci ( J s o u zobrazeny jen alely asociovány alespoň 
na primární úrovni) (f- f r e k v e n c e , OR-odds ratio, CV-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a 
p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání) 

HLA /progrese /kontroly OR (95% Cl) P Pcorr 

H L A - D Q B 1 * 0 5 : 0 3 0 . 2 0 0 . 0 3 7 . 8 1 ( 1 . 5 6 - 3 9 . 1 5 ) 0 . 0 4 1 0 . 5 4 8 



Přílohy Tabulka 27: Souhrn HLA variant asociovaných s pacienty s remisí onemocnění 
(n = 58) při porovnání s kontrolními jedinci (HLA I . třídy n = 485; HLA I I . třídy 
n = 324) v korejské populaci ( J s o u zobrazeny jen alely asociovány alespoň na primární 
úrovni) ( / - f r e k v e n c e , OR-odds ratio, Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a p o k o r e k c i 
p r o mnohočetná srovnání (signifikantní zvýrazněna tučně), NA-neanalyzováno) 

HLA / remise /kontroly OR (95% Cl) P Pcorr 

HLA-A*33:03 0.06 0.16 0.33 (0.15-0.72) 0.002 0.049 
H L A - B * 1 5 : 0 7 0 . 0 2 0 . 0 0 N A 0 . 0 1 1 0 . 4 0 1 
H L A - B * 4 4 : 0 2 0 . 0 5 0 . 0 1 4 . 5 1 ( 1 . 6 5 - 1 2 . 3 1 ) 0 . 0 0 8 0 . 3 1 2 
H L A - B * 4 4 : 0 3 0 . 0 3 0 . 0 9 0 . 2 9 ( 0 . 0 9 - 0 . 9 2 ) 0 . 0 2 6 0 . 6 9 9 
H L A - C * 0 3 : 0 2 0 . 0 3 0 . 1 1 0 . 2 2 ( 0 . 0 7 - 0 . 7 0 ) 0 . 0 0 3 0 . 0 5 9 
H L A - C * 0 3 : 0 4 0 . 1 0 0 . 0 4 2 . 8 5 ( 1 . 4 4 - 5 . 6 2 ) 0 . 0 0 4 0 . 0 9 4 
H L A - C * 0 5 : 0 1 0 . 0 5 0 . 0 1 5 . 4 0 ( 1 . 9 1 - 1 5 . 2 3 ) 0 . 0 0 4 0 . 0 9 0 
H L A - C * 0 8 : 2 2 0 . 0 2 0 . 0 0 N A 0 . 0 1 1 0 . 2 2 2 
H L A - D R B 1 * 0 1 : 0 1 0 . 0 2 0 . 0 6 0 . 2 6 ( 0 . 0 6 - 1 . 0 9 ) 0 . 0 4 8 0 . 8 6 9 
H L A - D R B 1 * 0 4 : 0 6 0 . 0 0 0 . 0 6 N A 0 . 0 0 2 0 . 0 8 8 
HLA-DRB1*12:01 0.15 0.05 3.64 (1.93-6.86) 1.49*1004 0.006 
H L A - D R B 1 * 1 2 : 1 0 0 . 0 2 0 . 0 0 N A 0 . 0 2 3 0 . 6 1 3 
H L A - D R B 1 * 1 3 : 0 1 0 . 0 4 0 . 0 1 4 . 0 7 ( 1 . 2 7 - 1 3 . 0 0 ) 0 . 0 2 4 0 . 6 3 4 
H L A - D R B 1 * 1 3 : 0 2 0 . 0 3 0 . 1 0 0 . 3 1 ( 0 . 1 1 - 0 . 8 7 ) 0 . 0 1 5 0 . 4 5 9 
H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 3 0 . 0 5 0 . 0 1 9 . 0 1 ( 2 . 4 8 - 3 2 . 7 5 ) 0 . 0 0 1 0 . 0 5 4 
HLA-DRB1*14:54 0.04 0.00 NA 7.49*10"05 0.003 
H L A - D R B 1 * 1 4 : 0 1 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 2 3 0 . 6 1 0 
H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 1 0 . 0 3 0 . 0 8 0 . 3 2 ( 0 . 1 0 - 1 . 0 5 ) 0 . 0 4 7 0 . 5 5 7 
HLA-DQA1*01:02 0.06 0.20 0.25 (0.12-0.56) 1.13*10U4 0.002 
H L A - D Q A 1 * 0 2 : 0 1 0 . 0 1 0 . 0 6 0 . 1 5 ( 0 . 0 2 - 1 . 0 8 ) 0 . 0 3 1 0 . 4 1 8 
H L A - D Q A 1 * 0 3 : 0 1 0 . 0 3 0 . 1 0 0 . 2 5 ( 0 . 0 8 - 0 . 8 0 ) 0 . 0 1 1 0 . 1 6 8 
H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 6 0 . 0 3 0 . 0 0 N A 0 . 0 0 3 0 . 0 5 7 
HLA-DQA1*05:07 0.05 0.00 NA 1.10*10U5 1.86*10"04 

HLA-DQA1*05:08 0.04 0.00 NA 7.49*10"U5 0.001 
H L A - D Q B 1 * 0 2 : 0 2 0 . 0 1 0 . 0 5 0 . 1 5 ( 0 . 0 2 - 1 . 1 2 ) 0 . 0 3 1 0 . 4 4 7 
HLA-DQB1*03:02 0.01 0.10 0.08 (0.01-0.56) 2.46*10"04 0.005 
H L A - D Q B 1 * 0 4 : 0 1 0 . 0 3 0 . 0 8 0 . 3 2 ( 0 . 1 0 - 1 . 0 4 ) 0 . 0 4 7 0 . 5 9 6 
H L A - D Q B 1 * 0 4 : 0 2 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 2 3 0 . 3 5 4 
H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 3 0 . 0 4 0 . 0 1 4 . 0 7 ( 1 . 2 7 - 1 3 . 0 0 ) 0 . 0 2 4 0 . 3 7 3 
H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 4 0 . 0 1 0 . 0 6 0 . 1 3 ( 0 . 0 2 - 0 . 9 5 ) 0 . 0 1 3 0 . 2 2 5 
HLA-DQB1*06:09 0.03 0.00 NA 0.001 0.010 
H L A - D Q B 1 * 0 6 : 0 5 0 . 0 0 0 . 0 4 N A 0 . 0 2 3 0 . 3 5 6 



Přílohy Tabulka 28: Souhrn HLA variant asociovaných s pacienty se stabilním 
onemocnění (n = 32) při porovnání s kontrolními jedinci (HLA I . třídy n = 485; 
HLA I I . třídy n = 324) v korejské populaci ( J s o u zobrazeny jen alely asociovány alespoň 
na primární úrovni) ( / - f r e k v e n c e , OR-odds ratio, Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a 
p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání (signifikantní zvýrazněna tučně), NA-neanalyzováno) 

H L A /stabilizace /kontroly OR (95% C l ) P Pcorr 

H L A - B * 1 5 : 0 7 0 . 0 3 0 . 0 0 N A 0 . 0 0 4 0 . 1 5 6 

H L A - B * 4 0 : 0 2 0 . 0 9 0 . 0 4 2 . 6 2 ( 1 . 0 6 - 6 . 4 5 ) 0 . 0 4 4 0 . 8 6 9 

H L A - C * 0 3 : 0 2 0 . 0 2 0 . 1 1 0 . 1 3 ( 0 . 0 2 - 0 . 9 5 ) 0 . 0 1 7 0 . 3 0 8 

H L A - C * 0 3 : 0 4 0 . 0 9 0 . 0 4 2 . 5 5 ( 1 . 0 4 - 6 . 2 8 ) 0 . 0 4 9 0 . 6 6 7 

H L A - C * 0 8 : 2 2 0 . 0 3 0 . 0 0 N A 0 . 0 0 4 0 . 0 8 0 

HLA -DRB1*08:03 0.25 0.07 4.23 (2.24-8.02) 4.07*10"05 0.002 

H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 0 . 1 3 0 . 0 5 3 . 0 3 ( 1 . 3 2 - 6 . 9 3 ) 0 . 0 1 3 0 . 4 1 5 

HLA -DRB1*14:54 0.08 0.00 N A 5.07*10"06 2.08*10"04 

H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 0 . 0 9 0 . 2 0 0 . 4 1 ( 0 . 1 7 - 0 . 9 7 ) 0 . 0 4 4 0 . 5 3 8 

H L A - D Q A 1 * 0 5 : 0 8 0 . 0 3 0 . 0 0 N A 0 . 0 0 8 0 . 1 2 7 

H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 1 0 . 0 3 0 . 1 3 0 . 2 2 ( 0 . 0 5 - 0 . 9 2 ) 0 . 0 2 4 0 . 3 6 8 

H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 0 . 0 2 0 . 1 0 0 . 1 4 ( 0 . 0 2 - 1 . 0 2 ) 0 . 0 2 2 0 . 3 4 8 



Přílohy Tabulka 33: Analýza asociací SNP v porovnání pacientů se stadiem 1 (n = 29) 
s pacienty se stadii 2-4 (n = 68) na alelické úrovni v řecké populaci (OR-odds ratio, 
Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání, signifikantní 
výsledky zvýrazněny tučně, kurzíva-výsledky, které nesplňovaly k o n t r o l u k v a l i t y , 
NA-neanalyzováno) 

Gen S N P OR(95% Cl) P Pcorr 

ANXA11 r s 1 0 4 9 5 5 0 1 . 3 7 4 ( 0 . 7 4 1 - 2 . 5 4 7 ) 0 . 3 4 0 0 . 9 9 9 

TNF-a r s 1 8 0 0 6 2 9 0 . 4 3 8 ( 0 . 1 5 7 - 1 . 2 2 3 ) 0 . 1 2 0 0 . 9 0 0 

TGF-/Í2 r s 1 8 9 1 4 6 7 1 . 4 0 3 ( 0 . 7 5 7 - 2 . 6 0 0 ) 0 . 3 3 8 0 . 9 9 9 

GREM1 r s 1 9 1 9 3 6 4 1 . 5 5 1 ( 0 . 8 6 5 - 2 . 7 8 3 ) 0 . 1 8 3 0 . 9 7 4 

H LA-DRA, HLA-DRB 5 r s 1 9 6 4 9 9 5 0 . 4 7 2 ( 0 . 1 5 0 - 1 . 4 8 3 ) 0 . 2 1 7 0 . 9 8 8 

NOD2 r s 2 0 6 6 8 4 4 1 . 5 6 3 ( 0 . 4 0 6 - 6 . 0 1 8 ) 0 . 4 9 6 1 . 0 0 0 

BTNL2 r s 2 0 7 6 5 3 0 1 . 5 3 3 ( 0 . 8 3 7 - 2 . 8 0 8 ) 0 . 2 1 0 0 . 9 8 6 

HLA-DQA1 r s 2 1 8 7 6 6 8 0 . 6 1 6 ( 0 . 1 9 1 - 1 . 9 8 6 ) 0 . 5 8 5 1 . 0 0 0 

CACFD1 r s 3 1 2 4 7 6 5 N A 0 . 9 9 9 1 . 0 0 0 

CóorflO r s 3 1 2 9 9 2 7 0 . 5 3 3 ( 0 . 1 0 7 - 2 . 6 3 9 ) 0 . 7 2 1 1 . 0 0 0 

ATF6B r s 3 1 3 0 2 8 8 0 . 6 1 7 ( 0 . 1 2 1 - 3 . 1 4 3 ) 0 . 7 1 6 1 . 0 0 0 

H LA-DRA r s 3 1 3 5 3 9 4 0 . 5 3 3 ( 0 . 1 0 7 - 2 . 6 3 9 ) 0 . 7 2 1 1 . 0 0 0 

TAP2 rs3819717 0.806 (0.410-1.585) 0.613 1.000 

H LA-DRB 1 r s 3 8 3 0 1 3 5 0 . 9 4 0 ( 0 . 2 2 7 - 3 . 8 7 9 ) 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 

TGF-/Í3 r s 3 9 1 7 1 6 5 2 . 7 0 9 ( 0 . 9 0 0 - 8 . 1 5 1 ) 0 . 0 8 2 0 . 7 8 6 

TGF-/Í3 r s 3 9 1 7 2 0 0 0 . 9 1 6 ( 0 . 5 1 4 - 1 . 6 3 4 ) 0 . 8 8 2 1 . 0 0 0 

HLA-DPB1 r s 9 2 7 7 3 5 7 0 . 6 3 1 ( 0 . 3 1 4 - 1 . 2 6 6 ) 0 . 2 3 7 0 . 9 9 2 

LRRC16A r s 9 2 9 5 6 6 1 N A 0 . 5 5 2 1 . 0 0 0 

H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 r s 2 0 4 0 4 1 0 0 . 4 6 0 ( 0 . 1 7 8 - 1 . 1 9 0 ) 0 . 1 3 8 0 . 2 5 7 

H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 r s 3 1 3 5 3 8 8 0 . 9 7 0 ( 0 . 2 3 5 - 4 . 0 0 1 ) 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 



Přílohy Tabulka 34: Analýza asociací SNP v porovnání pacientů se stadiem 1 (n = 29) 
s kontrolními jedinci (n = 100) na alelické úrovni v řecké populaci (OR-odds ratio, 
Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání, signifikantní 
výsledky zvýrazněny tučně, kurzíva-výsledky, které nesplňovaly k o n t r o l u k v a l i t y , 
NA-neanalyzováno) 

Gen SNP OR(95% Cl) P Pcorr 

ANXAU r s 1 0 4 9 5 5 0 0 . 6 8 5 ( 0 . 3 7 2 - 1 . 2 6 1 ) 0 . 2 8 8 0 . 9 9 8 

TNF-a r s 1 8 0 0 6 2 9 1 . 3 4 2 ( 0 . 4 5 7 - 3 . 9 3 6 ) 0 . 5 6 6 1 . 0 0 0 

TGF-/Í2 r s 1 8 9 1 4 6 7 1 . 1 8 2 ( 0 . 6 3 5 - 2 . 1 9 6 ) 0 . 6 3 1 1 . 0 0 0 

GREM1 r s 1 9 1 9 3 6 4 1 . 3 7 4 ( 0 . 7 6 2 - 2 . 4 7 8 ) 0 . 3 0 0 0 . 9 9 8 

HLA-DRA, HLA-DRB5 r s 1 9 6 4 9 9 5 0 . 3 3 7 ( 0 . 0 9 8 - 1 . 1 5 5 ) 0 . 1 0 3 0 . 8 5 9 

NOD2 r s 2 0 6 6 8 4 4 2 . 3 7 0 ( 0 . 6 4 5 - 8 . 7 0 3 ) 0 . 2 4 0 0 . 9 9 3 

BTNL2 r s 2 0 7 6 5 3 0 1 . 1 7 6 ( 0 . 6 4 1 - 2 . 1 5 8 ) 0 . 6 3 9 1 . 0 0 0 

HLA-DQA1 r s 2 1 8 7 6 6 8 0 . 8 4 2 ( 0 . 2 7 0 - 2 . 6 2 6 ) 1 . 0 0 0 1 . 0 0 0 

CACFD1 r s 3 1 2 4 7 6 5 1 . 3 8 0 ( 0 . 6 5 7 - 2 . 9 0 0 ) 0 . 4 2 6 1 . 0 0 0 

CóorflO r s 3 1 2 9 9 2 7 2 . 3 2 1 ( 0 . 3 7 8 - 1 4 . 2 3 8 ) 0 . 3 1 7 0 . 9 9 9 

ATF6B r s 3 1 3 0 2 8 8 2 . 3 2 1 ( 0 . 3 7 8 - 1 4 . 2 3 8 ) 0 . 3 1 7 0 . 9 9 9 

HLA-DRA r s 3 1 3 5 3 9 4 2 . 3 2 1 ( 0 . 3 7 8 - 1 4 . 2 3 8 ) 0 . 3 1 7 0 . 9 9 9 

TAP2 rs3819717 0 . 8 3 9 ( 0 . 4 1 0 - 1 . 7 1 7 ) 0 . 7 2 3 1 . 0 0 0 

HLA-DRB1 r s 3 8 3 0 1 3 5 0 . 5 4 1 ( 0 . 1 1 7 - 2 . 4 9 3 ) 0 . 5 3 2 1 . 0 0 0 

T G F - p 3 r s 3 9 1 7 1 6 5 4 . 9 6 0 ( 1 . 6 4 5 - 1 4 . 9 5 4 ) 0.005 0 . 0 8 6 

T G F - p 3 rs3917200 3.260 (1.765-6.021) 1.74*1004 0.003 

HLA-DPB1 r s 9 2 7 7 3 5 7 0 . 7 9 3 ( 0 . 3 8 8 - 1 . 6 1 7 ) 0 . 6 0 1 1 . 0 0 0 

LRRC16A r s 9 2 9 5 6 6 1 NA 0 . 9 9 9 1 . 0 0 0 

HLA-DRB 1 * 0 3 : 0 1 r s 2 0 4 0 4 1 0 0 . 8 2 6 ( 0 . 3 2 0 - 2 . 1 3 1 ) 0 . 8 1 9 0 . 9 6 7 

HLA-DRB 1 * 1 5 : 0 1 r s 3 1 3 5 3 8 8 0 . 7 2 4 ( 0 . 2 0 0 - 2 . 6 1 3 ) 0 . 7 7 0 0 . 9 4 7 



Přílohy Tabulka 35: Analýza asociací SNP v porovnání pacientů se stadii 2-4 ( n = 68) 
s kontrolními jedinci (n = 100) na alelické úrovni v řecké populaci (OR-ratio, 
Cl-confidence interval, p c o r r - p - h o d n o t a p o k o r e k c i p r o mnohočetná srovnání, signifikantní 
výsledky zvýrazněny tučně, kurzíva-výsledky, které nesplňovaly k o n t r o l u k v a l i t y , 
NA-neanalyzováno) 

Gen S N P OR(95% Cl) P Pcorr 

A N X A 1 1 r s 1 0 4 9 5 5 0 0 . 5 2 6 ( 0 . 3 2 9 - 0 . 8 4 2 ) 0.007 0 . 1 1 9 

T N F - a r s 1 8 0 0 6 2 9 2 . 4 9 6 ( 1 . 1 9 5 - 5 . 2 1 3 ) 0.015 0 . 2 3 8 

TGF-/Í2 r s 1 8 9 1 4 6 7 0 . 8 8 9 ( 0 . 5 4 9 - 1 . 4 3 9 ) 0 . 7 1 3 1 . 0 0 0 

GREM1 r s 1 9 1 9 3 6 4 0 . 8 9 4 ( 0 . 5 7 5 - 1 . 3 9 0 ) 0 . 6 5 3 1 . 0 0 0 

H LA-DRA, HLA-DRB 5 r s 1 9 6 4 9 9 5 0 . 7 9 2 ( 0 . 4 0 4 - 1 . 5 5 5 ) 0 . 6 1 3 1 . 0 0 0 

NOD2 r s 2 0 6 6 8 4 4 1 . 2 4 0 ( 0 . 3 7 - 4 . 1 4 9 ) 0 . 7 6 1 1 . 0 0 0 

BTNL2 r s 2 0 7 6 5 3 0 0 . 8 3 7 ( 0 . 5 2 - 1 . 3 4 5 ) 0 . 4 7 4 1 . 0 0 0 

HLA-DQA1 r s 2 1 8 7 6 6 8 1 . 1 1 8 ( 0 . 5 1 1 - 2 . 4 4 7 ) 0 . 8 4 1 1 . 0 0 0 

CACFD1 r s 3 1 2 4 7 6 5 N A 0 . 1 2 6 0 . 9 1 1 

CóorflO r s 3 1 2 9 9 2 7 3 . 5 8 2 ( 0 . 9 0 9 - 1 4 . 1 1 1 ) 0 . 0 9 6 0 . 8 3 7 

ATF6B r s 3 1 3 0 2 8 8 3 . 0 9 5 ( 0 . 7 6 0 - 1 2 . 6 0 1 ) 0 . 1 6 4 0 . 9 6 0 

H LA-DRA r s 3 1 3 5 3 9 4 3 . 5 8 2 ( 0 . 9 0 9 - 1 4 . 1 1 1 ) 0 . 0 9 6 0 . 8 3 7 

TAP2 rs3819717 1.181 (0.713-1.959) 0.519 1.000 

H LA-DRB 1 r s 3 8 3 0 1 3 5 0 . 7 2 2 ( 0 . 2 6 4 - 1 . 9 7 4 ) 0 . 6 2 5 1 . 0 0 0 

TGF-/Í3 r s 3 9 1 7 1 6 5 1 . 4 7 6 ( 0 . 4 6 5 - 4 . 6 8 0 ) 0 . 5 5 7 1 . 0 0 0 

TGF-p3 rs3917200 2.953 (1.836-4.750) 9.52*10"06 1.71*1004 

HLA-DPB1 r s 9 2 7 7 3 5 7 1 . 2 0 3 ( 0 . 7 3 3 - 1 . 9 7 5 ) 0 . 5 2 5 1 . 0 0 0 

LRRC16A r s 9 2 9 5 6 6 1 2 . 2 2 1 ( 0 . 3 6 6 - 1 3 . 4 7 7 ) 0 . 3 9 9 1 . 0 0 0 

H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 r s 2 0 4 0 4 1 0 1 . 4 5 8 ( 0 . 7 8 5 - 2 . 7 0 9 ) 0 . 2 6 3 0 . 4 5 7 

H L A - D R B 1 * 1 5 : 0 1 r s 3 1 3 5 3 8 8 0 . 6 1 3 ( 0 . 2 2 9 - 1 . 6 3 7 ) 0 . 3 5 8 0 . 5 8 8 



Přílohy Tabulka 36: Alelické frekvence HLA-A, HLA-B a H L A - C u l i l nepříbuzných 
dárců krve z východního Chorvatska (n-počet j ed inců , / - f r e k v e n c e ) 

HLA-A n / HLA-B n / H L A - C n / 
1 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 7 2 3 2 . 4 3 % B * 5 1 : 0 1 : 0 1 1 9 8 . 5 6 % C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 3 1 1 3 . 9 6 % 
2 A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 2 7 1 2 . 1 6 % B * 0 8 : 0 1 : 0 1 1 8 8 . 1 1 % C * 0 7 : 0 1 : 0 1 2 5 1 1 . 2 6 % 
3 A * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 2 6 1 1 . 7 1 % B * 3 5 : 0 1 : 0 1 1 8 8 . 1 1 % C * 0 2 : 0 2 : 0 2 2 1 9 . 4 6 % 
4 A * 2 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 2 6 1 1 . 7 1 % B * 0 7 : 0 2 : 0 1 1 5 6 . 7 6 % C * 0 7 : 0 2 : 0 1 1 8 8 . 1 1 % 
5 A * l l : 0 1 : 0 1 : 0 1 2 2 9 . 9 1 % B * 3 5 : 0 3 : 0 1 1 5 6 . 7 6 % C * 1 2 : 0 3 : 0 1 1 6 7 . 2 1 % 
6 A * 3 2 : 0 1 : 0 1 : 0 1 8 3 . 6 0 % B * 1 8 : 0 1 : 0 1 1 2 5 . 4 1 % C * 0 6 : 0 2 : 0 1 : 0 1 1 5 6 . 7 6 % 
7 A * 2 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 5 2 . 2 5 % B * 1 5 : 0 1 : 0 1 : 0 1 9 4 . 0 5 % C * 0 3 : 0 3 : 0 1 1 2 5 . 4 1 % 
8 A * 2 5 : 0 1 : 0 1 : 0 1 5 2 . 2 5 % B * 2 7 : 0 5 : 0 2 9 4 . 0 5 % C * 0 1 : 0 2 : 0 1 1 1 4 . 9 6 % 
9 A * 3 1 : 0 1 : 0 2 : 0 1 5 2 . 2 5 % B * 4 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 9 4 . 0 5 % C * 0 5 : 0 1 : 0 1 1 1 4 . 9 6 % 

1 0 A * 2 6 : 0 1 : 0 1 : 0 1 4 1 . 8 0 % B * 2 7 : 0 2 : 0 1 : 0 1 8 3 . 6 0 % C * 0 7 : 0 4 : 0 1 1 1 4 . 9 6 % 
1 1 A * 3 0 : 0 1 : 0 1 3 1 . 3 5 % B * 5 2 : 0 1 : 0 1 8 3 . 6 0 % C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 6 9 4 . 0 5 % 
1 2 A * 6 8 : 0 1 : 0 2 0 2 3 1 . 3 5 % B * 5 5 : 0 1 : 0 1 8 3 . 6 0 % C * 1 2 : 0 2 : 0 2 8 3 . 6 0 % 
1 3 A * 2 4 : 0 2 : 0 1 0 5 2 0 . 9 0 % B * 5 7 : 0 1 : 0 1 : 0 1 7 3 . 1 5 % C * 1 5 : 0 2 : 0 1 : 0 1 7 3 . 1 5 % 
1 4 A * 2 9 : 0 2 : 0 1 0 1 2 0 . 9 0 % B * 1 3 : 0 2 : 0 1 : 0 1 6 2 . 7 0 % C * 0 3 : 0 4 : 0 1 5 2 . 2 5 % 
1 5 A * 6 6 : 0 1 : 0 1 0 1 2 0 . 9 0 % B * 4 4 : 2 7 : 0 1 6 2 . 7 0 % C * 0 7 : 0 1 : 0 2 4 1 . 8 0 % 
1 6 A * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 3 1 0 . 4 5 % B * 4 4 : 0 3 : 0 1 5 2 . 2 5 % C * 0 8 : 0 2 : 0 1 : 0 1 3 1 . 3 5 % 
1 7 A * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 5 1 0 . 4 5 % B * 1 5 : 1 7 : 0 1 : 0 1 4 1 . 8 0 % C * 1 4 : 0 2 : 0 1 3 1 . 3 5 % 
1 8 A * 2 6 : 0 1 : 0 1 0 6 1 0 . 4 5 % B * 3 5 : 0 2 : 0 1 4 1 . 8 0 % C * 0 7 : 1 8 2 0 . 9 0 % 
1 9 A * 2 6 : 0 8 1 0 . 4 5 % B * 3 8 : 0 1 : 0 1 4 1 . 8 0 % C * 1 5 : 0 5 : 0 2 2 0 . 9 0 % 
2 0 A * 2 9 : 0 1 : 0 1 : 0 1 1 0 . 4 5 % B * 3 9 : 0 1 : 0 1 4 1 . 8 0 % C * 1 7 : 0 3 : 0 1 2 0 . 9 0 % 
2 1 A * 3 1 : 0 1 : 0 2 : 0 4 1 0 . 4 5 % B * 1 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 3 1 . 3 5 % C * 0 3 : 0 2 : 0 2 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
2 2 A * 3 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 1 0 . 4 5 % B * 4 0 : 0 1 : 0 2 3 1 . 3 5 % C * 0 3 : 0 4 : 0 2 1 0 . 4 5 % 
2 3 A * 3 3 : 0 3 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % B * 4 0 : 0 2 : 0 1 3 1 . 3 5 % C * 0 6 : 0 2 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % 
2 4 A * 6 8 : 0 1 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % B * 4 1 : 0 2 : 0 1 3 1 . 3 5 % C * 0 7 : 0 1 : 0 9 1 0 . 4 5 % 
2 5 A * 6 8 : 0 2 : 0 1 : 0 1 1 0 . 4 5 % B * 5 8 : 0 1 : 0 1 3 1 . 3 5 % C * 1 6 : 0 2 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
2 6 B * 1 8 : 0 3 2 0 . 9 0 % 1 0 . 4 5 % 
2 7 B * 3 5 : 0 8 : 0 1 : 0 1 2 0 . 9 0 % 
2 8 B * 3 7 : 0 1 : 0 1 : 0 1 2 0 . 9 0 % 
2 9 B * 4 9 : 0 1 : 0 1 2 0 . 9 0 % 
3 0 B * 5 6 : 0 1 : 0 1 2 0 . 9 0 % 
3 1 B * 0 7 : 0 5 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
3 2 B * 0 7 : 0 6 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
3 3 B * 1 5 : 0 1 : 0 6 1 0 . 4 5 % 
3 4 B * 1 5 : 1 0 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
3 5 B * 2 7 : 0 2 : 0 1 : 0 4 1 0 . 4 5 % 
3 6 B * 4 4 : 0 2 : 0 1 : 0 3 1 0 . 4 5 % 
3 7 B * 4 4 : 0 5 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
3 8 B * 5 0 : 0 1 : 0 1 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
3 9 B * 5 4 : 0 1 : 0 1 1 0 . 4 5 % 



Přílohy Tabulka 37: Alelické frekvence HLA-DRB1, HLA-DQA1 a HLA-DQB1 
u 111 nepříbuzných dárců krve z východního Chorvatska (n-počet j ed inců , / - f r e k v e n c e ) 

HLA-DRB1 n / HLA-DQA1 n / HLA-DQB1 n / 
1 D R B 1 * 1 6 : 0 1 : 0 1 3 0 1 3 . 5 1 % D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 2 35 1 5 . 7 7 % D Q B 1 * 0 5 : 0 2 : 0 1 0 1 35 1 5 . 7 7 % 
2 D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 2 4 1 0 . 8 1 % D Q A 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 16 7 . 2 1 % D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 3 33 1 4 . 8 6 % 
3 D R B 1 * 0 7 : 0 1 : 0 1 2 2 9 . 9 1 % D Q A 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 : 0 1 15 6 . 7 6 % D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 3 2 3 1 0 . 3 6 % 
4 D R B 1 * 1 5 : 0 1 : 0 1 15 6 . 7 6 % D Q A 1 * 0 1 : 0 3 : 0 1 : 0 2 13 5 . 8 6 % D Q B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 17 7 . 6 6 % 
5 D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 12 5 . 4 1 % D Q A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 2 12 5 . 4 1 % D Q B 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 : 0 1 16 7 . 2 1 % 
6 D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 10 4 . 5 0 % D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 : 0 1 10 4 . 5 0 % D Q B 1 * 0 2 : 0 2 : 0 1 : 0 1 15 6 . 7 6 % 
7 D R B P 1 1 : 0 4 : 0 1 10 4 . 5 0 % D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 9 10 4 . 5 0 % D Q B 1 * 0 5 : 0 3 : 0 1 13 5 . 8 6 % 
8 D R B 1 * 1 4 : 5 4 : 0 1 : 0 2 9 4 . 0 5 % D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 9 4 . 0 5 % D Q B 1 * 0 6 : 0 2 : 0 1 : 0 1 13 5 . 8 6 % 
9 D R B 1 * 0 8 : 0 1 : 0 1 8 3 . 6 0 % D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 4 9 4 . 0 5 % D Q B 1 * 0 6 : 0 3 : 0 1 : 0 1 13 5 . 8 6 % 

10 D R B 1 * 1 3 : 0 1 : 0 1 : 0 2 8 3 . 6 0 % D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 3 7 3 . 1 5 % D Q B 1 * 0 3 : 0 3 : 0 2 : 0 1 7 3 . 1 5 % 
11 D R B 1 * 1 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 7 3 . 1 5 % D Q A 1 * 0 1 : 0 3 : 0 1 : 0 1 7 3 . 1 5 % D Q B 1 * 0 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 7 3 . 1 5 % 
12 D R B 1 * 1 5 : 0 2 : 0 1 : 0 1 7 3 . 1 5 % D Q A 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 : 0 2 7 3 . 1 5 % D Q B 1 * 0 6 : 0 1 : 0 1 / 1 5 7 3 . 1 5 % 
13 D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 : 0 3 6 2 . 7 0 % D Q A 1 * 0 1 : 0 4 : 0 1 : 0 1 6 2 . 7 0 % D Q B 1 * 0 6 : 0 4 : 0 1 4 1 .80% 
14 D R B 1 * 1 3 : 0 2 : 0 1 : 0 2 5 2 . 2 5 % D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 1 6 2 . 7 0 % D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 5 3 1 .35% 
15 D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 3 4 1 .80% D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 : 0 4 5 2 . 2 5 % D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 5 3 1 .35% 
16 D R B 1 * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 3 3 1 .35% D Q A 1 * 0 1 : 0 4 : 0 1 : 0 2 5 2 . 2 5 % D Q B 1 * 0 6 : 0 3 : 0 1 0 2 3 1 .35% 
17 D R B 1 * 0 4 : 0 2 : 0 1 3 1 .35% D Q A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 5 2 . 2 5 % D Q B 1 * 0 3 : 0 3 : 0 2 0 2 2 0 . 9 0 % 
18 D R B 1 * 0 4 : 0 3 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 2 4 1 .80% D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 1 1 0 . 4 5 % 
19 D R B 1 * 1 0 : 0 1 : 0 1 : 0 3 3 1 .35% D Q A 1 * 0 1 : 0 5 : 0 1 4 1 .80% D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 2 1 0 . 4 5 % 
2 0 D R B 1 * 1 1 : 0 3 : 0 1 3 1 .35% D Q A 1 * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 3 4 1 .80% D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 10 1 0 . 4 5 % 
2 1 D R B 1 * 1 2 : 0 1 : 0 1 / 1 2 : 1 0 3 1 .35% D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 2 4 1 .80% D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 19 1 0 . 4 5 % 
2 2 D R B 1 * 1 3 : 0 3 : 0 1 3 1 .35% D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 5 4 1 .80% D Q B 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 0 2 1 0 . 4 5 % 
2 3 D R B 1 * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 2 0 . 9 0 % D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 5 3 1 .35% D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 1 1 0 . 4 5 % 
2 4 D R B 1*04 :05 :01 :03 2 0 . 9 0 % D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 : 0 5 3 1 .35% D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 2 1 0 . 4 5 % 
2 5 D R B 1 * 0 4 : 0 8 : 0 1 2 0 . 9 0 % D Q A 1 * 0 3 : 0 3 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% D Q B 1 * 0 5 : 0 4 1 0 . 4 5 % 
2 6 D R B 1 * 0 9 : 0 1 : 0 2 2 0 . 9 0 % D Q A 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 : 0 1 2 0 . 9 0 % 
2 7 D R B 1 * 1 4 : 0 1 : 0 1 2 0 . 9 0 % D Q A 1 * 0 4 : 0 2 2 0 . 9 0 % 
2 8 D R B 1 * 1 6 : 0 2 : 0 1 : 0 2 2 0 . 9 0 % D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 6 2 0 . 9 0 % 
2 9 D R B 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 8 2 0 . 9 0 % 
3 0 D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % 
3 1 D R B 1 * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 : 0 3 1 0 . 4 5 % 
3 2 D R B 1 * 0 4 : 0 4 : 0 1 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 1 : 0 3 : 0 1 : 0 6 1 0 . 4 5 % 
33 D R B 1*04:15 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 1 : 0 4 : 0 1 : 0 3 1 0 . 4 5 % 
3 4 D R B 1 * 0 8 : 0 4 : 0 1 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 1 : 0 4 : 0 1 : 0 4 1 0 . 4 5 % 
35 D R B 1 * 1 0 : 0 1 : 0 1 : 0 1 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 1 : 1 0 1 0 . 4 5 % 
3 6 D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 8 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 4 : 0 1 : 0 2 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
3 7 D R B 1 * 1 3 : 0 5 : 0 1 1 0 . 4 5 % D Q A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 : 0 3 1 0 . 4 5 % 
3 8 D R B 1 * 1 4 : 0 5 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % 
3 9 D R B 1 * 1 4 : 5 4 : 0 1 : 0 1 1 0 . 4 5 % 
4 0 D R B 1 * 1 6 : 0 1 : 0 2 1 0 . 4 5 % 



Přílohy Tabulka 38: Nejčastější (f> 1 ) haplotypy v chorvatské populaci zdravých dárců 
krve (n = 1 1 1 ) (n-počet,/-frekvence) 

H L A - A - B - C n / 
1 A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 B * 0 8 : 0 1 : 0 1 C * 0 7 : 0 1 : 0 1 15 6 . 7 6 % 
2 A * l l : 0 1 : 0 1 : 0 1 B * 3 5 : 0 1 : 0 1 C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 8 3 . 6 0 % 
3 A * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 B * 0 7 : 0 2 : 0 1 C * 0 7 : 0 2 : 0 1 6 .89 3 . 1 1 % 
4 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 5 7 : 0 1 : 0 1 : 0 1 C * 0 6 : 0 2 : 0 1 : 0 1 6 2 . 7 0 % 
5 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 2 7 : 0 2 : 0 1 : 0 1 C * 0 2 : 0 2 : 0 2 5 2 . 2 5 % 
6 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 3 5 : 0 1 : 0 1 C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 6 5 2 . 2 5 % 
7 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 3 5 : 0 3 : 0 1 C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 5 2 . 2 5 % 
8 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 4 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 C * 0 5 : 0 1 : 0 1 5 2 . 2 5 % 
9 A * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 B * 3 5 : 0 3 : 0 1 C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 5 2 . 2 5 % 

10 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 4 4 : 2 7 : 0 1 C * 0 7 : 0 4 : 0 1 4 1 .80% 
11 A * l l : 0 1 : 0 1 : 0 1 B * 5 2 : 0 1 : 0 1 C * 1 2 : 0 2 : 0 2 4 1 .80% 
12 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 2 7 : 0 5 : 0 2 C * 0 2 : 0 2 : 0 2 3 .89 1 .75% 
13 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 1 8 : 0 1 : 0 1 C * 0 7 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% 
14 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 5 2 : 0 1 : 0 1 C * 1 2 : 0 2 : 0 2 3 1 .35% 
15 A * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 1 B * 1 5 : 0 1 : 0 1 : 0 1 C * 0 7 : 0 4 : 0 1 3 1 .35% 
16 A * 2 3 : 0 1 : 0 1 0 1 B * 4 4 : 0 3 : 0 1 C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% 
17 A * 2 4 : 0 2 : 0 1 0 1 B * 1 3 : 0 2 : 0 1 : 0 1 C * 0 6 : 0 2 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% 
18 A * 2 4 : 0 2 : 0 1 0 1 B * 3 5 : 0 2 : 0 1 C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 6 3 1 .35% 
19 A * 2 4 : 0 2 : 0 1 0 1 B * 5 1 : 0 1 : 0 1 C * 1 5 : 0 2 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% 
2 0 A * 0 2 : 0 1 : 0 1 B * 0 7 : 0 2 : 0 1 C * 0 7 : 0 2 : 0 1 2 .88 1 .30% 

H L A - D Q A 1 - D Q B 1 - D R B 1 n / 
1 D O A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 2 D O B 1 * 0 5 : 0 2 : 0 1 : 0 1 D R B 1 * 1 6 : 0 1 : 0 1 3 0 1 3 . 5 1 % 
2 D O A 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 0 1 D O B 1 * 0 2 : 0 2 : 0 1 : 0 1 D R B 1 * 0 7 : 0 1 : 0 1 1 1 . 8 2 5 . 3 2 % 
3 D O A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 2 D O B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 11 4 . 9 6 % 
4 D O A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 0 1 D O B 1 * 0 6 : 0 2 : 0 1 0 1 D R B 1 * 1 5 : 0 1 : 0 1 10 4 . 5 0 % 
5 D O A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 0 1 D O B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 3 D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 9 4 . 0 5 % 
6 D O A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 0 3 D O B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 3 D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 7 3 . 1 5 % 
7 D O A 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 D O B 1 * 0 6 : 0 1 : 0 1 / 1 5 D R B 1 * 1 5 : 0 2 : 0 1 0 1 7 3 . 1 5 % 
8 D O A 1 * 0 1 : 0 3 : 0 1 : 0 1 D O B 1 * 0 6 : 0 3 : 0 1 : 0 1 D R B 1 * 1 3 : 0 1 : 0 1 0 1 7 3 . 1 5 % 
9 D O A 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 D O B 1 * 0 5 : 0 3 : 0 1 D R B 1 * 1 4 : 5 4 : 0 1 0 2 6 2 . 7 0 % 

10 D O A 1 * 0 1 : 0 3 : 0 1 0 2 D O B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 3 D R B 1 * 1 1 : 0 4 : 0 1 5 2 . 2 5 % 
1 1 D O A 1 * 0 1 : 0 4 : 0 1 0 1 D O B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 4 1 .80% 
1 2 D O A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 0 9 D O B 1 * 0 6 : 0 4 : 0 1 D R B 1 * 1 3 : 0 2 : 0 1 : 0 2 4 1 .80% 
13 D O A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 0 2 D O B 1 * 0 6 : 0 3 : 0 1 : 0 1 D R B 1 * 1 3 : 0 1 : 0 1 : 0 2 4 1 .80% 
14 D O A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 0 4 D O B 1 * 0 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 D R B 1 * 0 8 : 0 1 : 0 1 4 1 .80% 
15 D O A 1 * 0 1 : 0 3 : 0 1 0 2 D O B 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 3 4 1 .80% 
16 D O A 1 * 0 4 : 0 1 : 0 1 0 3 D O B 1 * 0 3 : 0 3 : 0 2 0 1 D R B 1 * 0 7 : 0 1 : 0 1 3 .82 1 .72% 
17 D O A 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 3 D O B 1 * 0 3 : 0 3 : 0 2 0 1 D R B 1 * 0 7 : 0 1 : 0 1 3 .18 1 .43% 
18 D O A 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 0 2 D O B 1 * 0 2 : 0 2 : 0 1 0 1 D R B 1 * 0 7 : 0 1 : 0 1 3 .18 1 .43% 
19 D O A 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 0 1 D O B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 0 3 D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% 
2 0 D O A 1 * 0 2 : 0 1 : 0 1 0 2 D O B 1 * 0 6 : 0 2 : 0 1 0 1 D R B 1 * 1 5 : 0 1 : 0 1 3 1 .35% 
2 1 D O A 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 0 5 D O B 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 0 1 D R B 1 * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 3 3 1 .35% 
2 2 D O A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 1 0 5 D O B 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 0 1 D R B 1 * 0 4 : 0 2 : 0 1 3 1 .35% 
2 3 D O A 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 D O B 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 0 1 D R B 1 * 0 4 : 0 3 : 0 1 0 1 3 1 .35% 
2 4 D O A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 0 2 D O B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 3 D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 0 1 3 1 .35% 
2 5 D O A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 0 4 D O B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 3 D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 0 1 3 1 .35% 
2 6 D O A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 0 5 D O B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 3 D R B 1 * 1 3 : 0 3 : 0 1 3 1 .35% 
2 7 D O A 1 * 0 5 : 0 5 : 0 1 0 9 D O B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 0 3 D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 : 0 3 3 1 .35% 
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ABSTRACT 
Background: In sarcoidosis, the direction and intensity of immunological reactions involved in disease 
pathophysiology is affected by variation in the genes coding for effector and regulatory molecules with 
immune functions. This study, therefore, investigates polymorphic variants in genes involved in inflam
mation, immune reactions, and granuloma formation in context of their plausible association with 
sarcoidosis, wi th specific focus on Greek population. 
Methods: A total of 18 single-nucleotide polymorphisms (SNPs) were genotyped in Greek patients with 
pulmonary sarcoidosis (n = 103) and in healthy Greek control subjects (n = 100) using mult iplexed 
MassARRAY (MassARRAY ®) iPLEX assay based on MALDI-TOF mass spectrometry. 
Results: TGF-/33 rs3917200*G variant was associated with sarcoidosis (OR: 3.04 [95% CI : 1.98-4.69], 
p = 2.76*10~ 7) . Further, ANXA11 rs1049550*A variant was associated with sarcoidosis (OR: 0.59 [0 .39-
0.89], p = 0.01). 
Conclusions: This first study of genetic variation of immune-related genes in Greek patients with 
sarcoidosis brings to attention a novel disease 'susceptibility' factor: TGF-/33 rs3917200*G allele. It also 
confirms previously reported 'protective' association between sarcoidosis and functional variant ANXA77 
rs1049550*A. Further work is required to validate these findings and to expand investigation of their 
plausible relationship with clinical course of the disease. 
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1 . Introduction 

Sarcoidosis is a disease with features of altered immune response, 
often with multisystemic involvement. Presentation of this disease 
is heterogeneous; the mostly presented phenotype is pulmonary 
manifestation, wh ich is widespread mostly in populations of 
European descent. Course of this disease is also very variable. In 
some patients, there is often speedy resolution but in approxi
mately 1 5 % - 2 0 % of cases, there is progress to one of the most 
dangerous courses, irreversible pulmonary fibrosis, where the risk of 
deterioration, even death is high [1-3] . 

Et io logy of sarcoidosis is still u n k n o w n . T h e genet i c factors , 
a l tered i m m u n o r e g u l a t i o n , and in f l ammat ion leading to gran
u loma fo rmat ion have been sugges ted to have a crucia l role in 
sarcoidosis pathogenes i s [4] . Further , pat ients w i th sarcoidosis 
of ten present w i th hyperca l cemia [1] . 

In this context , this study a imed to determine the implication of 
gene variants coding for immune-related molecules such as cyto
kines, proteins, and receptors involved in antigen presentation and 
immunoregulat ion processes, and also in calc ium signalization, to 
characterize their possible roles as genetic factors sarcoidosis, 
including those contributing to disease course. 

Accord ing to s tudy in Greek centers enro l l ing 6 0 % of the 
adul t populat ion [5] , sarcoidosis is the leader b e t w e e n lung 
diseases ( ILD) in Greece : o n e o f f ive ILD cases presented w i th 
sarcoidosis [5] . As there has been rather l imited in format ion on 
i m m u n o g e n e t i c background of Greek pat ients w i th sarcoido
sis, w e focused our s tudy on this part icular popu la t ion . 

2. Patients and methods 

2.1. Patients and control subjects 

This case-control study compr ised 103 sarcoidosis cases (mean 
age ± standard deviat ion [SD], 56.6 ± 1 1 . 6 years ; age range, 2 8 -
85 years ; male [M]: female [F] ratio, 30:73) and 100 control 
subjects (43.5 ± 1 1 . 9 years 2 1 - 7 2 years , M:F, 30:70) ; all subjects 
we re unrelated and of Greek origin. The patients were d iagnosed 
according to the ATS , ERS, and W A S O G statement on sarcoidosis 
[6] at the General Hospital for Chest Diseases, Athens ; the healthy 
control subjects we re enrol led at the Laiko General Hospital , 
Athens (Department of Immunology and Histocompatibi l i ty) as 
healthy blood donors . Both patients and control subjects pro
v ided informed consent w i th participation in the study, wh ich 
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Article highlights 

• We present the first detailed study of genetic variation of immune-
related genes in Greek patients with sarcoidosis. 

• We confirm previously reported 'protective' association between 
functional variant ANXA11 rs1049550*A (Arg230Cys). 

• We report a novel, plausible 'susceptibility' factor - TGF-B3 
rs3917200*G. 

• Further, polymorphism rs1800629 in TNFA gene is associated with the 
more advanced CXR stages in our cohort of Greek sarcoidosis 
patients. 

• Further work is required to validate these findings and to investigate 
in detail their relationship with clinical course of the disease. 

was approved by institutional rev iew boards. The study was 
carried out f rom 11 October 2017 to 13 November 2019. 

Sarcoidosis cases w e r e fo l lowed for a m i n i m u m of 2 years 
after their d iagnos is to observe the d e v e l o p m e n t of the dis
ease and response to the t rea tment . Pat ients w e r e t reated by 
cort icosteroids (n = 57) ; in s o m e cases in comb ina t ion w i th 
methot rexa te (n = 5) th is the rapy w a s used in all cases c o m 
bined w i th pu lmonary hyper tens ion and also in s o m e cases 
w i t h ex t r apu lmona ry card iac i nvo l vement or in inha lat ion 
fo rm in comb ina t ion w i th long-act ing (32-agonist (n = 2) ; in 
f ive cases the t rea tment w a s s t o p p e d . T h e rema in ing 46 
pat ients w i th sarcoidosis w e r e w i t h o u t any t rea tment . After 
2 years f rom the d iagnos is , the pat ients w e r e eva lua ted , i.e. for 
the d isease status as fo l lows : (a) stabi l ized pat ients (n = 87 ) , (b) 
remiss ion (n = 13) , and (c) progress ion (n = 3) , for pat ients w i th 
deter iorat ion of the cond i t ion . T w o of three progress ing 
pat ients had ex t r apu lmona ry card iac invo l vement . 

Patients we re also evaluated based on the chest X-ray (CXR) 
stages (thoracic involvement) using Scadding's criteria: stage 1 
that involved bilateral hilar l ymphadenopathy (BHL) only (n = 29) , 
stage 2 for BHL w i th pu lmonary infiltrates (n = 59) , stage 3 wi th 
parenchymal infiltrates only (n = 4 ) , and stage 4 wi th pulmonary 
fibrosis (n = 5) ; in six patients the CXR stage was not determined . 

S o m e pat ients have also ext ra thorac ic mani fes tat ion such 
as ca rd iopathy based on magnet i c resonance imag ing f ind ings 
{n = 12) , cu taneous sarcoidosis (n = 13) , uveit is (n = 8 ) , per
ipheral l y m p h a d e n o p a t h y (n = 4 ) , a r th ropathy (n = 3) , hyper
ca lcemia (n = 3) , e r y thema n o d o s u m (n = 2) , pu lmonary 
hyper tens ion (n = 2) , and neurosarcoidos is (n = 1). 

2.2. Genotyping 

DNA w a s isolated f rom peripheral blood using a r row automated 
extract ion system ( Isogen Life Sc ience , PW De Meern , Utrecht, 
the Nether lands) . For po lymorph i sm analysis , a total of 18 plau
sible gene var iants (Table 1) we re genotyped using MassARRAY® 
m e t h o d . These 18 gene var iants we re selected based on the 
previous reports for associated w i th sarcoidosis [7 -14 ] . These 
po lymorph isms were located in genes involved in ant igen pre
sentat ion , immunoregu la t ion , ca lc ium signal izat ion, cytokines , 
or genes otherwise connected to i m m u n e funct ions . 

Genotyp ing w a s per fo rmed us ing mul t ip lexed MassARRAY 
iPLEX assay fo l lowed by MALDI-TOF mass spec t romet ry 
(Agena B iosc ience , CA , USA) . T h e steps for assay des ign 
us ing Assay Des ign Suite v2 .0 , po lymerase cha in react ion 

Table 1 . List of candidate single-nucleotide polymorphisms (SNPs) investigated 
in the study. 

Minor 
Gene SNP ID allele Chr. Function 

ANXA11 rsl 049550 A 10 Ca2+ dependent 
phospholipid-binding 

TNF-a rs1800629 A 6 Cytokine (inflammation) 
TGF-B2 rs1891467 G 1 Cytokine (cell signaling 

and SMAD activation) 
GREM1 rs1919364 G 15 Cytokine, regulating tissue 

differentiation 
HLA-DRA, HLA-DRB5 rsl 964995 G 6 Immunity and antigen 

presentation 
NOD2 rs2066844 T 16 Stimulates an immune 

reaction 
BTNL2 rs2076530 G 6 Regulates activated T cells 
HLA-DQA1 rs2187668 T 6 Immunity and antigen 

presentation 
CACFD1 rs3124765 T 9 Calcium channel activity 
C6orfW rs3129927 C 6 Immune diseases risk 
ATF6B rs3130288 A 6 ER stress and signal 

transduction 
HLA-DRA rs3135394 G 6 Immunity and antigen 

presentation 
TAP2 rs3819717 A 6 Membrane transport and 

antigen presentation 
HLA-DRB1 rs3830135 A 6 Immunity and antigen 

presentation 
TGF-Bi rs3917165 T 14 Cytokine and lung 

development 
rs3917200 G 14 Cytokine and lung 

development 
HLA-DPB1 rs9277357 G 6 Immunity and antigen 

presentation 
LRRC16A rs9295661 C 6 Megakaryocyte and 

platelet production 

SNP ID, designation of the particular SNP within the reference sequence (rs) 
nomenclature; Chr., chromosomal localization; ER, endoplasmatic reticulum. 

(PCR) ampl i f i cat ion of mul t ip lexed iPLEX assay and MALDI -
T O F MS-based genotyp ing have been desc r ibed in our pre
v ious s tudy [15] . In brief, 10 ng o f t emp la te DNA w a s c o m 
b ined w i t h the d e s i g n e d pr imers (Assay des ign su i te v2 .0 ; 
h t tp s : / /www .mysequenom.com/Too l s ) and master mix . T h e 
ampl i f ied ta rgeted PCR products w e r e c leaned by SAP enzy
mat ic d iges t ion , fo l lowed by a s ingle base ex tens ion (SBE) 
react ion . T h e SBE product w a s app l ied o n Spectro-ch ip by 
nanod ispenser and g e n o t y p e d by MALDI-TOF MS-based 
MassARRAY p lat form (Agena B iosc ience , San D iego , CA , USA) . 
In the assay , posit ive and negat ive contro ls w e r e a lso inc luded . 
Results w e r e obta ined by MassARRAY Type r 4 .0 .20 and m a n u 
ally va l idated us ing call c luster plot. 

T h e s ingle-nuc leot ide po l ymorph i sm (SNP) r s3917200 in 
the TGF-JS3 g e n e w a s g e n o t y p e d by T a q M a n assay us ing 
L ightCyc ler 4 8 0 Sys tem (Roche , Branford , CT , USA) . For this 
react ion , 10 ng of t emp la te DNA, L ightCyc ler 4 8 0 Probes 
Master (Roche) and des igned T a q M a n SNP genotyp ing assay 
(ThermoF isher Sc ient i f ic , USA) w e r e used . T h e cyc l ing profi le 
w a s as fo l lows : 5 min at 95°C ; 45 cyc les of 10 s at 95°C , 45 s at 
60°C, 1 s at 72°C (wi th acquis i t ion in each cyc le ) , and then 30 s 
at 40°C . T h e data w e r e obta ined by endpo in t analys is . 

2.3. Statistical analysis 

T h e assoc iat ion analys is w a s per formed us ing al lel ic mode l by 
two-ta i led Fisher exac t probabi l i ty test to es t imate p-value, 

https://www.mysequenom.com/Tools
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odds ratio (OR) and 9 5 % conf idence interval (CI) . Each SNP was 
tes ted for Ha rdy -We inbe rg equ i l ib r ium (HWE) (> 0.01) us ing 
Pearson's ch i-square (x2) test or Fisher's exac t test . T h e statis
tical s igni f icance w a s cons idered as p < 0 .05 . Bonferroni cor
rect ion of mul t ip le compar i sons w a s per formed as 
Pcorr = P X 1 8 . 

T h e statistical ana lys is w a s per fo rmed us ing http://shesis- 
p lus .b io-x .cn/SHEsis .html and ht tps : / /www.snpstats .net/s tar t . 
h t m in comb ina t ion w i th ht tp : / /vassars tats .net/odds2x2 .html . 

T h e ca lcu lat ion of the statistical power of the s tudy was 
per fo rmed us ing http ://osse .b i i .a-star .edu.sg/calculat ion2.php. 

3. Results 

W e ana lyzed 18 SNPs in 103 Greek sarcoidosis cases and in 
100 hea l thy contro l subjects . O n e p o l y m o r p h i s m , name ly 
r s3819717 in TAP2 g e n e , w a s not found in HWE in the g roup 
of control subjects and it w a s , there fore , e xc luded f rom fur ther 
analys is . 

T h e po l ymorph i sm r s3917200*G in the gene for cy tok ine 
TGF-JS3 w a s assoc ia ted w i th sarcoidosis on pr imary level (OR: 
3.04 [ 9 5 % C I : 1 .98-4 .69] , p = 2 . 76*10" 7 ) and also after correc
t ion for mul t ip le compar i son ( p c o r r = 4 .97*10~ 6 ) (see Tab le 2) . 
T h e statist ical power of the s tudy sample size for the 
r s3917200*G w a s 9 6 . 2 % . 

T h e p o l y m o r p h i s m r s1049550*A located in the g e n e 
ANXA11 w a s found assoc ia ted w i th sarcoidosis (OR: 0.59 
[ 9 5 % C I : 0 . 39-0 .89 ] , p = 0 .01) . Howeve r , this assoc iat ion did 
not atta in s igni f icance after cor rect ion for mul t ip le compar i son 
(Pcorr > 0.05) (see Tab le 2) . 

Other 16 invest igated po l ymorph i sms w e r e not assoc iated 
w i t h sarcoidosis c o m p a r e d to hea l thy contro ls . 

For subanalys is based on CXR stages , the patients w e r e sub
div ided into t w o groups : the first one compr is ing pat ients wi th 
CXR-1 , the second one consist ing of patients w i th CXR-2 and 
higher . Next , these groups w e r e compared w i th healthy control 
group . A n associat ion on pr imary level as wel l as after Bonferroni 
correct ion was observed be tween the po lymorph ism 
rs3917200*G in TGF-($3 and patients w i th CXR-1 (OR: 3.26 [ 9 5 % 

Table 2. Allelic model of association for sarcoidosis risk in Greek population. 

Sarcoidosis (n = 103) vs. controls, (n = 100) 

Gene SNP p OR [95% CI] 
ANXA11 rsl 049550 0.01 0.59 [0.39-0.89] 
TNFA rs1800629 0.06 1.99 [0.99-4.01] 
TGF-ß2 rsl 891467 1.00 1.00 [0.66-1.53] 
GREM1 rs1919364 0.84 1.04 [0.70-1.54] 
HLA-DRA, HLA-DRB5 rsl 964995 0.21 0.64 [0.34-1.20] 
N0D2 rs2066844 0.60 1.48 [0.52-4.23] 
BTNL2 rs2076530 0.92 0.98 [0.65-1.48] 
HLA-DQA1 rs2187668 1.00 0.97 [0.47-1.99] 
CACFD1 rs3124765 0.16 1.47 [0.88-2.43] 
C6orf10 rs3129927 0.14 3.00 [0.80-11.25] 
ATF6B rs3130288 0.22 2.68 [0.70-10.25] 
HLA-DRA rs3135394 0.14 3.00 [0.80-11.25] 
HLA-DRB1 rs3830135 0.51 0.71 [0.29-1.72] 
TGF-ß3 rs3917165 0.11 2.31 [0.87-6.14] 
TGF-ß3 rs3917200 2 . 7 6 * 1 0 - 7 s 3.04 [1.98-4.69] 
HLA-DPB1 rs9277357 0.91 1.04 [0.66-1.63] 
LRRC16A rs9295661 1.00 1.45 [0.24-8.76] 

s SNP rs3917200 p c o r r = 4 . 9 7 * 1 0 - 6 ; OR: odds ratio; CI: confidence interval; Bold 
values are significant. 

Table 3. Allelic model of association for sarcoidosis subgroup analysis, based on 
the chest X-ray (CXR) stage in Greek patients with sarcoidosis. 

CXR Stg. 1 {n = 29) CXR Stg. 2-4 
vs. controls (n = 68) vs. controls 
(f? = 100) (f? = 100) 

Gene SNP p-value OR p-value OR 

§ SNP rs3917200 CXR Stg. 1 vs. controls p c o r r = 3 .13*10" 3 ; + SNP rs3917200 CXR 
Stg. 2-4 vs. controls p c o r r = 1.71*10~ 4; NA: not analyzed (in one of the 
analyzed groups there were present just homozygotes for one allele, not for 
the other allele and no heterozygotes); significant values are in bold. 

CI : 1 .77-6.02] , p c o r r = 3 .13*10" 3 ) and also w i th CXR-2 and higher 
(OR: 2.95 [ 9 5 % C I : 1 .84-4.75] , p c o r r = 1 .71*10" 4 ) (see Table 3). 

Further an assoc iat ion on pr imary level w a s obse rved 
b e t w e e n SNP r s3917165*T in TGF-J33 gene (OR: 4 .96 [ 9 5 % C I : 
1 .65-14 .95] , p = 5 .00*10" 3 ) and pat ients w i th C R X - 1 , c o m p a r e d 
to hea l thy contro l g r o u p (Table 3). 

In the case o f po l ymorph i sm rs1049550 (ANXA11), protec
t ive assoc iat ion w a s f o u n d w i th CXR-2 and h igher (OR: 0.53 
[ 9 5 % C I : 0 . 33-0 .84 ] , p = 0 .01) ; no assoc iat ion of this poly
m o r p h i s m w a s obse rved in the g r o u p o f pat ients w i th CXR-1 
(Table 3) . 

F inal ly , an assoc iat ion w a s obse rved b e t w e e n SNP 
r s1800629*A in TNFA gene (OR: 2.50 [ 9 5 % C I : 1 .20-5 .21] , 
p = 0.02) and pat ients w i th CRX-2 and higher , c o m p a r e d to 
hea l thy control g r o u p (Table 3) . 

Other subgroups based o n dist inct c l inical phenotypes , 
presence o f ex t ra thorac ic i nvo l vement cou ld not be ana lyzed 
due to smal l n u m b e r s of cases . 

4. Discussion 

W e ana lyzed a panel of 18 SNPs prev ious ly reported to impact 
events hav ing the ma in role in sarcoidosis pathogenes i s such 
as i m m u n e and in f l ammatory processes , f ibrot izat ion and ca l
c i um s igna l izat ion . In this contex t , this is the first s tudy of 
genet i c var iat ion of funct iona l immune- re la ted gene var iants 
per fo rmed in Greek pat ients w i th sarcoidosis . T h e ma in obser
vat ion w a s the s t rong assoc iat ion b e t w e e n sarcoidosis and the 
r s3917200*G var iant in TGF-J33 gene . Further , this s tudy con
f i rmed that/A7VX4 7 7 r s1049550*A var iant , prev ious ly reported 
in other popu la t ion , w a s assoc ia ted w i t h sarcoidosis as a 
w h o l e a lso in our Greek pat ients . 

TGF-/33 gene has been suggested to have antif ibrotic effect in 
the w o u n d heal ing [16,17] , the po lymorphisms in this gene can 

ANXA11 rsl 049550 0.29 0.69 0.01 0.53 
TNFA rsl 800629 0.57 1.34 0.02 2.50 
TGF-ß2 rs1891467 0.63 1.18 0.71 0.89 
GREM1 rs1919364 0.30 1.37 0.65 0.89 
HLA-DRA, HLA-DRB5 rsl 964995 0.10 0.34 0.61 0.79 
NOD2 rs2066844 0.24 2.37 0.76 1.24 
BTNL2 rs2076530 0.64 1.18 0.47 0.84 
HLA-DQA 1 rs2187668 1.00 0.84 0.84 1.12 
CACFD1 rs3124765 0.43 1.38 0.19 1.48 
C6orfW rs3129927 0.32 2.32 0.10 3.58 
ATF6B rs3130288 0.32 2.32 0.16 3.10 
HLA-DRA rs3135394 0.32 2.32 0.10 3.58 
HLA-DRB1 rs3830135 0.53 0.54 0.63 0.72 
TGF-ß3 rs3917165 5.00*10" 3 4.96 0.56 1.48 
TGF-ß3 rs3917200 1 .74*10" s 3.26 9.52*10" 6 * 2.95 
HLA-DPB1 rs9277357 0.60 0.79 0.53 1.20 
LRRC16A rs9295661 1.00 NA 0.40 2.22 

http://shesis-
http://plus.bio-x.cn/SHEsis.html
https://www.snpstats.net/start
http://vassarstats.net/odds2x2.html
http://osse.bii.a-star.edu.sg/calculation2.php
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disrupt this mechan i sm . In this context , po lymorphism 
rs3917200*G in the gene TGF-f33 was previously descr ibed in 
associat ion w i th f ibrotic processes [11]. In this study f rom 
German populat ion , a t rend was observed connect ing minor 
allele in this SNP as a factor contr ibut ing to format ion of lung 
fibrosis in sarcoidosis patients [11] . Similar observat ions regard
ing this TGF-/33 SNP were reported in a Dutch sarcoidosis popu
lation [13]. In our study, w e found SNP rs3917200 in TGF-(S3 gene 
strongly associated w i th sarcoidosis a m o n g Greek sarcoidosis 
cases , w i th more pronounced occurrence of G allele in the 
patients . W e may , therefore , speculate that the SNP rs3917200 
in TGF-JS3 might be a possible marker for progressing disease in 
sarcoidosis , character ized by invo lvement of f ibrotization pro
cesses [3] . Ex tended study wi th increased proport ion of the most 
advanced cases is however required to conf i rm this speculat ion. 

ANXA11 g e n e is i nvo l ved in c a l c i u m s igna l i za t ion a n d 
apoptos i s . It e f fects g r a n u l o m a f o r m a t i o n a n d a lso the ma in 
t e n a n c e o f g r a n u l o m a t o u s i n f l a m m a t i o n [2 ] : d i s rup t ion of 
th is m e c h a n i s m c o u l d counte r -e f fec t sarco idos is g r a n u l o m a 
d e v e l o p m e n t a n d thus m a y poss ib ly con t r ibu te to p reven t ion 
of sa rco idos i s onse t . T h e n o n - s y n o n y m o u s muta t ion 
r s l 0 4 9 5 5 0 located in e x o n 6 of ANXA11 resul ts in a m i n o 
ac id c h a n g e f r o m a rg in ine to cy tos ine loca l ized on evo lu t ion
ary c o n s e r v e d pos i t ion 2 3 0 o f the first a n n e x i n d o m a i n [18] , 
w i t h s u b s e q u e n t A N X A 1 1 prote in s t ruc ture d i s rup t ion . T h e 
protec t i ve ( i .e . OR < 1) assoc ia t ion of th is p o l y m o r p h i s m w i t h 
sarco idos i s w a s f i rst repor ted w i th in a g e n o m e - w i d e assoc ia
t ion s tudy pe r fo rmed in G e r m a n popu la t ion [18 ] , a n d w a s 
s u b s e q u e n t l y rep l i ca ted in C z e c h [19 ] , later a lso Po r tuguese 
[20] and Af r i can and E u r o p e a n A m e r i c a n s [21] p o p u l a t i o n , in 
the latter an assoc ia t ion for the d i sease pers i s tence w a s 
o b s e r v e d . 

W e a l so o b s e r v e d an a s soc i a t i on o f the p o l y m o r p h i s m 
r s l 8 0 0 6 2 9 in TNFA g e n e w i t h m o r e a d v a n c e d C X R s tages 
(CXR 2 - 4 ) , as c o m p a r e d to h e a l t h y c o n t r o l s . T h i s a s soc ia 
t ion b e t w e e n th is par t i cu la r p o l y m o r p h i s m a n d sa rco idos i s 
in g e n e r a l has b e e n p r e v i o u s l y r epor ted in o the r , C z e c h 
p o p u l a t i o n [14] a n d a l so in a meta -ana l y s i s [ 22 ] . H o w e v e r , 
t h e s e s tud ie s d id not a s soc i a te th i s SNP w i t h t h e a d v a n c e d 
CXR s tages o f sa r co idos i s . T h e T N F - a as p r o d u c t o f TNFA 

g e n e has a n i m p o r t a n t role in t h e p a t h o g e n e s i s o f sa rco i 
dos i s in g r a n u l o m a f o r m a t i o n a n d p o l y m o r p h i s m 
r s 1 8 0 0 6 2 9 c o u l d po ten t i a l l y i n f l u e n c e t h e t r a n s c r i p t i o n / 
p r o d u c t i o n o f th is g e n e a n d t h u s c o n t r i b u t e to d i sea se 
d e v e l o p m e n t [23 ,24 ] . 

O n e m a y a r g u e tha t t h e l im i ta t ion o f the s t u d y is a low 
n u m b e r o f pa t i en t s i n v e s t i g a t e d . H o w e v e r , th is is re la t i ve 
d u e to a lower p r e v a l e n c e o f th i s d i s e a s e in t h e p o p u l a t i o n 
of G r e e c e . T h e sa rco idos i s p r e v a l e n c e in G r e e c e is 5 .89/100 
0 0 0 [5] c o m p a r e d to t h e g loba l sa rco idos i s p r e v a l e n c e 
w h i c h r anges b e t w e e n 4 .7 a n d 6 4 / 1 0 0 0 0 0 [3 ] . Fu r the r 
w o r k , a l so in o t h e r p o p u l a t i o n s , n a m e l y o f s a m e or s imi la r 
e t h n i c o r ig ins is , t h e r e f o r e , r equ i r ed to v a l i d a t e t h e s e f i n d 
ings - th is c o u l d a p p l y for e x a m p l e to G r e e k Cyp r io t s or 
t h e G r e e k s f r o m t h e m a i n d i a s p o r a s a r o u n d t h e w o r l d [25 ] . 
G rea te r g r o u p s w i l l a l so e n a b l e to i nves t i ga te a poss ib le 
r e l a t i onsh ip o f g e n e t i c ma rke r s w i t h t h e c l in ica l c o u r s e of 
t h e d i s e a s e . For f u t u r e i n v e s t i g a t i o n s it w i l l be a l so inter
es t ing to e x p l o r e if a n y o f ident i f i ed g e n e va r i an t s 

co r re l a te w i t h t h e b i o m a r k e r s tha t a l r e a d y h a v e b e e n prac
t ica l use s u c h as A C E , IL-2 r or ch i to t r i o s idase [26 ,27 ] . 

5. Conclusion 

This case-control s tudy in Greek populat ion conf i rmed the pro
tect ive associat ion of funct ional var iant ANXA11 rs1049550*A 
w i th sarcoidosis previously reported for Ge rmans and Czechs . 
Po lymorph ism rs l 800629 in TNFA gene w a s also associated 
w i th more advanced CXR stages in our cohort of Greek sarcoi
dosis pat ients . Most important ly , w e identif ied a novel plausible 
disease risk factor , TGF-/33 rs3917200*G al lele, w h i c h represents 
a target for replication studies in Greek and/or other 
populat ions . 
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O P E N HLA class II variants defined 
by next generation sequencing 
are associated with sarcoidosis 
in Korean patients 
Kateřina Sikorová 1, Su-Jin Moon2, Hee-YoungYoon3, Adam Strnad4, Jin Woo Song 2 H & 
Martin Petrek 1 E a 

Polymorphic genes with immune functions, namely those of the human leukocyte antigen (HLA) 
sys tem, have been implicated in sarcoidosis pathogenesis. As HLA polymorphisms in sarcoidosis have 
not been yet investigated in the Korean population, we used next-generation sequencing (NGS), 
allowing detailed characterization of HLA alleles to investigate the role of HLA variation in Korean 
sarcoidosis patients. We enrolled 103 patients diagnosed by the ATS/ERS/WASOG guidelines at 
Asan Medical Centre, Seoul , Korea. Among those, genotyping of 7 HLA loci (HLA-A, -B, -C, - D Q A 1 , 
- D Q B 1 , - D R B 1 , -DPB1) was performed using Omixon Holotype™ kit and HLATwin sof tware™. HLA 
allele frequencies were compared with frequency data on healthy Koreans from the allelic frequency 
databases , and 4-digit characteristics of HLA genotyping were used. Associations were assessed 
by two-tailed Fischer's exact test with correction for multiple comparisons. Variants previously 
associated with sarcoidosis risk (HLA-C*03:04, H L A - D R B 1 * 1 2 : 0 1 , HLA-DRB1*14:54) and a known 
protective variant H L A - D P B 1 * 0 4 : 0 1 , were associated with sarcoidosis in Koreans. Further, we suggest 
new HLA variants associated with sarcoidosis risk (e.g., HLA-DQA1*05:08) and novel protective 
variants HLA-DQB1*03 :02 and HLA-DQA1*01 :02 in Koreans. This first study of HLA variation in 
Korean patients with sarcoidosis by precise genotyping methodology reports data that could serve 
future meta-analyses on HLA variation's role in sarcoidosis. 

Altered immune response to the yet unknown antigen(s), influenced by genetic and environmental factors, is the 
hallmark of sarcoidosis pathogenesis. The presentation of sarcoidosis is remarkably diverse as it is the course of 
the disease. The disease presents in mild asymptomatic to progressive forms, which occur in 15-20% of patients1. 

The occurrence and clinical course of sarcoidosis depend on ethnicity; it is higher and more severe in Afri
can Americans than in patients of European descent2'3. In the Asian population, a generally lower incidence 
of sarcoidosis was reported4; however, new cases have increased in the last few years—for example, in South 
Korea, with an incidence rate of 0.85 per 1000005. Therefore, it is beneficial to distinguish between sarcoidosis 
phenotypes in their early stages for diagnostics, subsequent treatment, and general patient management. To 
accomplish this, it can be helpful to investigate the genetic profile of the patients in the context of their immu-
nogenetic backgrounds, such as human leukocyte antigen (HLA) allele variants, HLA coding region genes, and 
other genes related to immune response and granuloma formation. 

The key role of HLA, the most polymorphic human genetic system, in susceptibility to sarcoidosis and in 
modifying its clinical course has already been shown. However, most studies have been performed on popula
tions of European or Afro-American descent68. However, in the East Asian region, only a limited number of 
studies on Japanese populations have been conducted9'10. To our knowledge, HLA polymorphisms have not yet 
been investigated in Korean sarcoidosis patients. Therefore, we focused this study on investigating polymorphic 
HLA alleles in sarcoidosis and its clinical phenotypes in Koreans. 
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L o c u s D e t e r m i n e d var iants Assoc ia ted on p r i m a r y level Assoc ia ted after correct ion 

H L A - A 21 1 0 

H L A - B 45 3 1 

H L A - C 22 4 3 

H L A - D R B 1 41 6 2 

H L A - D Q A 1 17 8 3 

H L A - D Q B 1 19 7 3 

H L A - D P B 1 18 6 4 

Table 1. Determined and associated alleles in seven HLA loci. Numbers of alleles that we were able to 
distinguish using NGS HLA genotyping and numbers of sarcoidosis associated alleles in seven HLA loci 
(primary level = before correction for multiple comparisons). HLA human leukocyte antigen. 

H L A O R [95% C I ] p -va lue 

A*33:03 0.492 [0.294-0.821] 0.005 0.100 

B*15:01 0.389 [0.193-0.783] 0.005 0.218 

B*15:07 N A 0.001 0.041 

B*58:01 0.285 [0.102-0.791] 0.008 0.290 

C*03:02 0.163 [0.06-0.449] 8.38 x 1 0 " 6 1.84 x l O ^ 1 4 

C*03:04 2.949 [1.703-5.105] 3.16 x 10" 0 4 0.007 

C*05:01 2.97 [1.061-8.314] 0.046 0.643 

C*08:22 N A 0.001 0.02 

Table 2 . HLA class I alleles associated with sarcoidosis in Korean patients (only the alleles associated at least 
on a primary level are shown). NA not analyzed (no variants were present in one of the analyzed groups), OR 
odds ratio, CI confidence interval, HLA human leukocyte antigen. Significant p t w (p-value after correction for 
multiple comparisons) in bold. 

Results 
Comparison of the distribution of HLA variants between patients and healthy popula
tion. This study analyzed seven HLA loci at allele level in 103 patients with sarcoidosis from the Republic 
of Korea. HLA class I and class II allele frequencies in patients were compared with allele frequency data from 
healthy Korean population. 

In the HLA-A locus, 21 different variants were determined by HLA genotyping (Table 1). One of these vari
ants, HLA-A*33:03, occurred more often in the controls than in the patients, showing a protective association 
significant on the primary level. In the HLA-B locus, 45 different variants were distinguished (Table 1), and two 
of them, HLA-B*15:01 and B*58:01, were associated at the primary level as protective for sarcoidosis (Table 2). 
Further, HLA-B* 15:07 was associated as a risk variant for sarcoidosis after correction for multiple comparisons 
(peon = 0.041). In the HLA-C locus, 22 different variants were distinguished (Table 1). HLA-C*05:01 was associ
ated with sarcoidosis at a primary level as a risk variant. Protective variant HLA-C*03:02 (pcorr = 1.84 x 10"04) 
and risk variants HLA-C*03:04 (pcorr = 0.007) and HLA-C*08:22 {pco„ = 0.02) were associated after correction 
for multiple comparisons (Table 2, Fig. 1). 

HLA-DRB1 is the HLA locus most often mentioned in connection with sarcoidosis; 41 different variants 
in this locus were determined by HLA genotyping in our patient group (Table 1). Variants HLA-DRB1*04:06, 
HLA-DRB1*13:02, HLA-DRB1*14:01 were protective and variant HLA-DRB1* 14:03 acted as a risk allele for 
sarcoidosis, associations being significant on a primary level. After correction for multiple comparisons, alleles 
HLA-DRB1*14:54 (pcon = 2.31 x 10"05) and HLA-DRB1*12:01 (pcon = 9.12 x 10"05) were identified as risk factors 
for sarcoidosis (Table 3, Fig. 2). 

Regarding the HLA-DQA1 locus, 17 variants resulted from HLA genotyping (Table 1). HLA-DQA1*05:03, 
HLA-DQA1*03:01, HLA-DQA1*05:01, and HLA-DQA 1*01:01 were associated on the primary level as protec
tive for sarcoidosis. Variant HLA-DQA1*05:06 was associated with the risk for sarcoidosis on the primary level. 
After correction for multiple comparisons, HLA-DQA1*01:02 (pcorr = 3.64 x 10"05) was found as protective and 
HLA-DQA1*05:07 (pcorr = 0.003) and HLA-DQA1*05:08 (pcorr = 4.11 x 10"05) as risk factors (Table 3). 

In the HLA-DQB1 locus, 19 variants were determined (Table 1). Variants HLA-DQB1*03:03, HLA-
DQB1*04:01, and HLA-DQB1*04:02 were associated as protective on the primary level, and variant HLA-
DQB1*05:03, a risk factor for sarcoidosis. After correction for multiple comparisons, HLA-DQB1*03:02 (pcon 

= 2.25 x 10"05) and HLA-DQB1*06:05 (pcorr = 0.029) were found as protective for sarcoidosis while risk variant 
was HLA-DQB1*06:09 (pcon = 0.015); see Table 3. 

In the HLA-DPB1 locus, 18 different variants were characterized (Table 1). Variant HLA-DPB1*04:02 was 
considered protective on primary level and variant HLA-DPB1*135:01 associated with risk. After correction 
for multiple comparisons, variants HLA-DPB1*02:01 (pcon = 5.92 x 10"07), HLA-DPB1*02:02 (pcorr = 0.017), 
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Figure 1. Frequencies of HLA class I alleles associated with sarcoidosis in Koreans. Patients—black columns, 
Control population—white columns.sSignificant pcorr. 

H L A O R [95% C I ] p -va lue Pcorr 

DRB1*04:06 0.157 [0.037-0.654] 0.002 0.080 

D R B 1 * 1 2 : 0 1 3.754 [2.204-6.394] 2.22 x 10 - 0 6 9.12 x 10 0 5 

DRB1*13:02 0.445 [0.224-0.881] 0.017 0.506 

DRB1*14:03 4.955 [1.371-17.904] 0.016 0.483 

D R B 1 * 1 4 : 5 4 N A 5.63 x 10" 0 7 2.31 x 1 0 0 5 

DRB1*14:01 N A 0.001 0.056 

D Q A 1 * 0 1 : 0 1 0.365 [0.154-0.865] 0.015 0.223 

D Q A 1 * 0 1 : 0 2 0.288 [0.162-0.512] 2.14 x 10 - 0 6 3.64 x 10 0 5 

D Q A 1 * 0 3 : 0 1 0.425 [0.207-0.87] 0.014 0.217 

D Q A 1 * 0 5 : 0 1 0.152 [0.021-142] 0.037 0.474 

DQA1*05:06 N A 0.014 0.211 

D Q A 1 * 0 5 : 0 7 N A 1.86 x 10" 0 4 0.003 

D Q A 1 * 0 5 : 0 8 N A 2.42 x 1 0 - « 4.11 x 10 0 5 

DQA1*05:03 N A 0.01 0.161 

D Q B 1 * 0 3 : 0 2 0.086 [0.021-0.356] 1.18 x 1 0 0 6 2.25 x 1 0 0 5 

DQB1*03:03 0.481 [0.249-0.928] 0.027 0.404 

DQB1*04:01 0.36 [0.152-0.851] 0.015 0.244 

DQB1*04:02 0.12 [0.016-0.891] 0.01 0.169 

DQB1*05:03 2.278 [1.13-4.592] 0.024 0.369 

D Q B 1 * 0 6 : 0 9 N A 0.001 0.015 

D Q B 1 * 0 6 : 0 5 N A 0.002 0.029 

D P B 1 * 0 2 : 0 1 0.259 [0.151-0.445] 3.28 x 10- 0 8 5.92 x 10 0 7 

D P B 1 * 0 2 : 0 2 0.089 [0.012-0.654] 0.001 0.017 

D P B 1 * 0 4 : 0 1 0.049 [0.007-0.354] 1.08 x 10 - 0 6 1.94 x 10 0 5 

DPB1*04:02 0.267 [0.095-0.753] 0.005 0.093 

D P B 1 * 1 3 : 0 1 0.199 [0.061-0.649] 0.002 0.027 

DPB1*135:01 N A 0.014 0.222 

Table 3 . HLA class II alleles associated with sarcoidosis in Korean patients (only the alleles associated at least 
on a primary level are shown). NA not analyzed (no variants were present in one of the analyzed groups), OR 
odds ratio, CI confidence interval, HLA human leukocyte antigen. Significant p t w (p-value after correction for 
multiple comparisons) in bold. 
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Figure 2 . HLA Frequencies of HLA class II alleles associated with sarcoidosis in Koreans. Patients—black 
columns, Control population—white columns. ^Significant pcarr. 

H L A l H L A 2 p-value 

B*58:()l C*03:02 2.09 x l O " 0 7 

DQA1*05:07 DRB1*14:03 6.21 x l O " 1 0 

DQA1*05:08 DRB1*12:01 3.33 x 1 0 " 6 

Table 4 . Linkage disequilibrium between HLA alleles observed to be associated with sarcoidosis in Koreans. 
HLA human leukocyte antigen. 

HLA-DPB1*04:01 {pco„ = 1.94 x 10 - 0 5), and HLA-DPB1*13:01 {pcorr = 0.027) were found protective for sarcoidosis 
(Table 3). 

Linkage disequilibrium between the alleles associated with sarcoidosis in Korean patients was also calculated. 
Non-randomly associated variants in HLA class I I , HLA-DQA1*05:08-HLA-DRB1*12:01 (p = 3.33 x 10"06) and 
HLA-DQA1*05:07-HLA-DRB1*14:03 (p = 6.21 x 10"10) were found. The pair of linked variants in HLA class I , 
HLA-B*58:01-HLA-C*03:02 (p = 2.09 x 10"07), was observed (Table 4). 

Comparison of the distribution of HLA variants in the context of different chest radiogra
phy stages. The association of HLA polymorphisms with CXR stage of the disease was analyzed. Patients 
were divided into two groups—the first group included 30 patients with CXR stage 0-1, and the second group 
included 73 patients with the more advanced CXR stages 2-4. HLA frequencies observed in the groups were 
compared with those of the control population. There were 12 variants associated with CXR stage 0-1 on pri
mary level and two of them remained after correction for multiple comparisons (HLA-DRB1* 12:01 pcon = 0.033; 
HLA-DQA1*05:08 pcorr = 0.001) (Supplementary Table Si). The comparison between group CXR stages 2-4 
and healthy controls resulted in 33 variants significantly associated with sarcoidosis at the primary level. After 
correction for multiple comparisons eight variants remained associated with more advanced forms of disease 
(HLA-B*15:07 pcorr = 0.013, HLA-C*03:04 pcorr = 0.007, HLA-C*08:22 pcorr = 0.006, HLA-DRB1*12:01 pcorr = 
0.003, HLA-DRB1*14:54 pcorr = 4 . 5 7 X 1 0 " 0 5 , HLA-DQA1*05:07 pca„ = 0.001, HLA-DQA1*05:08 pcorr = 0.003, 
HLA-DQB1*06:09p c o n = 0.004) and seven were considered protective (HLA-A*33:03 pcorr = 0.038, HLA-C*03:02 
pcorr = 0.005, HLA-DQA1*01:02 pcorr = 0.001, HLA-DQB1*03:02 pcorr = 3.86 x 10"04, HLA-DPB1*02:01 pcorr = 
2.12 x 10"05, HLA-DPB1*02:02 pcorr = 0.021, HLA-DPB1*04:01 pcorr = 0.002) (Supplementary Table S2). Mutual 
comparison between CXR stage 0-1 patients (n = 30) and CXR stages 2-4 patients (n = 73) showed HLA-
B*51:01 allele being associated with CXR 2-4 at the primary level (p = 0.0421); however, it did not attain signifi
cance after correction for multiple comparisons. 

HLA variants in patients with an extrapulmonary manifestation of sarcoidosis. Distribution 
of HLA polymorphisms in patients with extrapulmonary manifestation of sarcoidosis were compared with data 
from healthy controls. In this comparison, 30 variants were associated with extrapulmonary manifestation at 
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the primary level (Supplementary Table S3). Eleven of them were significant also after correction for multiple 
comparisons, six as protective to extrapulmonary manifestation (HLA-A*33:03 pcon = 0.038, HLA-C*03:02 pcon 

= 0.019, HLA-DQA1*01:02 pcorr = 0.003, HLA-DQB1*03:02 pcorr = 3.86 x 10"04, HLA-DPB1*02:01 pcorr = 5.98 x 
10"06, HLA-DPB1*04:01 pcon = 0.002) and five as risk factors (HLA-B*15:07 pcorr = 0.013, HLA-C*08:22 pcorr = 
0.047, HLA-DRB1*14:54 pcorr = 0.008, HLA-DQA1*05:08 pcorr = 0.003, HLA-DQB1*06:09 pcorr = 0.004). When 
mutual comparison of HLA frequencies in patients with and without extrapulmonary involvement was per
formed, four associations were revealed at the primary level (Supplementary Table S4); however, these did not 
attain significance after the correction. 

HLA variants in the context of clinical disease course (2 years follow up). The patients were fol
lowed up at least 2 years after diagnosis. They were divided into three groups depending on the disease course 
as follows: patients whose disease had gone into remission, patients with stable disease, and patients whose 
disease progressed to a worse state. Next, the distribution of HLA in these three groups was compared with 
control population data. Two HLA variants are associated with a progressive, worsening course only at the 
primary level (Supplementary Table S5). Importantly, 39 variants were associated with disease improvement; 
ten of them remained significant after correction for multiple comparisons (Supplementary Table S6). Out of 
these ten stringently associated variants, five were associated with disease improvement (HLA-DRB1*12:01 pcon 

= 0.006, HLA-DRBl*14:54p c o n. = 0.003, HLA-DQAl*05:07p c o n. = 1.86 x 10"04, HLA-DQA1*05:08 pcorr = 0.001, 
HLA-DQBl*06:09p t w = 0.010); remaining five variants were more frequent in population control group. In the 
group of patients with stable disease, 14 variants were associated on the primary level, and three of them attained 
significance after correction for multiple comparisons (Supplementary Table S7). Two of these three variants 
were associated with a stable disease course (HLA-DRB1*08:03 pcorr = 0.002 and HLA-DRB1* 14:54 pcorr = 2.08 x 
10"04); HLA-DPB1*02:01 was more frequent in the control group. 

Discussion 
This study focused on immunogenetic profiling of Korean patients with sarcoidosis. It explored if variations in 
polymorphic HLA genes are related either to the disease itself or to several aspects of its clinical course. We report 
variants associated with the risk of sarcoidosis such as HLA-C*03:04, HLA-DRB1*12:01, HLA-DRB 1*14:54, and a 
protective variant HLA-DPB1*04:01, previously described in other populations6'7'11'12, associated with sarcoidosis 
also in Koreans. Further, we suggest new HLA variants associated with sarcoidosis risk (e.g., HLA-DQA1*05:08) 
and novel protective variants HLA-DQB1*03:02 and HLA-DQA1*01:02 in Koreans. Finally, we confirm the 
previous reports that variants HLA-DRB1* 12:01 and HLA-DPB1*04:01, linked to better prognosis7'13, are also 
valid for Koreans. In this context, we report a new association of HLA-DPB1*02:01 and -DPB1*02:02 with better 
disease prognosis in Korean patients. 

In sarcoidosis, a multi-systemic granulomatous disease affecting mainly the lungs, alveolar CD4+ T cells 
present an unknown antigen interacting with HLA class II molecules. This role for HLA II can be one of the 
reasons for the observation that most of the HLA variants associated with sarcoidosis, also in our Korean patients, 
belong to HLA class II loci3. 

H L A - D R B 1 locus has been widely associated with autoimmune diseases, including sarcoidosis6'14. We 
observed that HLA polymorphisms within this class II locus were associated with sarcoidosis also in Koreans. 
First, the variant HLA-DRB1* 12:01 was detected as a risk factor more than threefold in the patients compared 
with the control population. In line with our finding, this variant was reported as susceptible in African Ameri
can population, where it was associated with a doubled risk of disease6'7. We also observed that this variant was 
overrepresented in the patients who improved after 2 years of follow-up. Therefore, HLA-DRB1*12:01 may be 
associated with a better prognosis of sarcoidosis in Koreans. Second, we determined HLA-DRB1* 14:54 as a risk 
factor for sarcoidosis in Koreans. Interestingly, from a limited number of studies on HLA in sarcoidosis in the 
East Asian population, Ishihara et al.n reported that sarcoidosis is associated with HLA-DRB1*12:01 and also 
with alleles of the group HLA-DRB1*14 in Japanese patients. Further, alleles of the group HLA-DRB1*14, to 
which HLA-DRB1* 14:54 belongs, have been previously associated with the risk of the disease, extensive extrapul
monary involvement, and the prolonged disease course in the Turkish population15'16. 

H L A - D Q B 1 was another HLA class II locus containing sarcoidosis-associated variant in Koreans, specifically 
HLA-DQB1*03:02 as a protective factor. This variant has not been mentioned in connection with sarcoidosis 
yet; nevertheless, it may have an important role in the immune response as a protective impact of this variant 
was mentioned in the context of HIV infection17. 

H L A - D Q A l locus has not been mentioned in connection with sarcoidosis very often. In our study, there was 
a linkage disequilibrium between H L A - D Q A l alleles (e.g., HLA-DQA1*05) and associated HLA-DRB1 variants, 
which could be the reason for the observed associations. Therefore, in the context of the disease course, we can 
nominate HLA-DQA1*01:02 as a protective factor against sarcoidosis in Koreans. 

Regarding the H L A - D P B 1 locus, our observation of the over-representation of HLA-DPB1*04:01 in the 
Korean control population agrees with reports from Finnish sarcoidosis patients, where HLA-DPB1*04:01 was 
identified as a protective marker12. Further, when combined in the haplotype with HLA-DRB1*04:01, it was 
characteristic for spontaneous sarcoidosis resolution within 2 years13. In a wider context, the HLA-DPB1*04:01 
variant was suggested as protective also in other autoimmune diseases, such as celiac disease18. In addition to 
HLA-DPB1*04:01, we characterized variants HLA-DPB1*02:01 and HLA-DPB 1*02:02 as protective factors in 
Korean sarcoidosis patients. 

Finally, regarding the HLA-DPB1 locus, in our Korean cohort, HLA-DPB1*02:02 could be associated with 
a better sarcoidosis prognosis, as it did not occur in patients with CXR stage 2-4. In line with this speculation, 
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HLA-DPB1*02:02 was associated with a better prognosis in another autoimmune condition—Graves' disease 
in the Japanese population19. 

HLA class I loci {HLA-A, -B, -C) have been previously rarely mentioned in connection with sarcoidosis 
and autoimmune diseases. In cases where HLA class I associations with sarcoidosis have been reported, either 
linkage disequilibrium between HLA class I and II or independent action in the context of immune response to 
intracellular mycobacterial infection were suggested for explanation20'21. As a protective factor and a risk factor, 
HLA-C*03:02 and HLA-C*03:04 were associated with sarcoidosis in Koreans, respectively. Moreover, HLA-
C*03:04 was related to more advanced CXR stages and a worse prognosis. Another class I variant, HLA-A*33:03, 
was associated with protection from extrapulmonary involvement; this variant was previously observed with a 
frequency higher than 10% in the overall Korean population22. 

Our study has limitations. Due to the smaller number of patients, some of the observed associations, especially 
in comparisons between clinical subgroups, could arise by chance and, therefore, should not be over-interpreted 
before independent replication. Ideally, the patient data should be compared with the data from a real, well-
matched control population instead of the data from population databases. Although we could not use the pre
ferred option due to pandemic limitations, the allelefrequencies.net database, from where we retrieved the control 
data for this study, has been considered an authoritative and reputable source representative of particular local/ 
national populations23. Further, a high degree of ethnic homogeneity in the South Korean population24 is rather 
supporting than contradicting, using this kind of population control data for HLA allele frequency comparisons. 
However, we acknowledge that we could not use an ideally matched control population. Therefore, the observed 
associations should be interpreted cautiously until their verification in another cohort of Korean patients. 

By contrast, there are important positive aspects of our study. So far, there have been only a few reports 
investigating the role of polymorphisms in HLA loci in sarcoidosis, where high resolution (i.e., very precise) 
genotyping methods were used25. However, the greatest strength of our study is that HLA in sarcoidosis has not 
been investigated in the Korean population at all, irrespective of precision level. Thus, our report provides the 
first data on the distribution of HLA variants in patients with sarcoidosis of this particular ethnicity, which is 
relevant to the importance of the ethnic concept of immunogenetics investigations in sarcoidosis26. Despite the 
above-discussed limitations, hereby reported high-resolution data can serve as a basis for future meta-analyses 
on the role of HLA variation in sarcoidosis. 

Conclusions 
In this study, the first one about HLA polymorphisms and sarcoidosis in the Korean population, we extend 
associations between some HLA variants and sarcoidosis previously reported in other populations to Koreans. 
We suggest other new disease-associated variants, especially in the HLA class II loci, defined by NGS precise 
genotyping in our Korean patient cohort. However, before these associations' plausible clinical significance 
or functional meaning can be investigated further, confirmatory (i.e., replication) studies in another Korean 
sarcoidosis patient cohort(s) are necessary. In the meantime, the reported data can be, however, useful for meta-
analytical approaches to sarcoidosis genetics across ethnicities. 

Methods 
Patients. For this case-control study, 103 sarcoidosis cases (mean age ± SD, 46.9 ± 12.9 years; age range, 
27-71 years; male [M]: female [F] ratio, 24: 79) were enrolled. All subjects were unrelated original inhabitants of 
South Korea diagnosed according to the ATS, ERS, and WASOG statement on sarcoidosis27'28 at Asan Medical 
Centre, Seoul, the Republic of Korea, from 17.5.1994 to 31.5.2019. 

Sarcoidosis cases were followed for 1.73-26.76 years after their diagnosis (median 11.95 years). After 2 years 
from the diagnosis, the patients were evaluated for the disease status as follows: improved (n = 58), stable disease 
(n = 32), and patients with progression of the disease (n = 5) for the remaining eight patients this information 
was missing due to loss to follow-up, death of the patients or other reasons. Concerning the treatment, 64 patients 
were treated with corticosteroids, in some cases in combination with methotrexate (n = 12), azathioprine (n = 
4), or hydroxychloroquine sulphate (n = 4), and in one case in combination with mycophenolate mofetil. In two 
cases, the treatment with methotrexate was used independently without a combination of corticosteroids, and 
one case was treated with hydroxychloroquine sulphate only. Therefore, 36 patients did not receive any treatment. 

Patients were also evaluated based on the Chest radiography stages (thoracic involvement) using Scadding's 
criteria: stage 1 which involved bilateral hilar lymphadenopathy (BHL) only (n = 28), stage 2 for BHL with pul
monary infiltrates (n = 64), stage 3 with parenchymal infiltrates only (n = 6), stage 4 with pulmonary fibrosis (n 
= 3); two patients (stage 0) had normal radiograph. 

Regarding extrapulmonary involvement, other organs than lungs have also been affected in some patients— 
eyes (n = 21), extra pulmonary lymph nodes (n = 19), skin (n = 16), spleen (n = 11), heart (n = 7), liver (n = 7), 
musculoskeletal manifestation (n = 2), renal affection (n = 2), neurosarcoidosis (n = 2), pancreas (n = 1), and 
hypercalcemia was presented in 34 patients. 

NGS HLA analysis. HLA genotypes for HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1, -DQB1, and -DPB1 loci were deter
mined by high-resolution NGS technique using Omixon Holotype HLA kits configuration 96/7 v2 (Omixon 
Biocomputing Ltd, Budapest, Hungary) for library preparation and subsequent sequencing on Illumina MiSeq 
next-generation sequencing platform. 

We worked with DNA isolated at Asan Medical Centre, Seoul, Korea. Blood samples were collected in EDTA-
coated blood collection tubes (BD Vacutainer No. 367844). DNA in the blood was extracted using QIAamp DNA 
mini and Blood Kit (Qiagen No. 51306). 
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The HLA class I and class II loci were amplified by long-range PCR in separate samples in locus-specific 25 ul 
reactions, comprising 2.5 ul of PCR buffer, 1.25 ul of dNTP mix, 2 ul of locus-specific primers, 0.4 ul of LRPCR 
enzyme, and 5 ul of genomic DNA (35 ng/ul). A combined DQB1 enhancer (5.6 ul/sample) was added to the 
DQB1 master mix. The conditions for class I gene amplification on Mastercycler nexus thermal cycler (Eppen-
dorf, Hamburg, Germany) were set as follows: 95 °C for 3 min, followed by 35 cycles of 95 °C for 15 s, 65 °C for 
30 s, and 68 °C for 5 min, followed by final incubation at 68 °C for 10 min. For class II genes, the conditions were: 
95 °C for 3 min, 35 cycles of 93 °C for 15 s, 60 °C for 30 s, and 68 °C for 9 min, followed by final incubation at 68 
°C for 10 min. Amplicon presence was validated by 2% agarose gel electrophoresis. DNA was quantified using 
QuantiFluor fluorescent dsDNA staining system (Promega, Madison, Wisconsin, USA) and EnSpire Multimode 
plate reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA). 

All seven amplicons from each sample were pooled into a final 35 ul volume on a new 96-well PCR plate 
and purified from residual primers and unincorporated nucleotides with the use of ExoSAP-iT enzyme mix 
(Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). 

The next step was library preparation. The pooled amplicons were fragmented, followed by end repair and 
ligation with sample-specific indexed adaptors. Indexed sample-specific libraries were subsequently combined 
into a 900 ul pooled library volume and mixed with 900 ul of the AMPure XP beads (Beckman Coulter, Beverly, 
Massachusetts, USA) to carry out magnetic bead-based library clean-up. Pooled library fragments ranging 
between 650 and 1300 bp in size were subsequently selected on Agencourt AMPure XP beads. The concentration 
of the size selected library was determined on LightCycler 480II (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) real
time PCR instrument using KAPA Sybr Fast qPCR Master Mix (KAPA Biosystems, Boston, Massachusetts, USA) 
and DNA standards ranging from 0.02 to 20 pM concentrations. Prior to sequencing, the library was diluted to 
a 2 nM concentration, denatured by NaOH, diluted with hybridization buffer, and the 9 pM library was loaded 
on MiSeq (Illumina, San Diego, CA, USA) and sequenced in a single 300-cycle (V2) paired-end sequencing run. 
Collected reads were exported in .fastq format. 

Allele assignment for all seven loci was performed with the Omixon Twin software v4.2.0 and the IPD-IMGT/ 
HLA database Release 3.39.0 (July 2020). 

The laboratory where the HLA typing took place has a consistent record of passing international external 
proficiency testing (quality control) for HLA DNA genotyping since 2014. All experiments, from DNA extraction 
to the determination of HLA genotypes, were performed in accordance with relevant guidelines and regulations. 

Statistical analysis of the patient genotyping data. Comparison with a healthy population from 
Korea in HLA-A, -B, -C (HLA-class I) and HLA-DQA1,-DQB1, -DRB1, -DPB1 (HLA-class II) loci was per
formed. HLA allele frequencies obtained in patients were compared with frequencies of alleles determined in the 
corresponding loci in a healthy population from Korea. For HLA class I , population one from South Korea was 
selected as a healthy population, whereas for HLA class II , population three was used. Data for both populations 
were retrieved from the database allelefrequencies.net (http://allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1336; 
http://allelefrequencies.net/pop6001c.asp?pop_id=1870)23. 

The association of HLA variants typed by NGS was validated by the two-tailed Fisher exact probability test 
to estimate the p-value, odds ratio (OR), and 95% confidence interval (CI). Correction for multiple comparisons 
was performed according to the following formula: 1 - (1 - p) n, where n = count of distinguished alleles in the 
loci. The statistical analysis was performed using http://vassarstats.net/odds2x2.html, https://www.graphpad. 
com/quickcalcs/contingency2/, and https://www.hiv.lanl.gov/content/immunology/hla/index.html. 

The linkage disequilibrium calculation was also performed by software https://www.hiv.lanl.gov/content/ 
immunology/hla/index.html. The number of two-way tests performed was 9636 (N2 = 9636). The p-value for 
two-way comparisons as 0.05/N2 = 5.189 x 10"06 for a 95% confidence level was calculated. As significant, results 
with p-values less than 5.189 x 10"06 were considered. 

Ethical approval. Patients provided informed consent with participation in the study, which was approved 
by the institutional review board (Institutional Review Board of Asan Medical Center IRB No—2018-2170). 

Data availability 
The complete data, which served as the basis for analyses presented in the manuscript, including the data on 
the distribution of all detected HLA alleles in the investigated Korean patients with sarcoidosis (Supplementary 
Table S8), are provided within the Supplementary Information file. 
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O P E N HLA-A # -B # -C # -DRB1 # -DQA1 # 

and -DQB1 allele and haplotype 
frequencies defined by next 
generation sequencing in a 
population of East Croatia blood 
donors 
StanaTokic1*, Veronika Žižkova 4, Mario Štefanic 2*, Ljubica Glavaš-Obrovac1, Šaška Marczi3, 
Marina Samardžija 3, Kateřina Sikorova4 & Martin Petrek4* 

Next-generation sequencing (NGS) is increasingly used in transplantation settings, but also as a 
method of choice for in-depth analysis of population-specific HLA genetic architecture and its linkage to 
various diseases. With respect to complex ethnic admixture characteristic for East Croatian population, 
we aimed to investigate class-l (HLA-A, -B, -C) and class-ll (HLA-DRB1, - D Q A 1 , -DQB1) HLA diversity 
at the highest, 4-field resolution level in 120 healthy, unrelated, blood donor volunteers. Genomic 
DNA was extracted and HLA genotypes of class I and D Q A 1 genes were defined in full-length, -DQB1 
from intron l t o 3 'UTR, and - D R B l f r o m intron l t o intron 4 (lllumina MiSeq platform, OmixonTwin 
algorithms, IMGT/HLA release 3.30.0_5). Linkage disequilibrium statistics, Hardy-Weinberg departures, 
and haplotype frequencies were inferred by exact tests and iterative Expectation-Maximization 
algorithm using PyPop 0.7.0 and Arlequin v3.5.2.2 software. Our data provide first description of 4-field 
allele and haplotype frequencies in Croatian population, revealing 192 class-l and class-ll alleles and 
extended haplotypic combinations not apparent from the existing 2-field HLA reports from Croatia. 
This established reference database complements current knowledge of HLA diversity and should prove 
useful in future population studies, transplantation settings, and disease-associated HLA screening. 

Croatia is a Mediterranean, crescent-shaped south European country bordering Slovenia in the northwest, 
Hungary in the northeast, Serbia in the east, Bosnia and Herzegovina and Montenegro in the southeast, and Italy 
along the maritime border. Croatia consists of three major geomorphologic areas, which can be further broken 
down into five traditional districts based on history, topography, and economy; Istria and Dalmatia in the north
ern and southern Croatian littoral, Gorski Kotar in country's mountainous area, central continental Croatia, and 
Slavonia in the Pannonian basin in the east (Fig. 1). Slavonia territory was originally populated by the southern 
branch of the Indo-European Slavic populations in the 7 t h century1, and has been a witness of significant pop
ulation admixture ever since, including the Hungarian migration to Slavonia in 10th century, and the influx of 
Islamic and Orthodox Balkan and Asian populations during the Ottoman conquest in 16th century, causing at the 
same time, the continuous shift of Catholics from Bosnia to Slavonia during several centuries2. Under the auspices 
of Habsburg monarchy, the settlement of Germans and Austrians in Slavonian urban areas peaks between 18th 

and 19th century, while Orthodox Vlachs from Bosnia, immigrating Czechs, Slovaks, Ukrainians, Italians, and 
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Figure 1. Map of geographical location of Croatia with representation of Dalmatia, Istria, Gorski Kotar, central 
and eastern Croatian regions, five of which (colored in light grey) participated in sample collection. In detail: 
Osijek-Baranja county (n = 80), Vukovar-Syrmia county (n = 22), Brod-Posavina county (n = 9), Pozega-
Slavonia county (n = 4) and Virovitica-Podravina county (n = 5) 5 6. 

Croatians from Gorski Kotar populate rural settlements3. These historic and more recent 20 t h century migration 
events, encompassing emigration of Germans and Austrians from Slavonia, and the settlement of Balkan War vet
erans from Serbia, Croatian immigrants from Dalmatia, Herzegovina, and most recently also from north Bosnia, 
have shaped the genetic diversity of East Croatian population. 

Population migration and admixture have an important role in the evolution and diversifying selection of 
hypervariable human leukocyte antigen (HLA) molecules involved in innate and adaptive immune responses4. 
Two types of HLA molecules, class I and class II , are codominantly expressed on the surface of nucleated and anti
gen presenting cells, and facilitate peptide antigen presentation, self-tolerance and immune surveillance through 
activation of CD8 and CD4 T lymphocytes, respectively. The biological function of HLA molecules is correlated 
with high variability of human major histocompatibility (MHC) proteins, which are encoded by the highly pol
ymorphic gene complex located in the short arm of chromosome 65. Up to date, 18.691 class I , 7.065 class II and 
202 non-HLA allelic variants (IPD-IMGT/HLA database, release 3.38., https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats. 
html) 6 , 7 have been identified in various human populations and the highest degree of variability was noticed 
within exon regions encoding phenotype and peptide-binding preferences of class I (HLA-A, -B, -C) and class II 
(HLA-DR, -DQ) HLA molecular isotypes. 

Considering important role of HLA molecules in immune response, the HLA gene complex has been 
extensively studied in the context of allogeneic transplantation, inflammatory, infectious and autoimmune 
disease associations8. The worldwide application of molecular, PCR-based techniques in the clinical settings 
(sequence-specific primer (SSP), sequence-specific oligonucleotide (SSO), Sanger sequencing-based typing 
(SBT) and most recently, next-generation sequencing (NGS)), also enabled development of the population spe
cific HLA typing data repositories (The Allele Frequency Net Database)9, and enhanced assessments of popula
tions migration, diversity and regional HLA specificity. Significant differences in frequency of common and well 
documented alleles recently described within European sub-regions, support the role of geographical dispersion 

S C I E N T I F I C R E P O R T S | (2020) 10:5513 | ht tps : //doi .org/10.1038/s41598-020-62175-9 

http://www.nature.com/scientificreports/
https://www.ebi.ac.uk/ipd/imgt/hla/stats
https://doi.org/10.1038/s41598-020-62175-9


www.nature.com/scientificreports/ 

in development of region specific HLA heritage10. The inter- and intra-population HLA comparisons made today 
are however, mostly constrained to a partial, exon description of HLA genetic variability (1 s t and 2 n d fields of 
HLA nomenclature), whereas synonymous (3 r d field) and non-coding (4 th field) nucleotide variations remain 
largely unexplored. In such settings, it remains challenging to accurately build contiguous long haplotypes of 
uniformly high resolution even for the largest sample cohorts. The implementation of NGS technologies in HLA 
research and routine clinical work, enables however, elucidation of full-length HLA gene sequences, permitting 
an in-depth characterisation of population HLA diversity. In this context NGS can overcome limitations of tra
ditional typing techniques, thereby sustaining optimal HLA matching of donor-recipient pairs for organ and 
particularly, haematopoietic stem cell transplantation (HSCT) 1 1 , improved estimates of population structure and 
HLA associated disease r i sk 1 2 1 4 , and better understanding of demographic history and geographic origin of a 
given population15. 

Up to date, HLA allelic and haplotype diversity of a general Croatian population, irrespective of specific geo
graphical preferences, was estimated in several large cohorts originating from Croatia 1 6 1 9 and emigrant popula
tion in Germany20, as well as few, more isolated populations from particular geographical locations such as island 
Krk 2 1 , island Hvar2 2, Istrian city of Rijeka23 and Gorski Kotar24. Moreover, several non-frequent, rare and very 
rare HLA-A, -B and -DRB1 alleles and haplotypes have been characterized among the unrelated volunteer donors 
from the Croatian Bone Marrow Donor Registry (CBMDR) 2 5 . In addition, DPB1 allelic diversity was recently 
evaluated in 82 Croatian patients who underwent HSCT 2 6 . These previous studies were however, based on lower 
resolution (1 s t and 2 n d field) HLA typing of selected HLA loci in individuals originating from various Croatian 
regions, providing partial insight into the HLA diversity of a general, but not East Croatia population. 

The aim of the present study was thus to investigate and describe extended allelic and haplotype diversity of 
HLA-A, -B, -C , -DQA1, -DQB1 and DRB1 loci at high-resolution, 4 t h field level, using high-throughput NGS 
technique for HLA typing of 120 healthy, unrelated blood donor volunteers from east Croatia. 

Results 
NGS sequencing results. We evaluated 120 donors (120 donors x 6 loci x 2 alleles = 1440 alleles), 9 of 
whom were excluded from further analysis due to low-performing samples on quality control check [low read 
count (<2500 bp for class I and <5000 bp for class II genes) and/or low key exon coverage depth (<30)]. The cov
erage of each locus in the remaining samples (111 donors, 1332 alleles) was calculated by Twin as the percentage 
of gene regions covered by reads compared to the whole allele sequence (coverage %). The Omixon Holotype 
primer positioning allowed only partial amplification of 3'UTRs and 5'UTRs, and covered exons 2-6 of DQB1 
and exons 2-4 of DRB1 loci (Fig. 2). 

Ambiguous allele calls, which remained unresolvable due to inherent product limitations of the Omixon 
Holotype Kit (missing data on SNPs or INDEL variations within the unsequenced 3' UTR, 5' UTR and intron 
1/exon 1 regions), were reported as ambiguous (i.e. DQB1*06:01:01/15), or up to the third field level only (i.e. 
DQB1*05:03:01), and are enlisted in Supplementary Table 1. Nevertheless, all amplified exon/intron regions of 
each allele in the remaining samples were fully covered (detection %), with an average coverage depth of > 140 
reads per nucleotide position (Supplementary Table 2). On average, 54359 (Supplementary Table 3) high-quality 
reads were produced per sample, of which 91% were subsequently used for final consensus generation after 
removing noise reads and PCR crossover artefacts. The average fragment size was 259 bp, and the average read 
length 208 bp. 

Linkage disequilibrium and HWE estimates. Genotype frequencies of HLA-A, -B, -C, -DRB1, -DQA1 
and DQB1 loci did not deviate from Hardy-Weinberg expectations (Supplementary Table 4). Strong link
age was confirmed between class I , HLA-A, -B, and -C , as well as class II , HLA-DQA1, -DQB1 and DRB1 loci 
(Supplementary Table 5 and Fig. 3). 

Class I allelic frequencies. The observed frequencies of class I HLA alleles in eastern Croatian population 
are reported in Table 1. HLA-A genotyping analysis uncovered 25 different alleles in our sample population, five 
of which with frequency >10%. The most commonly observed H L A - A * 0 2 : 0 1 : 0 1 group alleles (32.43%) were 
followed by H L A - A * 0 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 (12.16%), H L A - A * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 (11.71%), H L A - A * 2 4 : 0 2 : 0 1 : 0 1 (11.71%) and 
H L A - A * 11:01:01:01 (9.91%). Together, these allelic variants comprised 77.47% of HLA-A allelic diversity in our 
sample population. Nearly half of the tested individuals (n = 59) were positive for H L A - A *02:01:01 allelic vari
ants, 13 of which were homozygous carriers. 

As expected, the highest polymorphism was observed within the HLA-B region, encompassing 39 differ
ent allelic specificities. The H L A - B * 5 1 : 0 1 : 0 1 (8.56%), H L A - B * 3 5 : 0 1 : 0 1 (8.11%) and HLA-B*08:01:01 (8.11%) 
were the most frequent alleles, and together with the H L A - B * 0 7 : 0 2 : 0 1 (6.76%), H L A - B * 3 5 : 0 3 : 0 1 (6.76%) and 
H L A - B * 1 8 : 0 1 : 0 1 (5.41%) accounted for majority (43.7%) of HLA-B allelic diversity in our population. Notably, 
HLA-B*15 (gene frequency, 6.75%), HLA-B*35 (17.57%) and HLA-B*44 (9.91%) allelic families exhibited the 
highest variability, each encompassing at least 4 allelic members with different peptide binding motifs. Of interest, 
two rare alleles (http://www.allelefrequencies.net, Rare allele detector, score<4) of undefined C/WD status were 
also uncovered, namely H L A - B * 1 5 : 0 1 : 0 6 (0.45%) and H L A - B * 4 4 : 0 2 : 0 1 : 0 3 (0.45%). 

The HLA-C genotyping uncovered 26 different allelic specificities within 13 allelic families. The most poly
morphic was HLA-C*07 group with 6 alleles, covering 27.48% of HLA-C allelic variability. Moreover, 50 subjects, 
were positive for either H L A - C * 0 7 : 0 1 : 0 1 G (14.41%) or H L A - C * 0 7 : 0 2 : 0 1 G (8.11%) allelic variants6'7. Nonetheless, 
the most common individual HLA-C representative was the H L A - C * 0 4 : 0 1 : 0 1 : 0 1 (13.96%) allele, followed by 
H L A - C * 0 2 : 0 2 : 0 2 (9.46%), H L A - C * 12:03:01 (7.21%) and H L A - C * 0 3 : 0 3 : 0 1 (5.41%). Rare, but well-documented 
H L A - C * 0 7 : 0 1 : 0 9 allele of undefined C/WD status was also found. 
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Figure 2. Shematic representation of HLA-A, -B, -C, -DQA1, -DQB1 and -DRB1 gene regions covered by 
Omixon Holotype PCR primers are depicted using Exon-Intron Graphic Maker v.4. (http://wormweb.org/ 
exonintron)57. Start positions of foreward and reverse primers are marked by green and red arrows, respectively. 

Class II allelic frequencies. Detailed analysis of class II HLA alleles is presented in Table 2. Among class 
II genes, DRB1 exhibited greatest allelic diversity through 40 alleles, of which H L A - D R B 1 * 1 6 : 0 1 : 0 1 (13.51%) 
and H L A - D R B 1 * 0 1 : 0 1 : 0 1 (10.81%) were most commonly present (>10%). Of interest, H L A - D R B 1 * 1 6 : 0 1 : 0 1 
allele was twice as frequent as the H L A - D R B 1 *15:01:01 (6.76%), or H L A - D R B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 1 (5.41%). Together 
with H L A - D R B 1 * 0 7 : 0 1 : 0 1 (9.91%) and H L A - D R B 1 * 1 1 : 0 1 : 0 1 : 0 1 (4.5%), these 6 DRB1 alleles were responsi
ble for 50.9% of DRB1 allelic variability. Notably, HLA-DRB1*16 (13.96%) and HLA-DRB1*11 (13.5%) were 
the most common allelic families in our donor population. One of the DRB1*11 family members was a rare 
DRB1*11:01:08 allele, spotted only once. The highest individual variability, however, was detected within the 
DRB1*04 allelic group, which was comprised out of 9 different allelic members, together covering 8.11% of DRB1 
allelic variability in our population. 

The DQA1 analysis uncovered 37 individual alleles, most common being H L A - D Q A 1 * 0 1 : 0 2 : 0 2 (15.77%), 
HLA-DQA1*03:01:01 (7.21%) and HLA-DQA1*02:01:01:01 (6.76%). The highest allelic diversity was observed 
within DQA1*01 and DQA1*05 allelic families, together accounting for 77.47% of DQA1 allelic variability in 
our sample population. The most common DQA1*05 representatives were DQA1*05:01:01.02 (5.41%) and 
DQA1*05:05:01:09 (4.5%) alleles. Two rare alleles of undefined C/WD status were also uncovered, namely, 
H L A - D Q A 1 *01:10 and H L A - D Q A 1 * 0 4 : 0 1 : 0 2 : 0 1 . 

Among 25 different HLA-DQB1 alleles observed, the most frequent alleles accounting for 40.99% of DQB1 
allelic variability were D Q B 1 * 0 5 : 0 2 : 0 1 : 0 1 (15.77%), D Q B 1 * 0 3 : 0 1 : 0 1 : 0 3 (14.86%) and D Q B 1 * 0 5 : 0 1 : 0 1 : 0 3 
(10.36%). These were followed by HLA-DQB1*02:01:01 (7.66%), H L A - D Q B 1 * 0 3 : 0 2 : 0 1 : 0 1 (7.21%) and 
H L A - D Q B 1 *02:02:01:01 (6.76%) variants. Two most polymorphic allelic families, with at least 5 different allelic 
specificities in each, were DQB1*05 and DQB1*06 allelic groups. Of interest, H L A - D Q B 1 *03:01:01:19 rare allele 
of undefined C/WD status was spotted in one donor. 
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Figure 3. Heat map of HLA-A~B~C~DRB1~DQA1~DQB1 linkage disequilibrium (LD) expressed in terms of 
the D' measure. The upper colour-key represents the range of D'. Bright yellow colours represent lower D' values, 
while dark red colours demonstrate high haplotype LD. R (v3.6.0), packages: gplots, RColorBrewer (http:// 
www.R-project.org)58. 

Haplotype frequencies. A complete list of predicted three and six locus haplotypes is given in 
Supplementary Tables 6-8. In total, 126 H L A - A - C - B haplotypes were observed in our sample popula
tion (Supplementary Table 6), and the list of 20 most commonly linked allelic combinations (> 1%) is availa
ble in Table 3. Only one H L A - A - C - B haplotype, the ancestral European combination A*01:01:01:01~C*07: 
01:01~B*08:01:01, was present in more than 5% of tested individuals. The second, third and fourth most fre
quent class I haplotypes were A*11:01:01:01~C*04:01:01:01~B*35:01:01 (3.6%) A*03:01:01:01~C*07:02:01~ 
B*07:02:01 (3.11%) and A*02:01:01~C*06:02:01:01~B*57:01:01:01 (2.7%), respectively. The remaining three-loci 
class I haplotypes were observed <5 times in our data set. 

The HLA-DRB1~DQA1~DQB1 haplotype diversity is presented in Supplementary Table 7 and those observed >3 
times are enlisted in Table 4. Among 75 different haplotypes, DRB1*16:01:01~DQA1*01:02:02~DQB1*05:02:01:01 
(13.51%) was the most frequent in our population. The next high-ranking haplotypes, were DRB1*07:01:01~ 
DQA1*02:01:01:01~DQB1*02:02:01:01 (5.32%), DRB1*03:01:01:01~ DQA1*05:01:01:02~DQB1*02:01:01 (4.96%), 
DRB1*15:01:01~DQA1*01:02:01:01~ DQB1*06:02:01:01 (4.50%) and DRB1*01:01:01~DQA1*01:01:01:01~ 
DQB1*05:01:01:03 (4.05%). 

Of interest, rare DRB1*01:01:01~DQA1*01:02:01:03~DQB1*05:04, and two tentative 
DRBl*13:01:01:02~DQAl*01:10~DQBl*06:03:01:01andDRBl*04:05:01:03~DQAl*05:05:01:06~DQBl*03:01:01:03 
haplotypes (Supplementary Table 8) with no previous entries within the Allele Frequency database so far, were 
spotted once. 

Among 181 six-loci haplotypes (Supplementary Table 8), 10 appeared in three or more copies (Table 5), 
and the most frequent was the ancestral haplotype A*01:01:01:01~C*07:01:01~B*08:01:01~DRB1*03:01:01:01~ 
DQA1*05:01:01:02~DQB1*02:01:01 (3.6%). Three six-loci combinations (A*02:01:01~C*07:01:0 
1~B*18:01:01~ DRB1*11:04:01~DQA1*05:05:01:09~DQB1*03:01:01:03, A*03:01:01:01~C*07:02:01~ 
B*07:02:01~DRB1*16:01:01~DQA1*01:02:02~DQB1*05:02:01:01, and A*ll:01:01:01~ C*04:01:01:01~ 
B*35:01:01~DRB1*16:01:01~DQA1*01:02:02~DQB1*05:02:01:01), which have already been reported in Italian 
population27, Turkish minority in Germany20, and Croatian families18, were also commonly (1.8%) observed. 
Haplotypes characteristic for South European populations of Slavic background or admixture were also found17, 
namelyA*02:01:01~C*02:02:02~B*27:02:01:01~DRBl*16:01:02~DQAl*01:02:02~DQBl*05:02:01:01(1.8%),and 
even more unique A*02:01:01~C*02:02:02~B*27:05:02~DRB1*01:01:01~DQA1*01:01:01:03~DQB1*05:02:01:01 
(0.45%), A*02:01:01~C*07:02:01~B*27:05:02~DRB1*01:01:01~DQA1*01:01:01:01~DQB1*05:01:01:03 (0.45%) 
and A*02:01:01~C*07:02:01~ B*27:05:02~DRB1*01:01:01~ DQA1*01:01:01:03~ DQB1*03:01:01:03 (0.45%). 
Nevertheless, a limited power in identifying low-frequency haplotypes should be noticed in our sample, where 
majority of haplotypic combinations were observed only once, and most frequent variants cover only 17.57% of 
our population haplotypic diversity. 
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Alle le H L A - A n A F c F Al le le H L A - B n A F c F Al le le H L A - C n A F c F 

1 A*02:01:01 72 32.43% 32.43% B*51:01:01 19 8.56% 8.56% C*04:01:01:01 31 13.96% 13.96% 

2 A*01:01:01:01 27 12.16% 44.59% B*08:01:01 18 8.11% 16.67% C*07:01:01 25 11.26% 25.23% 

3 A*03:01:01:01 26 11.71% 56.31% B*35:01:01 18 8.11% 24.77% C*02:02:02 21 9.46% 34.68% 

4 A*24:02:01:01 26 11.71% 68.02% B*07:02:01 15 6.76% 31.53% C*07:02:01 18 8.11% 42.79% 

5 A*l l :01:01:01 22 9.91% 77.93% B*35:03:01 15 6.76% 38.29% C*12:03:01 16 7.21% 50.00% 

6 A*32:01:01:01 8 3.60% 81.53% B*18:01:01 12 5.41% 43.69% (3*06:02:01:01 15 6.76% 56.76% 

7 A*23:01:01:01 5 2.25% 83.78% B*15:01:01:01 9 4.05% 47.75% C*03:03:01 12 5.41% 62.16% 

8 A*25:01:01:01 5 2.25% 86.04% B*27:05:02 9 4.05% 51.80% C*01:02:01 11 4.96% 67.12% 

9 A*31:01:02:01 5 2.25% 88.29% B*44:02:01:01 9 4.05% 55.86% C*05:01:01 11 4.96% 72.07% 

10 A*26:01:01:01 4 1.80% 90.09% B*27:02:01:01 8 3.60% 59.46% C*07:04:01 11 4.96% 77.03% 

11 A*30:01:01 3 1.35% 91.44% B*52:01:01 8 3.60% 63.06% C*04:01:01:06 9 4.05% 81.08% 

12 A*68:01:02:02 3 1.35% 92.79% B*55:01:01 8 3.60% 66.67% C*12:02:02 8 3.60% 84.69% 

13 A*24:02:01:05 2 0.90% 93.69% B*57:01:01:01 7 3.15% 69.82% C*15:02:01:01 7 3.15% 87.84% 

14 A*29:02:01:01 2 0.90% 94.59% B*13:02:01:01 6 2.70% 72.52% C*03:04:01 5 2.25% 90.09% 

15 A*66:01:01:01 2 0.90% 95.50% B*44:27:01 6 2.70% 75.23% C*07:01:02 4 1.80% 91.89% 

16 A*03:01:01:03 1 0.45% 95.95% B*44:03:01 5 2.25% 77.48% C*08:02:01:01 3 1.35% 93.24% 

17 A*03:01:01:05 1 0.45% 96.40% B*15:17:01:01 4 1.80% 79.28% C*14:02:01 3 1.35% 94.60% 

18 A*26:01:01:06 1 0.45% 96.85% B*35:02:01 4 1.80% 81.08% C*07:18 2 0.90% 95.50% 

19 A*26:08 1 0.45% 97.30% B*38:01:01 4 1.80% 82.88% C*15:05:02 2 0.90% 96.40% 

20 A*29:01:01:01 1 0.45% 97.75% B*39:01:01 4 1.80% 84.69% C*17:03:01 2 0.90% 97.30% 

21 A*31:01:02:04 1 0.45% 98.20% B*14:02:01:01 3 1.35% 86.04% C*03:02:02:01 1 0.45% 97.75% 

22 A*33:01:01:01 1 0.45% 98.65% B*40:01:02 3 1.35% 87.39% C*03:04:02 1 0.45% 98.20% 

23 A*33:03:01:02 1 0.45% 99.10% B*40:02:01 3 1.35% 88.74% C*06:02:01:02 1 0.45% 98.65% 

24 A*68:01:01:02 1 0.45% 99.55% B*41:02:01 3 1.35% 90.09% C*07:01:09 1 0.45% 99.10% 

25 A*68:02:01:01 1 0.45% 100.00% B*58:01:01 3 1.35% 91.44% C*16:01:01 1 0.45% 99.55% 

26 B*18:03 2 0.90% 92.34% C*16:02:01 1 0.45% 100.00% 

27 B*35:08:01:01 2 0.90% 93.24% 

28 B*37:01:01:01 2 0.90% 94.14% 

29 B*49:01:01 2 0.90% 95.05% 

30 B*56:01:01 2 0.90% 95.95% 

31 B*07:05:01 1 0.45% 96.40% 

32 B*07:06:01 1 0.45% 96.85% 

33 B*15:01:06 1 0.45% 97.30% 

34 B*15:10:01 1 0.45% 97.75% 

35 B*27:02:01:04 1 0.45% 98.20% 

36 B*44:02:01:03 1 0.45% 98.65% 

37 B*44:05:01 1 0.45% 99.10% 

38 B*50:01:01:01 1 0.45% 99.55% 

39 B*54:01:01 1 0.45% 100.00% 

Table 1. HLA-A, HLA-B and HLA-C allele (AF) and cumulative frequencies (cF) in the sample of 111 
unrelated blood donor volunteers from East Croatia. 

Discussion 
This study represents the first report of HLA diversity in an east Croatian population of healthy blood donors, 
as studied by the next generation sequencing of 6 HLA genes, providing extensive exon/intron coverage with 
minimum ambiguity. For the first time, the allele frequencies and the extended six gene haplotypes of Croats were 
examined at the 4-field resolution level and compared to the largest repository of HLA class I and class II data in 
Croatia, the Croatian bone marrow donor registry (CBMDR). 

The comparison of HLA-A allele frequencies between our and CBMDR inventory did not reveal significant 
differences, and the ranking hierarchy of the most common A*02:01:01, A*01:01:01:01, A*03:01:01:01, and 
A*24:01:01:01 alleles was also the same. Greater differences in frequency rate between general and east Croatian 
population were, however, noticed among HLA-B allelic variants. The HLA-B*51:01 allelic group was the most 
frequent in both general and east Croatian cohort, but the frequency rank of the remaining HLA-B allelic variants 
was different, which was particularly evident for our 6 t h ranking B*18:01 allele group, previously reported as 
the 2 n d most frequent allelic variant in the CBMDR (8.16%)17 and one Croatian family study (8.27%)ls. Among 
five different B*18 alleles detected in the Croats so far28, we observed only two, the B*18:01:01 (5.14%) and 
the B*18:03 (0.90%), resulting in a B*18:01 distribution closer to those reported in Armenians29, Germans30, 
Austrian and the Turkish minority in Germany20, Bulgarian Roma individuals31, and Iranian Kurds32. Moreover, 
the frequency of the 2 n d most common HLA-B allelic group in our cohort, the HLA-B*35:01 (8.11%, ranked 
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Ale l l e H L A - D R B 1 n A F c F Al le le H L A - D Q A 1 n A F c F Al le le H L A - D Q B 1 n A F c F 

1 DRB1*16:01:01 30 13.51% 13.51% DQA1*01:02:02 35 15.77% 15.77% DQB1*05:02:01:01 35 15.77% 15.77% 

2 DRB1*01:01:01 24 10.81% 24.32% DQA1*03:01:01 16 7.21% 22.97% DQB1*03:01:01:03 33 14.86% 30.63% 

3 DRB1*07:01:01 22 9.91% 34.23% DQA1*02:01:01:01 15 6.76% 29.73% DQB1*05:01:01:03 23 10.36% 40.99% 

4 DRB1*15:01:01 15 6.76% 40.99% DQA1*01:03:01:02 13 5.86% 35.59% DQB1*02:01:01 17 7.66% 48.65% 

5 DRB1*03:01:01:01 12 5.41% 46.40% DQA1*05:01:01:02 12 5.41% 40.99% DQB1*03:02:01:01 16 7.21% 55.86% 

6 DRB1*11:01:01:01 10 4.50% 50.90% DQA1*01:02:01:01 10 4.50% 45.50% DQB1*02:02:01:01 15 6.76% 62.61% 

7 DRB1*11:04:01 10 4.50% 55.41% DQA1*05:05:01:09 10 4.50% 50.00% DQB1*05:03:01 13 5.86% 68.47% 

8 DRB1*14:54:01:02 9 4.05% 59.46% DQA1*01:01:01:01 9 4.05% 54.05% DQB1*06:02:01:01 13 5.86% 74.32% 

9 DRB1*08:01:01 8 3.60% 63.06% DQA1*05:05:01:04 9 4.05% 58.11% DQB1*06:03:01:01 13 5.86% 80.18% 

10 DRB1*13:01:01:02 8 3.60% 66.67% DQA1*01:01:01:03 7 3.15% 61.26% DQB1*03:03:02:01 7 3.15% 83.33% 

11 DRB1*13:01:01:01 7 3.15% 69.82% DQA1*01:03:01:01 7 3.15% 64.41% DQB1*04:02:01:01 7 3.15% 86.49% 

12 DRB1*15:02:01:01 7 3.15% 72.97% DQA1*02:01:01:02 7 3.15% 67.57% DQB1*06:01:01/15 7 3.15% 89.64% 

13 DRB1*11:01:01:03 6 2.70% 75.68% DQA1*01:04:01:01 6 2.70% 70.27% DQB1*06:04:01 4 1.80% 91.44% 

14 DRB1*13:02:01:02 5 2.25% 77.93% DQA1*05:05:01:01 6 2.70% 72.97% DQB1*03:01:01:05 3 1.35% 92.79% 

15 DRB1*03:01:01:03 4 1.80% 79.73% DQA1*01:02:01:04 5 2.25% 75.23% DQB1*05:01:01:05 3 1.35% 94.14% 

16 DRB1*04:01:01:03 3 1.35% 81.08% DQA1*01:04:01:02 5 2.25% 77.48% DQB1*06:03:01:02 3 1.35% 95.50% 

17 DRB1*04:02:01 3 1.35% 82.43% DQA1*05:01:01:03 5 2.25% 79.73% DQB1*03:03:02:02 2 0.90% 96.40% 

18 DRB1*04:03:01:01 3 1.35% 83.78% DQA1*01:01:01:02 4 1.80% 81.53% DQB1*03:01:01:01 1 0.45% 96.85% 

19 DRB1*10:01:01:03 3 1.35% 85.14% DQA1*01:05:01 4 1.80% 83.33% DQB1*03:01:01:02 1 0.45% 97.30% 

20 DRB1*11:03:01 3 1.35% 86.49% DQA1*04:01:01:03 4 1.80% 85.14% DQB1*03:01:01:10 1 0.45% 97.75% 

21 DRB1*12:01:01/12:10 3 1.35% 87.84% DQA1*05:05:01:02 4 1.80% 86.94% DQB1*03:01:01:19 1 0.45% 98.20% 

22 DRB1*13:03:01 3 1.35% 89.19% DQA1*05:05:01:05 4 1.80% 88.74% DQB1*03:02:01:02 1 0.45% 98.65% 

23 DRB1*04:01:01:01 2 0.90% 90.09% DQA1*01:01:01:05 3 1.35% 90.09% DQB1*05:01:01:01 1 0.45% 99.10% 

24 DRB1*04:05:01:03 2 0.90% 90.99% DQA1*01:02:01:05 3 1.35% 91.44% DQB1*05:01:01:02 1 0.45% 99.55% 

25 DRB1*04:08:01 2 0.90% 91.89% DQA1*03:03:01:01 3 1.35% 92.79% DQB1*05:04 1 0.45% 100.00% 

26 DRB1*09:01:02 2 0.90% 92.79% DQA1*03:02:01:01 2 0.90% 93.69% 

27 DRB1*14:01:01 2 0.90% 93.69% D Q A 1 * 0 4 : 0 2 2 0.90% 94.60% 

28 DRB1*16:02:01:02 2 0.90% 94.60% DQA1*05:05:01:06 2 0.90% 95.50% 

29 DRB1*01:02:01 1 0.45% 95.05% DQA1*05:05:01:08 2 0.90% 96.40% 

30 DRB1*03:01:01:02 1 0.45% 95.50% DQA1*01:01:02 1 0.45% 96.85% 

31 DRB1*04:01:01:02 1 0.45% 95.95% DQA1*01:02:01:03 1 0.45% 97.30% 

32 DRB1*04:04:01 1 0.45% 96.40% DQA1*01:03:01:06 1 0.45% 97.75% 

33 DRB1*04:15 1 0.45% 96.85% DQA1*01:04:01:03 1 0.45% 98.20% 

34 DRB1*08:04:01 1 0.45% 97.30% DQA1*01:04:01:04 1 0.45% 98.65% 

35 DRB1*10:01:01:01 1 0.45% 97.75% D Q A 1 * 0 1 : 1 0 1 0.45% 99.10% 

36 DRB1*11:01:08 1 0.45% 98.20% DQA1*04:01:02:01 1 0.45% 99.55% 

37 DRB1*13:05:01 1 0.45% 98.65% DQA1*05:05:01:03 1 0.45% 100.00% 

38 DRB1*14:05:01:02 1 0.45% 99.10% 

39 DRB1*14:54:01:01 1 0.45% 99.55% 

40 DRB1*16:01:02 1 0.45% 100.00% 

Table 2. HLA-DRB1, HLA-DQA1 and HLA-DQB1 allele (AF) and cumulative frequencies (cF) in the sample 
of 111 unrelated blood donor volunteers from East Croatia. 

5 t h in the CBMDR), was more similar to those observed in Turks2 0, Serbians9, and Italians27. A strong influ
ence of south-eastern European populations on the HLA makeup of eastern Croats was further supported by 
the high prevalence of the HLA-B*27:02:01:01 variant, which fits well into the B*27:02 frequency gradient 
diminishing from the Middle East towards the Central and West European countries. In support, the observed 
B*27:02:01:01 frequency (3.6%) seems to be in close agreement with the B*27:02 cline extending across the 
south-eastern Tunisian (5.8%)33, Bulgarian (4.6%)34, CBMDR (2.14%)17, Czech (1.9%)9, and Polish (1.5%)35 pop
ulations. The B*44:27:01 allele, an east European marker considered a rare variant according to the "Rare Alleles 
Detector" tool9, was also noticed in our cohort at a relatively high frequency (2.7%), contrasting observations 
from Croatian HSCT patients (1.18%)19, Czech National Marrow Donors Registry (0.69%)9, as well as Polish 
(0.8%)35, English (0.19%)36, and Argentinian blood donors (0.07%)37. As minor allele within the functionally 
identical B*44:02 G group, the B*44:27 variant has been reported at a relative ratio frequency of >5% among 
the B*44:02:01G-positive Bulgarian (36.82%), Hungarian (9.4%), Slovenian (25.60%) and Portuguese (6.17%) 
individuals38. In our sample, the B*44:27:01 relative ratio frequency within the B*44:02:01G-positive individuals 
(37.5%) sets the local estimate at the upper boundary. 

Several ranking differences were detected between the general Croatian and our population at the HLA-C 
loci as well. The 1 s t (C*07:01, AF = 21.77%), and the 2 n d (C*04:01, AF = 15.59%) highest ranking alleles from 
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H L A - A - B - C O b s e r v e d (n) H F c F 

1. A*01:01:01:01 B*08:01:01 C*07:01:01 15.00 6.76% 6.76% 

2. A*l l :01:01:01 B*35:01:01 C*04:01:01:01 8.00 3.60% 10.36% 

3. A*03:01:01:01 B*07:02:01 C*07:02:01 6.89 3.11% 13.47% 

4. A*02:01:01 B*57:01:01:01 (3*06:02:01:01 6.00 2.70% 16.17% 

5. A*02:01:01 B*27:02:01:01 C*02:02:02 5.00 2.25% 18.42% 

6. A*02:01:01 B*35:01:01 C*04:01:01:06 5.00 2.25% 20.67% 

7. A*02:01:01 B*35:03:01 C*04:01:01:01 5.00 2.25% 22.93% 

8. A*02:01:01 B*44:02:01:01 C*05:01:01 5.00 2.25% 25.18% 

9. A*03:01:01:01 B*35:03:01 C*04:01:01:01 5.00 2.25% 27.43% 

10. A*02:01:01 B*44:27:01 C*07:04:01 4.00 1.80% 29.23% 

11. A*l l :01:01:01 B*52:01:01 C*12:02:02 4.00 1.80% 31.03% 

12. A*02:01:01 B*27:05:02 C*02:02:02 3.89 1.75% 32.79% 

13. A*02:01:01 B*18:01:01 C*07:01:01 3.00 1.35% 34.14% 

14. A*02:01:01 B*52:01:01 C*12:02:02 3.00 1.35% 35.49% 

15. A*03:01:01:01 B*15:01:01:01 C*07:04:01 3.00 1.35% 36.84% 

16. A*23:01:01:01 B*44:03:01 C*04:01:01:01 3.00 1.35% 38.19% 

17. A*24:02:01:01 B*13:02:01:01 C*06:02:01:01 3.00 1.35% 39.54% 

18. A*24:02:01:01 B*35:02:01 C*04:01:01:06 3.00 1.35% 40.90% 

19. A*24:02:01:01 B*51:01:01 C*15:02:01:01 3.00 1.35% 42.25% 

20. A*02:01:01 B*07:02:01 C*07:02:01 2.88 1.30% 43.54% 

Table 3. The most frequent (> 1%) HLA~A~B~C haplotypes in East Croatia blood donor volunteers (n = 111). 

No. H L A - D Q A 1 - D Q B 1 - D R B 1 O b s e r v e d (n) H F c F 

1. DQA1*01:02:02 DQB1*05:02:01:01 DRB1*16:01:01 30.00 13.51% 13.51% 

2. DQA1*02:01:01:01 DQB1*02:02:01:01 DRB1*07:01:01 11.82 5.32% 18.84% 

3. DQA1*05:01:01:02 DQB1*02:01:01 DRB1*03:01:01:01 11.00 4.96% 23.79% 

4. DQA1*01:02:01:01 DQB1*06:02:01 01 DRB1*15:01:01 10.00 4.50% 28.30% 

5. DQA1*01:01:01:01 DQB1*05:01:01 03 DRB1*01:01:01 9.00 4.05% 32.35% 

6. DQA1*01:01:01:03 DQB1*05:01:01 03 DRB1*01:01:01 7.00 3.15% 35.50% 

7. DQA1*01:03:01:01 DQB1*06:01:01/15 DRB1*15:02:01 01 7.00 3.15% 38.66% 

8. DQA1*01:03:01:02 DQB1*06:03:01:01 DRB1*13:01:01 01 7.00 3.15% 41.81% 

9. DQA1*01:04:01:01 DQB1*05:03:01 DRB1*14:54:01 02 6.00 2.70% 44.51% 

10. DQA1*05:05:01:09 DQB1*03:01:01:03 DRB1*11:04:01 5.00 2.25% 46.76% 

11. DQA1*01:01:01:02 DQB1*05:01:01:03 DRB1*01:01:01 4.00 1.80% 48.57% 

12. DQA1*01:02:01:04 DQB1*06:04:01 DRB1*13:02:01:02 4.00 1.80% 50.37% 

13. DQA1*01:03:01:02 DQB1*06:03:01:01 DRB1*13:01:01:02 4.00 1.80% 52.17% 

14. DQA1*04:01:01:03 DQB1*04:02:01:01 DRB1*08:01:01 4.00 1.80% 53.97% 

15. DQA1*05:01:01:03 DQB1*02:01:01 DRB1*03:01:01:03 4.00 1.80% 55.77% 

16. DQA1*02:01:01:02 DQB1*03:03:02:01 DRB1*07:01:01 3.82 1.72% 57.49% 

17. DQA1*02:01:01:01 DQB1*03:03:02:01 DRB1*07:01:01 3.18 1.43% 58.93% 

18. DQA1*02:01:01:02 DQB1*02:02:01:01 DRB1*07:01:01 3.18 1.43% 60.36% 

19. DQA1*01:01:01:05 DQB1*05:01:01:03 DRB1*01:01:01 3.00 1.35% 61.71% 

20. DQA1*01:02:01:05 DQB1*06:02:01:01 DRB1*15:01:01 3.00 1.35% 63.06% 

21 . DQA1*03:01:01 DQB1*03:02:01:01 DRB1*04:01:01:03 3.00 1.35% 64.41% 

22. DQA1*03:01:01 DQB1*03:02:01:01 DRB1*04:02:01 3.00 1.35% 65.77% 

23. DQA1*03:01:01 DQB1*03:02:01:01 DRB1*04:03:01 01 3.00 1.35% 67.12% 

24. DQA1*05:05:01:02 DQB1*03:01:01:03 DRB1*11:01:01 01 3.00 1.35% 68.47% 

25. DQA1*05:05:01:04 DQB1*03:01:01:03 DRB1*11:01:01 01 3.00 1.35% 69.82% 

26. DQA1*05:05:01:05 DQB1*03:01:01:03 DRB1*13:03:01 3.00 1.35% 71.17% 

27. DQA1*05:05:01:09 DQB1*03:01:01:03 DRB1*11:01:01:03 3.00 1.35% 72.52% 

Table 4 . The most frequent (> 1%) HLA-DQA1~DQB1~DRB1 haplotypes in East Croatia blood donor 
volunteers (n = 111). 

S C I E N T I F I C R E P O R T S | (2020) 10:5513 | ht tps : //doi .org/10.1038/s41598-020-62175-9 

http://www.nature.com/scientificreports/
https://doi.org/10.1038/s41598-020-62175-9


www.nature.com/scientificreports/ 

No. H L A - A ~ B ~ C ~ D Q A 1 ~ D Q B 1 ~ D R B 1 n H F c F 

1 A*01:01:01:01 B*08:01:01 C*07:01:01 DQA1*05:01:01:02 DQB1*02:01:01 DRB1*03:01:01:01 8.00 3.60% 3.60% 

2 A*02:01:01 B*18:01:01 C*07:01:01 DQA1*05:05:01:09 DQB1*03:01:01:03 DRB1*11:04:01 4.00 1.80% 5.41% 

3 A*02:01:01 B*27:02:01:01 C*02:02:02 DQA1*01:02:02 DQB1*05:02:01:01 DRB1*16:01:01 4.00 1.80% 7.21% 

4 A*03:01:01:01 B*07:02:01 C*07:02:01 DQA1*01:02:02 DQB1*05:02:01:01 DRB1*16:01:01 4.00 1.80% 9.01% 

5 A*l l :01:01:01 B*35:01:01 C*04:01:01:01 DQA1*01:02:02 DQB1*05:02:01:01 DRB1*16:01:01 4.00 1.80% 10.81% 

6 A*02:01:01 B*13:02:01:01 C*06:02:01:01 DQA1*02:01:01:01 DQB1*02:02:01:01 DRB1*07:01:01 3.00 1.35% 12.16% 

7 A*02:01:01 B*44:27:01 C*07:04:01 DQA1*01:02:02 DQB1*05:02:01:01 DRB1*16:01:01 3.00 1.35% 13.51% 

8 A*02:01:01 B*52:01:01 C*12:02:02 DQA1*01:03:01:01 DQB1*06:01:01/15 DRB1*15:02:01:01 3.00 1.35% 14.87% 

9 A*l l :01:01:01 B*35:01:01 C*04:01:01:01 DQA1*01:01:01:01 DQB1*05:01:01:03 DRB1*01:01:01 3.00 1.35% 16.22% 

10 A*24:02:01:01 B*13:02:01:01 C*06:02:01:01 DQA1*02:01:01:01 DQB1*02:02:01:01 DRB1*07:01:01 3.00 1.35% 17.57% 

Table 5. HLA-A~B~C~DRB1~DQA1~DQB1 extended haplotypes with estimated haplotype (HF) and 
cumulative frequency (cF) of 1% or more in East Croatian blood donor volunteers (n = 111). 

the CBMDR inventory were ranked 2 n d (14.41%) and 1 s t (18.01%) in east Croatian blood donors, respectively. 
The ranking sequence in our cohort continued with C*02:02:02 (9.46%), and C*07:02:01 (8.11%) allele group, 
which have been deemed 4 t h and 5 t h highest ranking alleles in the CBMRD. Overall, the ranking hierarchy of 
HLA-C allele groups in our sample was more similar to the one reported for Greece, and the Turkish minority in 
Germany20. 

Compared to class I , class II loci exhibited a higher level of heterozygosity at the 4-field level (molecular 
variation in introns and UTR regions), allowing us to see three or more different allelic variants within the par
ticular 3-field G allelic group. For instance, the highest allelic variability was found within the DQA1*05:05:01 G 
(8 different alleles), DQA1*01:01:01 G (5), DQA1*01:02:01 G (5), DQA1*01:04:01 G (5), DQB1*03:01:01 G 
(6) and DQB1*05:01:01 G (4), whereas up to 3 allelic variants were revealed within the DRB1*03:01:01 G, 
DRB1*04:01:01 G, DRB1*11:01:01 G and DQA1*03:01:01 G group67. 

Compared to Croatian general population and neighbouring nations, the frequency and order of DRB1* 16:01 
(13.96%) and DRB1*03:01 (7.66%), the 1 s t and 5 t h most common DRB1 allele groups in our cohort, were 
opposite to CBMDR allelic hierarchy (9.41% (4 th) and 10.01% (1st), respectively), but similar to East European 
(Bulgaria 15.5%, 8.18%, respectively)34, and Mediterranean populations (Macedonia 14.9%, 6.7% and Greece 
11.5%, 6.5%, respectively)3941. At the same time, the frequency ratio of DRB1*11:01:01:01 and DRB1*11:04:01 
alleles in our sample was in concordance with the CBMDR data, confirming equal frequency rate of these two 
alleles across Croatia, in contrast to higher DRB1*11:01 prevalence in the north, and DRB1*11:04 in the south 
of Europe17. In line with the high prevalence and LD patterns of DRB1*16:01:01, DQA1*01:02:02 (15.77%) 
and DQB1*05:02:01:01 (15.77%) alleles were the most commonly observed DQA1 and DQB1 variants at the 
4-field level among east Croatian blood donors. However, looking at the 2-field level, DQA1*01:02 (24.32%), 
DQA1*05:05 (17.1%) and DQB1*03:01 (18.01%) allelic families were found at a higher frequency, emphasizing 
significant allelic heterogeneity within the particular allelic group. The most striking observation was a high fre
quency of the DQA1*05:05 allele (17.1%), a common South-European allelic variant (EFICWD catalogue v. 1.0.) 
that has been reported at much lower frequency only in the autochthonous Croatian population from the Gorski 
Kotar (2.4%)24, but not in the CBMDR database. Thus far, the DQA1*05:05 allele has been reported for a handful 
of European populations9, and the frequency observed in our cohort is currently surpassed only by the prevalence 
observed among Czechs (20.6%)42, north Italians (30.5%)9 and Greeks (32.5%)43. Additional differences at the 
DQB1 locus were noticed after comparing DQB1*05:02 and DQB1*02:01 frequencies, with DQB1*05:02 being 
more prevalent in eastern (east vs. general CRO; 15.77% vs. 8.53%) and DQB1*02:01 in general Croatian popu
lation (east vs. general CRO; 7.66 vs. 12.94%), partly reflecting a positive, North-West to South-East gradient of 
DQB1*05:02 frequencies. In contrast, an inverse distribution was observed for DQB1*02:01 across Europe, with 
the highest DQB1*05:02 and DQB1*02:01 prevalence observed in Greeks (19.8%)44 and Englishmen (33%)45, 
respectively. 

The haplotype distribution in our cohort is in close agreement with previously reported class I and class 
II associations in CBMDR and Croatian families, with few interesting differences found in our population 
of eastern Croats. Next to the pan-European (A*01:01:01:01~C*07:01:01~B*08:01:01~DRB1*03:01:01:01~ 
DQA1*05:01:01:02~DQB1*02:01:01) and Mediterranean (A*02:01:01~C*07:01:01~B*18:01:01~ 
DRB1*11:04:01~DQA1*05:05:01:09~DQB1*03:01:01:03) haplotypes, two notable exceptions were extended 
A*03:01~C*07:02~B*07:02~DRB1*16:01 and A*11:01~B*35:01~C*04:01~DRB1*16:01 variants, both com
monly observed in Macedonian families46, as well as Austrian, Croatian, Bosnian-Herzegovinian, Italian, 
Romanian, Greek and Turkish minority in Germany20, but not in the CBMDR 1 7 or Croatian family study18 

(Table 5), where A*03:01~B*07:02 was more frequently found with DRB1* 15:01, and A*11:01~B*35:01 
with DRB1*01:01. Moreover, DRB1*11:01, -* 11:04, -*12:01 and -*13:03 alleles were more frequently asso
ciated with DQA1*05:01~DQB1*03:01 haplotype in general, but not east Croatian population, where 
above-mentioned DRB1 alleles were in strong linkage disequilibrium with DQA1*05:05~DQB1*03:01 com
bination (Supplementary Table 8). Similar linkage patterns were, however, noticed by comparing extended 
A*02:01~B*27:02~C*02:02~ DRB1*16:01~DQA1*01:02~DQB1*05:02 (1.8%) and A*02:01~B*27:05~C*02:02~ 
DRB1*01:01~DQA1*01:01~DQB1*05:02 (0.45%) haplotypes with the CBMDR and Southeast European haplo
type inventory available from the German Bone Marrow Donor Registry (DKMS) 2 0. Compared to our database, 
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the A*02:01~B*27:02~C*02:02~DRB1*16:01 haplotype was more frequent only in Bulgarians (2.73%)34, but 
more similar to CBMDR (0.74%)17, Polish (1%), Bosnian and Herzegovinian (0.9%), and Croatian (0.834%) 
minority in Germany20. 

The A*02:01~B*27:05~C*02:02~DRB1*01:01, was observed at lower frequency in Polish (0.27%), 
Austrian (0.12%), Bosnian and Herzegovinian (0.065%), Greek (0.026%) and Romanian (0.067%) minor
ity in DKMS 2 0 , compared to CBMDR (0.85%) and our cohort (0.45%), possibly supporting local ori
gin of this haplotype. Moreover, it was interesting to see a relatively high prevalence of the extended 
A*02:01~B*44:27~C*07:04~DQA1*01:02~DQB1*05:02~DRB1*16:01 (1.35%) haplotype, for whom there is no 
population data in Allele Frequency Net database. Recent study performed in B*44-positive Croatian subjects 
reported a very strong and almost exclusive linkage disequilibrium between B*44:27 and C*07:04 alleles, whereas 
B*44:02, -*44:03 and -*44:05 were more commonly seen in association with C*05:01, -*04:01 and -*02:02, respec
tively47. This is in complete agreement with the B*44 extended haplotypes found in our cohort [A*02:01:01~B*4 
4:02:01:01~C*05:01:01~DRB1*13:01:01:01 (0.9%), A*23:01:01:01~B*44:03:01~C*04:01:01:01~DRB1*07:01:01 
(1.35%), and A*02:01:01~B*44:05:01~C*02:02:02~DRB1*01:01:01 (0.45%)]. Our data further coincided with the 
DKMS reports on the A*24:02~C*15:02~B*51:01~ DRB1*16:01~DQB1*05:02 and A*24:02~C*06:02~B* 13:02 
~DRB1*07:01~DQB1*02:02 haplotype frequency in Croatian, Greece, Bosnian and Herzegovinian and Polish 
minority in Germany20. In addition, several extended variants of common Mediterranean and Southeastern 
European haplotypes were also observed in our population; but at a lower frequency; namely the A*02:01:01: 
01~C*12:03:01~B*51:01:01~DRB1*11:01:01:01 ~DQB1*03:01:01:03 (0.45%) and A*24:02:01:01~C*04:01:01:0 
6~B*35:02:01~ DRB1*11:04:01~DQB1*03:01:01:02 (0.45%), which were most frequent in Greece41, Albania48, 
Italian and Turkish minority in DKMS 2 0 (reduced haplotype variant); and the A*02:01:01~C*02:02:01~B*51:01: 
01~DRB1*13:01:01:01~DQB1*03:01:01:19 (0.45%) variant, most frequently found in Bulgarians (reduced haplo
type variant)34. Significant influence of Central and Western European countries on the east Croatian HLA profile 
is nonetheless also evident through higher prevalence of two extended, common European haplotypes, the A* 1 
1:01:01:01~C*04:01:01:01~B*35:01:01~DRB1*01:01:01~DQA1*01:01:01:01~DQB1*05:01:01:03 (1,35%) and 
A*02:01:01~C*06:02:01:01~B*13:02:01:01~DRB1*07:01:01~DQA1*02:01:01:01~DQB1*02:02:01:01 (1.35%), 
which occur at similar frequency in Swedish9, Polish35, CBMDR 1 7 , Austrian, Italian and the Portuguese minority 
population from the DKMS inventory20. 

In conclusion, the present study provides an in-depth characterisation of HLA diversity in eastern Croats, 
revealing distinctive allele and haplotype detail consistent with the complex population history of the studied 
geographic region. The data complement and refine the existing estimates of HLA diversity in the Croatian popu
lation, increase population and geographic coverage by NGS data, and add granularity to clinically and genetically 
relevant HLA data. The study represents a useful reference for population and HLA-disease association studies; 
however, larger sample size and sequence coverage, particularly for the DQB1 and DRB1 genes, remain a prereq
uisite for the future studies. 

Materials and Methods 
Subjects. The study collection consisted of 120 healthy, unrelated, blood donor volunteers (34 female, 86 
male, 20-61 years of age, median age 36 years) originating from five eastern Croatia counties; Osijek-Baranja 
county (n = 80), Vukovar-Srijem county (n = 22), Brod-Posavina county (n = 9) Pozega-Slavonia county (n = 4) 
and Virovitica-Podravina county (n = 5). All participants were recruited during voluntary blood donations in 
county Red Cross branches or at the Clinical Institute of Transfusion Medicine, Osijek University Hospital. Prior 
to the blood sampling, completed health questionnaire forms were collected from all donors, to select individu
als with no personal of family history of various autoimmune and cardiovascular diseases, stroke or carcinoma. 
Informed consent in written form was collected from all subjects. All investigations were conducted in accord
ance with the 1964 Declaration of Helsinki and subsequent legal instruments. Ethical approval was provided by 
the University Hospital Osijek Ethics Committtee (No. 25-1:831-3/2015). 

DN A extraction and quantification. Genomic DNA was extracted from 200 \A peripheral blood samples 
mixed with EDTA, using High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche Diagnostics, Mannheim, Germany) 
according to the instructions in the manufacturer leaflet. Quantity and quality of isolated genetic material was 
verified by O D 2 6 0 / O D 2 8 0 > 1.8 and O D 2 6 0 / O D 2 3 0 > 1.6 measurements performed on IMPLEN NanoPhotometer 
P-Class P-330 (IMPLEN GmbH, Munich, Germany). 

Long-range PCR amplification, pooling and clean-up of PCR products. HLA genotypes for HLA-A, 
-B, -C, -DRB1, -DQA1, and -DQB1 loci were determined using high-resolution Omixon Holotype HLA 96/7 and 
24/7 (Omixon Biocomputing Ltd, Budapest, Hungary) configuration kits on Illumina MiSeq next-generation 
sequencing platform. The Omixon Holotype PCR primers allowed amplification of the entire HLA-A (5'UTR 
nucleotide position: -78; 3'UTR nucleotide position: 3081), -B (5'UTR: -35; 3'UTR: 2680), -C (5'UTR: -122; 
3'UTR: 2915), and -DQA1 (5'UTR: -281; 3'UTR: 5750) loci. Class II sequence analysis evaluated nucleotides 
from intron 1 to 3' UTR of HLA-DQB1 (intron 1: 645; 3'UTR: 6469), whereas -DRB1 locus was sequenced 
from intron 1 (nucleotide position 4753) to intron 4 (nucleotide position 9135) (Fig. 2). The HLA genotyping 
workflow was initiated by long-range PCR amplification of class I and class II HLA loci in a separate, sample and 
locus specific 25 ul reactions, comprising 2.5 ul of PCR buffer, 1.25 ul of dNTP mix, 2 ul of locus specific primers, 
0.4 ul of LR PCR enzyme, and 5 ul of genomic DNA («30 ng/ul). Combined DQB1 enhancer (5.6ul/sample) was 
added to the DQB1 master mix only. The conditions for class I gene amplification on Mastercycler nexus thermal 
cycler (Eppendorf, Hamburg, Germany) were set as follows: 95 °C for 3 min, followed by 35 cycles of 95 °C for 
15 s, 65 °C for 30 s and 68 °C for 5 min, and a final incubation at 68 °C for 10 min. For class II genes, the conditions 
were: 95 °C for 3 min, 35 cycles of 93 °C for 15 s, 60 °C for 30 s and 68 °C for 9 min, followed by final extension at 
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68 °C for 10 min. Amplicon size was validated by 2% agarose gel electrophoresis and DNA quantitated on EnSpire 
Multimode plate reader (PerkinElmer, Waltham, MA, USA) using QuantiFluor fluorescent dsDNA staining sys
tem (Promega, Madison, Wisconsin, USA). All six amplicons from one individual sample were pooled into a final 
35 ul volume on a fresh 96-well PCR plate, and purified from residual primers and unincorporated nucleotides 
with the use of ExoSAP-iT enzyme mix (Affymetrix Inc., Santa Clara, CA, USA). 

Library construction, normalisation and sequencing on MiSeq. Library preparation, in the next 
few steps, included fragmentation of each six-locus amplicon pool, fragment end repair and ligation with 
sample-specific indexed adaptors. Equal aliquots of indexed sample-specific libraries were subsequently com
bined into a 900 ul pooled library volume and mixed with 900 ul of the AMPure XP beads (Beckman Coulter, 
Beverly, Massachusetts, USA) to carry out magnetic bead-based library cleanup. Pooled library fragments ranging 
between 650 and 1300 bps in size were subsequently selected on Pippin Prep instrument (Sage Science, Beverly, 
Massachusetts, USA). The concentration of the size selected library was determined on LightCycler 480II (Roche 
Diagnostics, Mannheim, Germany) real-time PCR instrument using KAPA Sybr Fast qPCR Master Mix (KAPA 
Biosystems, Boston, Massachusetts, USA) and DNA standards ranging from 0.02 pM to 20 pM concentrations. 
Prior to sequencing, library was diluted to a 2 nM concentration, loaded on a MiSeq flow cell (Illumina, San 
Diego, CA, USA) and sequenced in a single 500 cycle (V2) paired-end sequencing run. Collected reads were 
exported in fastq format and analysed with the Omixon Twin software v3.0.0. and the IPD-IMGT/HLA database 
Release 3.30.0_5 (November 2017). 

Data analysis. The best matching alleles were selected according to the alignment statistics (described in sec
tion 4.6), and homology to alleles available in the IMGT/HLA 3.30.0_5 database6,7. If more than one allele call was 
available for a specific locus, the ambiguity was resolved by re-analysis of increased number of reads processed 
from the input files. The remaining ambiguous allele calls (presented in Supplementary Table 1) were referenced 
against the "Omixon Holotype HLA and Omixon HLA Twin known product limitations" (missing data on SNPs 
or INDEL variations within the unsequenced 3' UTR, 5' UTR and intron 1/exon 1 regions), and were hence 
reported as ambiguous (i.e. DQB1*06:01:01/15) or up to the third field level only (i.e. DQB1*05:03:01). The 
Common and Well-Documented (CWD) allele catalogue (version 2.O.), and "Rare Allele Detector" tool (www. 
allelefrequencies.net), were used for the identification of rare HLA alleles. Nine out of 120 samples were excluded 
from this study due to Omixon Twin quality control failure. HLA-A, -B, -C, DRB1, -DQA1, -and -DQB1 loci were 
successfully sequenced in all remaining samples (n = 111). 

Quality control (QC) metrics. The Omixon Twin software combines statistical alignment and de novo 
assembly algorithms for robust allele calling. The default minimum number of reads required for reliable locus 
mapping was set at >2500 for class I , and >5000 for class II loci. A read length of 200 bp or greater was a prereq
uisite for passing QC criteria, and together with additional quality metrics (read quality, noise ratio, consensus 
phasing, allele imbalance, crossmapping reads, mismatch count) assured the accuracy and confidence of allele 
assignments. The minimum exon/intron coverage threshold supporting the consensus sequence at the weakest 
position was set at >30 reads. 

Statistics. Allelic frequencies were determined by direct counting. Arlequin version 3.5.2.249 was used 
to calculate expected and observed heterozygosity, exact deviations from Hardy-Weinberg equilibrium (a 
modified version of the Markov-chain random walk algorithm described by Guo and Thomson, 106 steps in 
Markov chain, 105 dememorization steps)50, and maximum-likelihood haplotype frequencies (an iterative 
Expectation-Maximization algorithm, convergence criterion e = 10~7, maximum number of iterations = 1000, 
50 random initial conditions)51. A series of linkage disequilibrium (LD) measures (D' 5 2' 5 3, Wn 5 4) was provided for 
each pair of loci by using the Pypop 0.7.0 software55. The empirical P-values were obtained by permutation testing 
(1000 randomizations). 
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b y N o r d N o r d W e s t , C C B Y - S A 3 . 0 , h t t p s : / / c o m m o n s . w i k i m e d i a . o r g / w / i n d e x . p h p ? c u r i d = 1 9 3 2 0 9 1 1 ( 2 0 1 2 ) . 
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