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Abstrakt

Sarkoid6za patfi mezi multisystémové zanétlivé onemocnéni s neznamou pfi¢inou. Toto
onemocnéni je typické Th1 imunitni odpovédi, pficemz dulezitou roli v jeji patogenezi hraji imu-
nitni buniky a cytokiny. Nedavné studie prokazaly také roli Th1l7 bunék v patogenezi sarkoidézy.
Dosud je vSak velmi malo znamo o molekulach uc€astnicich se Th17 imunitni odpovédi u sarkoi-
dozy a jejich klinickych fenotypl. V prvni &asti diplomové prace byla proto zkoumana mRNA
relativni exprese interleukinu (IL)-23 a jeho receptoru IL-23R v burfikach ziskanych bronchoal-
veolarni lavazi. Tyto molekuly by mély hrat dilezZitou roli ve sméfovani T-lymfocytd do fenotypu
Th17 bunék a v jejich udrzovani a proliferaci. Soubor tvofilo sedmdesat &tyfi pacientd s plicni
sarkoidézou a sedmnact kontrolnich jedinct bez znamek zanétu. Byla pouzita metoda kvantita-
tivni reverzni transkripce-polymerazové fetézové reakce. Relativni exprese mRNA pfislusnych
molekul byla hodnocena metodou druhé derivace s vyuzitim PSBM2 jako referenéniho genu a
cDNA prepsané z lidské univerzalni referenéni RNA jako kalibratoru. Nase studie prokazala
zvysenou mRNA expresi genu pro IL-23 (p=0,002) i jeho receptoru IL-23R (p<0,0001) u pacien-
tl se sarkoidézou oproti kontrolnim jedincim. Pfi srovnani pacientt dle klinického vyvoje one-
mocnéni po dvou letech jsme pozorovali zvy§enou mRNA expresi IL-23R u pacientu s progresi
onemocnéni oproti pacientiim s regresi (p=0,02). V druhé &asti diplomové prace byla studovana
mozna souvislost mezi zvySenou expresi IL-23R u pacientl s progresi a dvéma funkénimi jed-
nonukleotidovymi polymorfismy v tomto genu. Genotypizace polymorfismi zkoumaného genu
IL-23R byla provedena pomoci technologie MassArray a DNA byla ziskana z krve sto osmnacti
pacient(l, u kterych byl znam vyvoj onemocnéni po dvou letech. Alelické i genotypové frekvence
bézné i vzacné alely se neliSily mezi skupinami pacient(l, u kterych doSlo k remisi a progresi
onemocnéni. V této praci jsme potvrdili zvySenou expresi dvou kli¢ovych molekul Th17 imunitni
drahy: IL-23 a IL-23R u plicni sarkoidozy. Exprese IL-23R byla zvySena u progredujici formy
onemocnéni, neprokazali jsme vSak vliv studovanych funkénich polymorfismd na zvySeni mR-
NA exprese. Studium Th17 bunék a molekul asociovanych s Th17 imunitni odpovédi u sarkoi-
doézy bude jisté pfedmétem daliho vyzkumu.
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Abstract

Sarcoidosis belongs among multisystemic inflammatory disease of unknown cause. This dis-
ease is typical for Thl immune response. Important role in this phenotype play immune cells
and cytokines. Recent studies have revealed the role of Th17 cells in sarcoidosis pathogene-
sis but there is limited information about molecules participating in Th17 immune response of
sarcoidosis and its clinical phenotypes. In the first part of master thesis the relative expression
of mRNA of interleukine IL-23 and its receptor IL-23R in cells obtained from bronchoalveolar
lavage was studied. These molecules are suggested to play an important role in the develop-
ment of T-lymphocytes into Th17 cell phenotypes, their maintenance and proliferation. The
data were collected from 74 patients with lung sarcoidosis and 17 control subjects without
inflammation. Quantitative reverse transcription — polymerase chain reaction was performed.
The relative mRNA expression of studied molecules was quantified by second derivate meth-
od using PSMB2 as a reference gene and cDNA transcripted from human universal reference
RNA as a calibrator. Our study revealed higher mRNA expression for IL-23 gene (p=0.002)
and its receptor IL-23R (p<0.0001) in sarcoidosis patients when compared to control subjects.
We observed higher IL-23R mRNA expression in patients after 2-year sarcoidosis with pro-
gression in comparison with regression (p=0.002). The possible correlation between higher IL-
23R expression in patients with progression and two functional single-nucleotide polymor-
phisms in this gene was studied in the second part of master thesis. Genotypization of IL-23R
polymorphism was performed by MassArray technology. DNA was obtained from peripheral
blood of 118 patients with 2-year sarcoidosis. The distribution of allele and genotype frequen-
cies did not differ between our remitting and progressing patients. In conclusion we confirmed
higher expression of two key molecules of Th17 immune pathway: IL-23 and IL-23R in lung
sarcoidosis. The expression of IL-23R was higher in the progression form of disease, but we
did not prove the influence of studied functional polymorphism on stimulation of the mRNA
expression. The study of Th17 cells and molecules associated with Th17 immune responses
in sarcoidosis will be the case of future studies.
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1 Cile prace

zpracovani literarni reSerSe zabyvajici se tématy sarkoidoza a role imunitnich

bunék a klic¢ovych cytokinu v jeji imunopatogenezi

¢ studium mRNA exprese genu pro interleukin 23 a jeho receptoru IL-23R pomaoci
kvantitativni RT-PCR v bunikach bronchoalveolarni lavaze u pacientl s plicni
sarkoidézou

e porovnani exprese u podskupin pacientl dle klinického fenotypu (vyvoj one-
mocnéni po dvou letech, rentgenologické stadium, pfitomnost akutni formy-
Lofgrendv syndrom)

e genotypizace funkénich polymorfismU IL-23R u pacientl se sarkoidézou s ruz-

nym klinickym pridbéhem nemoci a jejich asociace s mRNA expresi



2 Uvod

Sarkoiddza je fazena mezi multisystémové zanétlivé onemocnéni s neznamou
pFiCinou. NejCastéji byvaji postizeny plice, ale setkdvame se i s mimoplicnimi projevy
(jatra, dychaci ustroji, slezina, oci, klize, nervova soustava a srdce). Pfi onemocnéni se
tvofi granulomy, proto se sarkoidéza fadi mezi granulomatézni choroby. Incidence se
v riiznych populacich li§i, pfedevsim v zavislosti na rase. V Ceské Republice je inci-
dence tohoto onemocnéni 3,1 pfipadd/100 000 obyvatel a prevalence okolo 70 pfipa-
d/100 000 obyvatel.

Sarkoiddza je povazovana za typické Th1 imunitni onemocnéni. V alveolitické
fazi dochazi k akumulaci T-lymfocytl a aktivovanych makrofagli a nasledné vzniku
granulomy. Sarkoidéza je komplexni onemocnéni, pfiCemz v imunopatogenezi hraji
dilezitou roli jak vnéjsi faktory, tak i geneticka predispozice. Nedavna studie prokazala,
Ze v imunopatogenezi plicni sarkoidézy hraje roli i Th17 imunitni odpovéd. Pfedpokla-
da se, Zze Th17 bunky se podili na alveolitidé, tvorbé& granulomd, ale zejména
na progresi k zavaznéjsim formam onemocnéni. Dosud v3ak nebyly popsany expresni
profily kliCovych molekul podilejicich se na Th17 imunitni odpovédi u sarkoidozy a je-
jich klinickych fenotypu.

Diplomova prace se zabyva studiem expresniho profilu kliCovych molekul, inter-
leukinu (IL)-23 a jeho receptoru IL-23R, u€astnicich se Th17 imunitni odpovédi. Sledo-
vali jsme expresni profily v bufikach ziskanych bronchoalveolarni lavazi u souboru pa-
cientd se sarkoidézou. Kontrolni skupinu tvofili pacienti bez znamek zanétu a
s normalnim buné&nym profilem bronchoalveolarni tekutiny. Dale jsme studovali rozdily
v expresnich profilech u podskupin pacientt s riznymi klinickymi fenotypy se zvlastnim
zaméfenim na vyvoj onemocnéni po dvou letech. V druhé €asti studie jsme provedli
genotypizaci dvou funkénich polymorfismd v genu pro IL-23R a sledovali jeho vliv na
genovou expresi tohoto receptoru. Znalost molekul podilejicich se na imunopatogenezi
sarkoidézy a zejména na progresi k prognosticky hor§im formam by mohlo vést k navr-

hu novych Ié€ebnych pfistupu.



3 Teoreticka cast

3.1 Sarkoidoza

Sarkoiddza je multisystémové granulomatézni onemocnéni s neznamou pfici-
nou. Nejcastéji byvaji postizeny plice, ale s projevy sarkoidézy se mizeme setkat
témér v kazdé tkani (dychaci ustroji, slezina, oci, klize, nervova soustava a srdce).
V prvni fazi onemocnéni dochazi k akumulaci T-lymfocyti a aktivovanych makrofagu
v postizenych tkanich (Nunes et al., 2007; Fischer et al., 2011, Kolek, 2007). V dalSi
fazi onemocnéni se tvofi granulomy, coz jsou loZiska v tkani, v nichZ dochazi ke shluku
bunék imunitniho systému reagujicich na neznamy podnét. Granulomy jsou velice ma-
& a mohou byt sledovany pouze pod mikroskopem (Kolek, 2007; Nunes et al., 2007).

Projevy sarkoidézy nemuseji byt zpoCatku pozorovany, pfipadné potom souvi-
seji pfimo s mistem postiZzeni urcité tkané (organu). Nejvice pfevazuje postizeni dy-
chaciho systému, konkrétné plic a nitrohrudnich uzlin. Sarkoidéza se vyskytuje Castéji
u zen, postihuje nemocné mladého a stfedniho véku a pfedevSim nekuraky (Kolek,
2007; Nunes et al., 2007).

Pfiznaky v plicich se nejprve projevuji zvétSenim plicnich miznich uzlin. Tyto
uzliny se nachazi v misté vyusténi trubicovitych pradusek do plic a jsou tak hluboko, ze
je nemizeme nahmatat. Uzliny mohou dosahnout pomérné velké velikosti a utlacit pli-
ce. Clovék zadne byt dusny a ma suchy kasel. Proces se poté presune z uzlin do plic.
K tomu nastoupi horecky a celkova unava. Jsou to pfiznaky podobné atypickému za-
palu plic (Lynch et al., 2005).

Podle pfiznaku a délky onemocnéni muzeme sarkoidézu rozdélit do tfi forem.
Asymptomaticka forma sarkoidézy nemusi vyzadovat l1é¢bu. Je to takova forma, kdy se
postizeni, nejCastéji nitrohrudnich lymfatickych uzlin, nemusi klinicky projevit a jedna se
o nahodny rentgenologicky nalez. Upinym opakem je forma s akutnim prib&hem a s
pfiznaky infekéniho onemocnéni, tzv. Léfgrentv syndrom. Pacienti trpi horeckou, bo-
lestmi v krku, bolestmi svalu a otoky kolem kotnik(, na nohach se objevi kozni vysev
zvany nodozni erytém, dojde ke zvétSeni nitrohrudnich uzlin a tuberkulinovy test (slou-
Zici k prukazu tuberkuldzy) je negativni. Posledni pribéhovou variantou sarkoidézy je
chronicka forma, za kterou je obvykle povazovan stav trvajici alespon dva roky, i kdyz
je Casto velmi obtizné stanovit po¢atek onemocnéni. Pribéh nemoci je pozvolny a pfi-
davaji se postizeni i jinych organti. Onemocnéni vyzaduje lé¢bu kortikoidy a prognéza

Vv,

Podle rentgenologického nalezu je sarkoiddza délena do Ctyf stadii. V prvnim
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stadiu jsou postiZzeny pouze nitrohrudni uzliny, které jsou napadné a oboustranné zvét-
Seny. V druhém stadiu mizeme pozorovat stale zvétSené uzliny, ale méné nez dfive, a
jsou postizeny i plice. Ve tfetim stadiu jsou jiZz postizeny pouze plice a ve &tvrtém sta-
diu dojde ke vzniku fibréozy (nahrazovani plicni tkané vazivem). Mezi Casté pfiznaky
patfi obvykle suchy kasel, dusnost, unava, nékdy i nechutenstvi a ztrata vahy. Pfiznaky
zaleZi na formé, kterou dany pacient prodélava (Lynch et al., 2005).

Mezi dal$i sarkoidézou postizené organy mohou patfit dychaci ustroji, slezina,
odi, klize, nervova soustava a srdce, ale v ramci své diplomové prace se budu zabyvat

pouze plicni sarkoidézou.

3.2 Historie sarkoidozy

V Anglii byly poprvé pozorovany pfiznaky sarkoidézy v roce 1869. Délnik, kte-
rému bylo 58 let, navstivil Iékafe J. Hutchinsona a stézoval si na rizové skvrny na no-
hach, rukach a na obli€eji (Obr. 1). Tento stav trval dva roky, pfiemz pacient netrpél
bolestmi. Hutchinson nejdfive konstatoval, ze potize souvisi s onemocnénim dna.
AvsSak objevilo se vice pacientl s témito pfiznaky a Hutchinson nazval toto onemocné-
ni , forma kozniho onemocnéni, které doposud uniklo zvlastnimu uznani (Hutchinson,
1877; Sharma, 2005).

Obrazek 1: J. Hutchinson a prvni pacient s koznim postizenim (pfevzato
z Hutchinson, 1877).

Hutchinson navstivil v roce 1869 Oslo a seSel se s W. Bidenkapem a C. W. Bo-
eckem. Ti mu ukazali skupinu pacientd, v niz byl jeden muz, namornik, ktery mél stejné
pfiznaky jako jiz zminény délnik v Anglii, ale netrpél onemocnénim dna. Boeck poprvé
pouzil termin ,sarkoid“, protoZze se onemocnéni podobalo zhoubnému nadoru, ktery

-11 -



v8ak byl benigni. Tésné pfed svou smrti Boeck publikoval €lanek o dvaceti &tyfech pa-
cientech postizenych sarkoidézou. Néktefi nemocni méli i postizené plice, spojivky,
kosti, lymfatické uzliny, slezinu a nosni sliznici. To znamena, Ze choroba, ktera zacala
jako zvlastni kozni onemocnéni v Londyné, se stala multisystémovym onemocnénim
v Oslu (Sharma, 2005).

J. Schaumann, Svédsky lékaf, zménil termin maligni granulomy na benigni lym-
fatické granulomy (Sharma, 2005).

Dal$i velice dulezitou osobnosti v souvislosti se sarkoidézou byl S. Léfgren, kte-
ry se narodil ve Stockholmu. Jeho studie ukazala, Ze s onemocnénim muze souviset
zanét v podkozi a nespecifické onemocnéni miznich uzlin. Spole¢né s vysledkem
Z biopsie jater konstatoval, Ze se jedna o akutni formu sarkoidozy. Proto je dnes kom-
binace kozniho postizeni s postizenim uzlin oznacovano jako LofgrenGv syndrom. Na
prvni mezinarodni konferenci v Londyné, v roce 1958, tvrdil, ze sarkoid6za neni po-
dobné onemocnéni jako tuberkuléza a pfiinou jsou viry. Také popsal sarkoiddzu led-
vin, biopsii prokazal granulomy a zjistil, ze nemocni maji abnormalni metabolismus
vapniku (Sharma, 2005).

V roce 1960 byla uspofadana konference, jejimz mistem konani byl Washing-
ton. Ugastnici Chapman, Nelson, Michael, During a Siltzbach, ktery konferenci pofadal,
zverejnili souvislost angiotensinu konvertujicino enzymu se sarkoidézou. Enzym byl
oznacen jako biochemicky marker akutni sarkoidézy. Siltzbach také zavedl tzv. Kvei-
muv test a potvrdil jeho Gc€innost ve své studii. Kweimlv test, nékdy také nazyvan
Kweimuv-Siltzbach(v test, byl popsan v roce 1941 a pouzival se pro diagnostiku sarko-
idozy. DalSimi velice dulezitymi pokroky byly snimani pomoci gallia a analyza broncho-

alveolarni lavaze (Sharma, 2005).

3.3 Plicni forma sarkoidozy

U 90% pacientl postizenych sarkoidézou dochazi k postizeni plic. Plicni forma
sarkoidozy se déli na asymptomatickou, akutni a chronickou. Chronicky stav nastava,
pokud onemocnéni trva alespor dva roky, ale vétSinou je velice obtizné urcCit poCatecni
stadium nemoci. BEéhem tohoto stavu je prub&h nemoci pozvolny. Mezi objevujici se
pfiznaky patfi dusnost, suchy kaSel a bolesti na hrudniku. Poté mohou nastoupit i jiné
akutni (Kolek, 2007; Lynch et al., 2005).

Akutni forma je charakteristicka tzv. Lofgrenovym syndromem (LS). LS se €as-

t&ji vyskytuje u Zen a projevuje se zvétSenim miznich uzlin v oblasti plicnich hild (mista
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na vnitfni strané plic, kudy do plic vstupuji pridusky a cévy) a objevenim se kulatych
zarudlych skvrn na kuzi. Pacient muze trpét horeCkami, bolestmi v krku a svall a otoky
kolem kotnikd. Diagnéza syndromu se stanovuje na zakladé kozniho vySetfeni, rent-
genu plic a negativniho tuberkulinového testu (Lynch et al., 2005; Kolek, 2007; Nunes
et al., 2007; Jansen et al., 2005).

3.3.1 Epidemiologie

Sarkoiddza se vyskytuje celosvétové. Je to onemocnéni, které postihuje obé
pohlavi, vSechny rasy, vSechny vékové skupiny a nejCastéji dospélé Zeny mladsi &tyfi-
cet let. Vrchol vyskytu je patrny mezi dvaceti az padesati osmi lety Zivota. Dédi¢na pre-
dispozice se vyskytuje asi u 4 % pFipadu. Mezi nemocnymi je pouze velice malé pro-
cento kuraka.

Sarkoiddza je fazena jako druhé nej¢astéjsi intersticialni plicni onemocnéni. In-
cidence (pocet nové vzniklych pfipadl dané nemoci ve vybrané populaci za urcité ¢a-
sové obdobi) se v riznych populacich lisi, pfedevSim v zavislosti na rase. VyS$Si inci-
dence je zaznamenana v severskych zemich (az 14/100 000 obyvatel ve Svédsku),
niz8i incidence je v USA (6,3/100 000; Thomeer et al., 2005). Ve Velké Britanii a Ja-
ponsku je incidence 3/100 000 (Thomeer et al., 2005). NizS§i vyskyt v tropickych zemich
je spojovan s vy88im vyskytem tuberkulézy. V Ceské Republice je incidence 3,1/100
000 (Kolek, 2007). K poklesu doSlo, kdyz byla zruSena preventivni skiagrafie, nebot
pfestala byt detekovana |. stadia nemoci. Prevalence (udava pomér poctu vSech exis-
tujicich pfipadd daného onemocnéni k poctu obyvatel v dané lokalité ve sledovaném
Casovém obdobi) sarkoidozy klesa mezi 6-213/100 000 obyvatel a je také zavisla na

rase a pohlavi. U nas je prevalence pfes 70/100 000 obyvatel (Kolek, 2007).

3.3.2 Etiologie

Etiologie sarkoidézy je dosud neznama. Mezi kandidatni vyvolavaci agens fa-
dime bakterie, organické nebo anorganické latky, které mohou spoustét sarkoidézu u

geneticky predisponovanych jedincl (Obr. 2).

Mezi mozné pfi€iny a spoustéée mohou patfit:
e bakterie — Mycobacterium tuberculosis, Propionibacterium acnes, Borrelia burgdor-
feri, Mycoplasma, virus Epstein-Barroveé, Chlamydophila pneumoniae, Rickettsia

helvetica
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e organické latky — borovicovy pyl, $krob
e anorganické latky — hlinik, kfemik, zirkonium, mineraini vlakna, silikon, jil (Newman
2005; Kolek, 2007).

MICROBES
ORGANIC AGENTS
NN Trivaere ® +——— INORGANIC AGENTS
L 4 Antigens
Environmental l

Factors Innate Immune

Response

TCR MHC
Genetic |0 +
Susceptibility./
TNFa Adaptive Immune
. Response
Host Factors
Antigen Clearance e,
»7 TGFp TGRp e, .
Remission Chronic, Fibrotic

wrw

Obrazek 2: Pri¢iny vzniku sarkoidézy. Pri¢iny vzniku sarkoidézy nejsou dosud ob-
jasnéné. Pfedpoklada se, Ze bakterie, organické nebo anorganické latky mohou spous-
tét sarkoiddozu u geneticky predisponovanych jedincl. Antigen je prezentovan na po-
vrchu bunék a kaskadou reakci dochazi k tvorbé prozanétlivych cytokinu (pfevzato z
Morgenthau et al., 2011).

Sarkoid6za je onemocnéni typické Th1 imunitni reakci s charakteristickou aku-
mulaci CD4+ Th1 T-lymfocytl a aktivovanych makrofagu v misté postizeni. Zanétlivé
buniky exprimuji cytokiny: IL-12 (Moller et al., 1996), IL-18 (Shigehara et al., 2000),
interferon y (INFy; Robinson et al., 1985), tumor nekrotizujici faktor a (TNFa; Spatafora
et al., 1989) a chemokiny: CCL5 (Petfek et al., 2000), CXCR3 (Lewis et al., 2003),
CXCR6 (Agostini et al., 2005) a jejich receptory. Sou€asny vyzkum také poukazuje na
dllezitou roli Thl7 bunék v rozvoji granulomatézni a alveolitické faze onemocnéni a

také v progresi onemocnéni k fibréze (Fischer et al., 2011, Facco et al., 2011).

3.3.3 Patogeneze

3.3.3.1 Lymfocyty

Dvé zakladni linie pro vyvoj bunék, myeloidni a lymfoidni, vznikaji z kmenové
buriky. Myeloidni linie dava vzniku monocytliim a tfem druhim granulocytdm: neutrofily,
-14 -



eozinofily a bazofily. Do této vyvojoveé fady patfi také dendritické buriky. NK (pfirozené
cytotoxické) buriky, lymfocyty B a T se diferencuji z lymfoidni linie. B-lymfocyty se vyvi-
jeji u lidi v kostni dfeni a vyvoj je dokonéen po setkani s antigenem v sekundarnich
lymfoidnich organech (uzliny, slezina, Payerovy plaky). Plazmatické buriky, které pro-
dukuji protilatky, jsou koneénym diferenciacnim stadiem B-lymfocytl. Z monocytl vzni-
kaji makrofagy, které jsou schopné fagocytdézy a hraji dulezitou roli u sarkoidozy.
K obnové populace makrofagl v plicich dochazi pfisunem monocytt z periferni krve
(HofrejSi et al., 2010).

Hlavni ¢ast vyvoje T-lymfocytl probiha v brzliku, ale nékteré subpopulace se
mohou diferencovat mimo brzlik. V brzliku vznikaji dvé hlavni fenotypicky odliSné sub-
populace a oznaduji se jako prekurzory pomocnych T bunék (Th, Obr. 3) a prekurzory
cytotoxickych T bunék (Tc). Th bufky maji na svém povrchu receptor zvany CD4+ a Tc
bunky maji misto receptoru CD4+ receptor CD8+. Cytotoxické lymfocyty niCi burky
vlastniho téla, které jim prezentuji cizorody antigen a tim brani rozSifovani infekce.
Pomocné lymfocyty produkuji fadu cytokind, coz jsou proteiny sekretované leukocyty a
jinymi burikami, které pusobi prostfednictvim specifickych receptorl na rizné buriky
imunitniho systému i mimo né&j (Hofejsi et al., 2009). Cytokiny stimuluji dalSi buriky
k zasahu proti patogenu. Reakce organizmu na pfitomnost antigenu je vZdy souborem
dil€ich reakci a vysledkem vzajemnych interakci mezi jednotlivymi bufikami imunitniho
systému (Vacha et al., 2010; Hofejsi et al., 2009; Jilek, 2005).

@ kmenova burika
myeloidni
prekursor / \
lymfoidni
Srmsa

megakaryocyt progenitor

trombocyty

& (¢ PO
O OO

/ \ neutrofil

° -+ +
dendriticka makrofag B8 | 804
burika
plazmocyt
zralé S,
efektory &
A A N

Obrazek 3: Vyvoj bunék (pifevzato z Hofejsi et al., 2009).
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T-lymfocyty nejsou schopny reagovat s antigenem pfimo jako B-lymfocyty a ke
své stimulaci potiebuji tzv. antigen prezentujici buriky (APC). APC jsou buriky vlastniho
téla, pfedevsim makrofagy, dendritické buriky a B-lymfocyty, které jsou schopné fago-
cytoézy. Hlavni funkci APC je rozklad &astic, které pohlti ze svého okoli, na kratké poly-
peptidické sekvence. Dulezitou soucasti APC jsou MHC molekuly (major histocompati-
bility complex), které se vyskytuji na jejich membranach. MHC molekuly jsou unikatni
bilkovinné struktury pfitomné na povrchu vSech jadernych bunék organizmu. Komplex
tvofeny MHC, antigenem a APC bunkou je schopen aktivovat pfislusny T-lymfocyt
(Obr. 4, Vacha et al., 2010).

& Antigen

Klonalni
expanze
T-lymfocyt 8{)
e - ")
> <O
Antigen Komplex
prezentujici MHC-
bunka antigen

Obrazek 4: Stimulace T lymfocytu. Antigen je fagocytovan APC burikou, rozloZzen a
jeho Cast se navaze na MHC protein. Cely komplex specificky stimuluje T-lymfocyt,
ktery se déli a produkuje cytokiny (pfevzato z Vacha et al., 2010).

3.3.3.1.1 Th17 lymfocyty

V roce 1986 byly poprvé popsany dvé skupiny pomocnych T-lymfocytd, a to
Th1 a Th2 buriky (Mosmann et al., 1986). Kazda skupina téchto T-lymfocytl je charak-
teristicka sekreci specifickych cytokind. Th1 lymfocyty produkuji IL-2, INFy a TNF( a
jsou dulezité zejména v zasahu proti intracelularnim patogenum, napf. virm a bakteri-
im. Vznik Th1 bunék je zavisly na pfitomnosti IL-12 a transkrip&niho faktoru T-bet (Ce-
sare et al., 2009). Druhou skupinou jsou Th2 lymfocyty sekretujici IL-4, 5 a 13 a hraji
dllezitou roli v imunitni odpovédi proti parazitlim, pomahaji aktivovat B-lymfocyty a
vznikaji pfi alergické odpovédi (Mosmann et al., 1996; Boniface et al., 2008; Obr. 5).
Regulatory Th2 bunék jsou IL-4 a transkrip&ni faktor GATAS3 (Cesare et al., 2009). Mezi
dalSi dulezité skupiny T-lymfocyta patfi Treg a Th17 lymfocyty. Treg buriky maiji za ukol

potlaovat imunitni reakce a skupina Th17 lymfocytl bude popsana podrobnéiji.
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Fenotypicka skupina T-lymfocytd produkujicich IL-17 se nazyva Th17 a podpo-
ruje akutni zanét. V roce 1995 bylo poprvé publikovano, ze Th lymfocyty jsou schopné
produkovat tento interleukin, jehoz puavodni nazev byl CTLA8 (cytotoxic T-lymphocyte
associated antigen 8; Rouvier et al., 1993). Bylo také dokazano, Ze tvorba IL-17 probi-
ha nezavisle na pomocnych Th1 a Th2 lymfocytech (Yao et al., 1995; Obr. 5).

IL-23 receptor

=

GITR®P? cTLA-4

>

Obrazek 5: Diferenciace naivnhich CD4+ bunék do fenotypu Th17 za pfitomnosti
aktivatora TGF-B, IL-6, IL-1, IL-21, RORyT, STAT3 a IL-23 (pfevzato z Cesare et al.,
2009).

Transkripéni faktory, které jsou nutné pro vyvoj Th17 bunék, se nazyvaji
RORyT (retinoic orphan receptor yT) a STAT3 (signal transducer and activator of
transcription 3; Ivanov et al., 2007a; Judson et al., 2011). Na svém povrchu burnky ex-
primuji receptor pro transformacni ristovy faktor f (TGF-BR), receptor pro IL-6, IL-23,
IL-21 a také chemokinové receptory CCR4 a CCR6 (Lane et al., 2010; Obr. 6).

Vznik Th17 bunék je rovnéz zavisly na pfitomnosti fady cytokinl, napf. trans-
formacéniho rastového faktoru B (TGF-B) a IL-6 (Mangan et al., 2006; Ivanov et al.,
2007b). Spole¢né s transkripénim faktorem STAT3 indukuji expresi IL-21, ktery je po-

tfebny pro diferenciaci bunék do fenotypu Th17. Kaskada reakci dale vyzaduje tran-
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skripéni faktory STAT3 a RORYT, které stimuluji expresi receptoru pro IL-23. TGF-(3 je
uvolhovan dendritickymi bufikami, makrofagy a Treg bufikami a spole¢né s IL-23 zesi-
luje expresi RORYT a produkci IL-17 (Akdis et al., 2011). Diferenciace do fenotypl Th1
a Th2 je diky tomuto rdstovému faktoru inhibovana a je podpofen vznik Th17 bunék a

uvolnéni prozanétlivych cytokinu.

IL-23R

TGFBRII 117,

TNFa

o ®e .:
*o> 0 L X d ® IL-22
(=) Y = ..

Obrazek 6: Schematické znazornéni Th17 lymfocyta: dllezité receptory na po-
vrchu Th17 bunék, transkripéni faktor RORyt a produkované cytokiny Th17 bun-
kami (pfevzato z Lane et al., 2010).

3.3.3.2 Interleukin 23 (IL-23) a jeho receptor (IL-23R)

Interleukiny patfi do skupiny cytokinl, které se podileji na regulaci imunitnich
déju. Z biochemického hlediska jsou to proteiny a fadime je do nékolika skupin neboli
rodin. Interleukiny jsou latky produkované leukocyty, ale i dalsimi burfikami jako napf.
makrofagy, B a T-lymfocyty, dendritickymi burikami, které reguluji jejich vzdjemné in-
terakce (Hofejsi et al., 2009).

IL-23 byl objeven v roce 2000 (Oppmann et al., 2000) a patfi do rodiny interleu-
kini Cislo 12. Nejdfive byl identifikovan novy protein IL-23p19, ktery nemél Zadnou
biologickou aktivitu. Bylo zjisténo, Ze pokud je protein ve spojeni s podjednotkou IL-
12p40 pomoci disulfidickych mustku, vytvafi aktivni heterodimerni cytokin, ktery byl
nazvan IL-23. Tento interleukin je exprimovan u mysi, u lidskych monocytd, makrofagu,
dendritickych bunék, T bunék, B bunék a endothelialnich bunék v periférnich tkanich
(kGze, plice a stfevni sliznice; Oppmann et al., 2000, Pirhonen et al., 2002; Tang et al.,
2011). Diky IL-23 mohou Th17 buriky pfezivat a fungovat (Cesare et al., 2009).
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IL-23 je tvofen podjednotkou IL-23p19, ktera ma molekulovou hmotnost 19 000
a podjednotkou IL-12p40 s molekulovou hmotnosti 40 000. IL-23p19 podjednotka je
produkovana APC burikami, T bufikami a endotelialnimi bufikami. Jeji gen je umistén
na dvanactém chromozomu a sklada se ze ¢tyf exonu a tfi intrond. Tvorba podjednotky
IL-12p40 je fizena pouze APC burikami, mezi néz patfi monocyty, makrofagy a dendri-
tické bunky a obsahuje osm exonl a sedm intronU a jeji kodujici gen je na prvnim
chromozomu (Tang et al., 2011). Usporadani podjednotek do aktivniho komplexu IL-23
vyzaduje syntézu obou &asti v ramci jedné buriky (Vosse et al., 2003; Langrish et al.,
2004). I1L-23 se spolecné s IL-12 vaze na IL-12RB1 receptor T bunék a NK bunék pfes
IL-12p40 podjednotku. Podjednotka IL-12p40 je tedy sdilena spole¢né s IL-12 (Torti et
al., 2007).

IL-23 se vaze na receptorovy komplex skladajici se z IL-12RB1 a IL-23R pod-
jednotek (Parham et al., 2002, Obr. 7). Podjednotka IL-23R, ktera vaze IL-23p19, se
sklada z extracelularni N-terminalni domény a dvou cytokinovych receptorovych do-
mén. Druha podjednotka IL12RB1 obsahuje tfi membranové-proximalni domény fibro-
nektinového typu Ill a dvé cytokinové receptorové domeény, které interaguji s IL-12/IL-
23p40 (Vosse et al.,, 2003). Obé podjednotky maji extracelularni vazebnou domeénu,
transmembranovou doménu a cytoplazmatickou (intracelularni) doménu, ktera obsahu-
je dvé oblasti, na které se vazou protein-tyrosinové kinasy Jak (Janus kinase) rodiny
(Bacon et al., 1995; Gubler et al., 1996). Po agregaci receptoru vyvolané vazbou li-
gandu se tyto kinasy za¢nou vzajemné fosforylovat a tim aktivovat. Poté aktivované
kinasy fosforyluji cytoplazmatické proteiny zvané STAT, které dimerizuji a pfechazeji
do jadra, kde plsobi jako transkrip&ni faktory.

Po nasednuti ligandu (cytokinu) IL-23 na receptor dojde tedy k aktivaci Jak-
STAT (Janus kinase — signal transducer and activator of transcription) drahy. Obé
podjednotky, IL-12RB1 a IL-23R, postradaji vnitfni signalni aktivitu, a proto jsou propo-
jeny s vnitrobuné€nymi proteiny, aby mohla byt spusténa signalni draha. 1L-23RB1 se
vaze na proteiny rodiny Jak nazyvané Tyk2, zatimco IL-23R se spojuje s Jak2 (Zou et
al., 1997, Parham et al., 2002). Jak2 fosforyluje tyrosinové zbytky umisténé na vniti-
nich doménach receptorovych podjednotek. Tyto fosforylované zbytky slouzi k pfenosu
signalu a aktivaci transkrip&nich molekul (STAT3), které se také fosforyluji. Fosforylo-
vané STAT3 proteiny dimerizuji a pfesouvaji se do jadra, aby doslo k transkripci urci-
tych cytokinu jako IL17A, IL17F, IL22 a INFy. STAT3 hraje hlavni roli v signaini draze
interleukinu 23 (Obr. 7; Cesare et al., 2009).
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Obrazek 7: Signalni draha IL-23. IL-23 je heterodimerni cytokin skladajici se
z podjednotek pl19 a p40. Tyto podjednotky se vazou na receptorovy komplex IL-23R
obsahujici podjednotky IL-12RB1a IL-23R, které jsou spojeny s proteiny Jak rodiny,
Tyk2 a Jak2. Dojde k pfenosu signalu a k transkripci cytokint (pfevzato z Cesare et al.,
2009).

-20-



3.4 Diagnostické postupy u sarkoidézy

Pfi stanoveni diagndzy zalezi na klinickém obrazu, histologickém prikazu gra-
nulomd a sou€asném vylouceni jinych onemocnéni s podobnym klinickym i histologic-
kym obrazem. Je dulezité potvrdit diagnézu, stanovit rozsah organového postizeni a

posoudit aktivitu onemocnéni.

3.4.1 Skiagram hrudniku

Zakladnim vySetienim nejenom pro uréeni diagndzy, ale i stadia nemoci, je ski-

agram hrudniku. Podle nalezu na skiagramu fadime nemocné do Ctyf stadii (Tab. 1)

Tabulka 1: RTG stadia u plicni sarkoidozy

RTG stadium forma postizeni procentualni zastoupeni
vyskytu
I postizeni nitrohrudnich 50%
uzlin
II postizeni nitrohrudnich 25-30%

uzlin a plic

IIT postizeni plic 10-12%

o

v plicni fibréza 5

Stadium I: Stadium | je oznaCovano jako bilateralni hilova lymfadenopatie
(zvétSeni lymfatickych uzlin) a spociva v symetrickém zvétSeni hilovych lymfatickych
uzlin o priméru az 3 cm. Na skiagramu jsou patrné lymfatické uzliny. Pfi pfechodu do
chronické formy se nékdy objevuiji kalcifikace uzlin, které mohou mit i skofapkovity cha-
rakter. Asymetrické nebo jednostranné postizeni lymfatickych uzlin neni tak ¢asté (Obr.
8; Kolek, 2007; Lynch et al., 2005).

Stadium Il: Pri této fazi postizeni pretrvava bilateralni hilova lymfadenopatie,
navic v8ak dochazi k postiZzeni plicniho parenchymu (Obr. 8). Obvykle se jedna o sy-
metrickou tvorbu granulomu. Vyskytuje se velké mnozstvi drobnych loZisek o velikosti
do 2 mm, ale mohou se také objevovat i menSi infiltraty nebo uzly nad 5 mm. Kdyz
dochazi ke zménam v plicnim parenchymu a k postupnému zmensovani zvétSenych
miznich uzlin, mizeme nékdy zaznamenat pfechod ze stadia | do stadia Il. Hovofi se
o ,utéku do plic* (Kolek, 2007; Lynch et al., 2005).
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Obrazek 8: Zobrazeni stadia | (A - bilateralni hilova lymfadenopatie) a Il (B - bilateral-
ni hilova lymfadenopatie a plice s infiltraty, pfevzato z Lynch et al., 2005).

Obrazek 9: Zobrazeni stadia Il (postizeni plicniho parenchymu) a IV (fibréza, Lynch
et al., 2005).

Stadium llI: Typické pro toto stadium jsou zmény v plicnim parenchymu, bez
vyrazngéjsich fibréznich zmén. Na skiagramu hrudniku nejsou znamky zvétSeni lymfa-
tickych uzlin (Obr. 9; Lynch et al., 2005).

Stadium IV: Zmény v plicnim parenchymu maji charakter plicni fibrézy. Docha-
zi k rozsSifeni mediastina (prostor v hrudni dutiné mezi pravou a levou plici), tvorbé bul,
splyvavych zastinéni a prddusky jsou abnormalné rozSifeny (Obr. 9; Kolek, 2007;
Lynch et al., 2005).

U 5-15% pfipadl se setkdvame s tzv. mimoplicni formou sarkoidézy (Kolek,
2007; Lynch et al., 2005).
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Mezi dalSi zobrazovaci vySetfovaci metody patfi vypocetni tomografie, sonogra-
fické vySetfeni a magneticka rezonance. Vypocetni tomografie s vysokou rozliSovaci
schopnosti (high resolution computed tomography — HRCT) pfedstavuje jedno
z rozhodujicich vySetfeni pfi plicni lokalizaci sarkoidézy. Toto vySetfeni umoZiuje
s vysokou pravdépodobnosti posouzeni aktivity a také rozliSeni stadii Ill a IV. Pomoci
HRCT muzeme zobrazit vSechny uzliny v mediastinu, z nichz nékteré nejsou patrné na
skiagramu hrudniku. Reverzibilnim projevem v plicnim parenchymu jsou nodulace
(granulomy), ulozené hlavné podél lymfatickych cév (Kolek, 2007; Lynch et al., 2005).
Sonografické vySetfeni muze byt vyuzivavano k ovéreni zvétSeni a lokalizaci krénich
lymfatickych uzlin. Dale maze byt vySetfovano bficho (napf. postizeni parenchymu led-
vin sarkoiddzou). VysSetfeni pomoci magnetické rezonance se vyuziva predev§im pfi
podezieni na neurosarkoidézu (mozek, micha, opticky nerv) a umoznuje presnéjsi po-
souzeni sarkoiddzy pohybového ustroji, napf. postizeni kosti, kloubtu a svall (Kolek
2007).

3.4.2 Funkéni vysetreni plic

Do této skupiny fadime vySetieni difuzni kapacity plic a plicni ventilace.
VySetieni difuzni kapacity plic patfi mezi nejcitlivéjsi klinicky vyuzivanou vySetfovaci
metodu pro posouzeni funkéniho postizeni u sarkoidézy. Az u 60 % pacientd se
nachazi snizeni plicni difuze a to v&etné stadia | (Kolek, 2007).

Vysetfeni plicni ventilace zobrazuje restrikni poruchu se snizenim vitalni kapa-
city. | pfi pomérné rozsahlém radiologickém nalezu vSak nemusi k tomuto snizeni nut-
né dojit. U stadia | vétSinou nedochazi ke zméné vitalni kapacity. U stadii I, 1ll a IV

byva snizena az v 70 % pfipadech (Kolek 2007).

3.5 Bronchoskopie a bronchoalveolarni lavaz

3.5.1 Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

Bronchoalveolarni lavaz je velice dulezitym biologickym materidlem, ktery odra-
Zi veSkeré déje v plicich. U nékterych pacientd muze byt bronchoskopicky nalez na
sliznicich zcela normalni, ale velice Casto se v hlavnich bronSich nachazeji nazloutlé
uzliky na bronchialni sliznici — granulomy.
BAL je materialem pro analyzu bunécného obsahu dolnich dychacich cest a al-
veolu, vySetfeni nebunécnych slozek ma pouze vyzkumny vyznam. Jedna se o metodu
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nenaroc¢nou, Setrnou, bezpecnou a opakovatelnou, proto je provedeni BAL ¢asto
vhodné pro posouzeni aktivity onemocnéni a uréeni odpovédi na IéEbu. VSeobecnou
indikaci jsou intersticialni nebo difuzni plicni procesy.

Odbér se provadi vétSinou ze stfedniho laloku nebo linguly (¢ast levého plicniho
horniho laloku) a provadi se nejCastéji na bronchoskopickém salku (Obr. 10). VySetieni
se provadi bronchoskopem (Obr. 11) a vyplachovou tekutinou je 100-300 ml fyziolo-
gického roztoku (0,9% roztok NacCl), ktery je zahfaty na 37 °C. Bal se provadi z té ob-
lasti bronchialniho stromu, ktera ventiluje nejvice postizenou oblast plic (Skfickova a

Kolafikova).

Bronchialni
vyplach

Obrazek 10: Lokalizace provedeni BAL a bronchialniho vyplachu (pfevzato z
http://www.zdn.cz/clanek/postgradualni-medicina-priloha/bronchoalveolarni-lavaz-moznosti-a-
rizika-provedeni-interpretace-nekterych-vysledku-455842).

Bronchoscope

S TSP

Trachea

Left primary
bronchus

FADAM.

Obrazek 11: Schematické provedeni bronchoskopického vySetreni (pfevzato z
http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/ency/imagepages/9138.htm).
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U vSech stadii sarkoidézy, véetné asymptomatickych forem, se nachazi lymfo-
cytarni alveolitida (zanétlivé postizeni plicnich sklipkd). V lavazni tekutiné se obvykle
vyskytuje 20-40% lymfocytl. PfedevSim pfevazuji aktivované tzv. pomocné (helper)
CD4+ T-lymfocyty nad cytotoxickymi CD8+ T-lymfocyty. Imunoregulacni index
v bronchoalveolarni tekutiné je charakteristicky zvy3en a dosahuje hodnot 3,5 az 10.
ZvySeni nad 6 se povazuje za diagnostické. SniZzeni indexu vSak také nevyluCuje sar-
koidézu. Dulezitym ukazatelem je vysSi hodnota TNFa v bronchoalveolarni tekutiné. U
vySSich stadii lll a IV s pfechodem do fibrézy je navic mirné az stfedni zastoupeni ne-
utrofild. Z bronchoalveolarni tekutiny Ize vySetfovat fadu dalSich imunologickych para-
metru, které informuji o patogenezi nemoci (Kolek, 2007; Bajc¢iova, 2008; Costabel et
al., 2005).

Diagnéza sarkoidozy by méla byt podpofena histopatologickym vySetfenim.
Tkan k vySetfeni se snazime ziskat co nejméné invazivhim zpusobem. Pfi postizeni
plicniho parenchymu je preferovana transbronchialni biopsie, ktera se provadi bron-
choskopickou cestou. Riziko komplikaci je velice nizké a pozitivni vysledky byvaji i u
stadia I. Pfi odbéru &tyf az Sesti vzorku Ize nalézt granulom u 40% az 90% pacient(
(Kolek, 2007; Lynch et al., 2005).

Sarkoiddza je zanétlivé onemocnéni, u kterého zpravidla byva v akutnim stadiu
zvySena sedimentace erytrocytd a CRP (C-reaktivni bilkovina tvofena v jatrech). Kon-
centrace téchto bilkovin za¢ne v rizné mife stoupat, kdyz se v nasem téle objevi za-
nétlivy proces. Dalsi vySetieni, ktera potvrzuji onemocnéni, mohou byt imunologické a
laboratorni testy, mezi které patfi vySetfeni hypergamaglobulinémie (zvySeni hladiny
imunoglobulionové frakce séra), hyperkalcinémie (nadmérné mnozstvi vapniku v Kkrvi),
hyperkalciurie (zvySené vylu€ovani vapniku moci), imunoregulacni index CD4+/CD8+
T-lymfocyt, enzym konvertujici angiotensin, tuberkulinovy kozni test a Kweimuv test
(Kolek, 2007).

3.6 Genetika sarkoidoézy

Sarkoiddza je fazena mezi komplexni onemocnéni. Za jeho vznik odpovidaji jak
faktory vnéjsi, tak i geneticka predispozice. Epidemiologické studie jsou dukazem, Ze
geneticka predispozice hraje v imunopatogenezi onemocnéni dalezitou roli a podili se
na ni cela fada genu (,multigenni“ onemocnéni).

Mnoho vyzkumu se v dnesni dobé& zabyva studiem vnimavosti k sarkoidéze u
Afroamerian(, ktefi jsou vice nachylni (az tfikrat Castéji) k tomuto onemocnéni nez

jiné etnické skupiny (Rybicki et al., 1997). Jeden z vyzkumu prokazal spojitost mezi
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vznikem onemocnéni a alelami HLA-DQBL1 v rodinach, kde se jiz sarkoiddza vyskytla.
Vysledky ukazaly €astéjsSi vyskyt alely HLA-DQB1*0602 v rodinach, kde byla sarkoido-
za v minulosti zaznamenana. Naopak druha varianta alely HLA-DQB1*0201 se vysky-
tovala u téchto rodin méné nez u rodin bez pfedchoziho vyskytu sarkoidozy (lannuzzi
et al., 2003). K podobnym zavérlim dospéli i védci pfi studiu nizozemskych a britskych
pacientd. Alela HLA-DQB1*0602 byla spojena s fibrézou a se stadii ll-IV. U mirného
pribéhu nemoci (stadium 0 nebo |) byla zaznamenana Castéji alela HLA-DQB*0201
(Sato et al., 2002).

V oblasti mezi geny HLA |. a Il. tfidy se nachazi gen kodujici butyrofilin
(BTNL2), u néhoz byla prokazana spojitost mezi sarkoidézou a HLA oblasti. Polymor-
fismus rs2076530 se nachazi ve funkéni oblasti genu a zplsobuje zaménu guaninu za
adenin. Sestfihové misto se posune o Ctyfi baze dopfedu a syntetizovany protein po-
strada na C konci imunoglobulinovou doménu (IgC) a transmembranovou helix. Na-
chylnost k sarkoid6ze se diky tomuto polymorfismu zvySi, nebot dojde k absenci mem-
branovych proteind ukotvenych pomoci BTNL2 (Fischer et al., 2011, Coudurier et al.,
2009).

DalSim polymorfismem ovliviiujicim vnimavost k sarkoidéze je nesynonymni po-
lymorfismus v genu pro annexin A11 (rs1049550), u kterého dojde k zaméné cytosinu
za thymin (C>T, R230C). Poprvé byl popsan v asociaci se sarkoidézou u némecké
populace (Hofmann et al., 2008). U Ceskych pacient byla frekvence alely T signifi-
kantné snizena (35%) ve srovnani se zdravymi kontrolami (42%, P=0,04; Mrazek et al.,
2011). Dale byla popsana cela fada polymorfismG podilejicich se na modifikaci prabé-
hu onemocnéni, mezi néz patii napf. HLA-DR3, HLA-B8 (Gardner et al., 1984).

3.6.1 Jednonukleotidové polymorfismy (SNPs)

Mezi nejCastéjSi genetické variace v lidském genomu patfi jednonukleotidové
polymorfismy (SNP - single nucleotide polymorphism) a jsou asociovany s fadou imu-
nitnich nemoci. SNP vznikaji zdménou jednoho nukleotidu v pfislusné DNA sekvenci.

Polymorfismy se mohou vyskytovat v kédujicich (exony) i v nekddujicich oblas-
tech (introny, regulacni oblasti genu, negenova DNA). Pokud ma dana genova varianta
vliv na strukturu proteint nebo jejich funkci, jedna se o funkéni genovy polymorfismus.
Dale miGzeme polymorfismy v kodujici oblasti rozdélit na synonymni a nesynonymni. U
skupiny synonymnich polymorfismi nema zaména nukleotidu vliv na sekvenci amino-
kyselin v polypeptidu (z divodu degenerace genetického kddu). Druhym typem jsou

polymorfismy nesynonymni, u kterych dochazi ke zméné kdédované sekvence amino-
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kyselin. Protein, ktery vznikne, muze vykazovat kvalitativni nebo kvantitativni zménu
funkce nebo muze byt nefunkéni.

Kazdy gen se vyskytuje zpravidla alespon ve dvou formach, které oznaCujeme
jako alely. Gen pfedstavuje urcity usek molekuly DNA, proto se jednotlivé alely v tomto
useku budou lisit sekvenci nukleotidl (tedy primarni strukturou). Muze dojit ke kombi-
naci téchto alel a vznika jedna ze tfi moznych kombinaci (homozygot, heterozygot a
dominantni homozygot), které urcuji tzv. genotyp. Jedna se tedy o konkrétni formu
genomu jedince reprezentovanou urcitou sestavou alel. Na zakladé porovnani genoty-
pové a alelické frekvence ve skupinach pacientl a kontrolnich jedinct bez znamek
zanétu se hodnoti vliv genetické varianty na vnimavost k nemoci. Mizeme tak urcit,
zda se v daném pfipadé jedna o alelu predisponujici k nemoci, alelu ochrannou nebo
bez vlivu na onemocnéni.

V ramci diplomové prace byly u sarkoiddzy zkoumany dva funkéni polymorfismy
kandidatniho genu pro receptor IL-23R. Prvni z nich je nesynonymni polymorfismus
rs11209026. U tohoto polymorfismu dojde k zaméné guaninu za adenin (CGA>CAA),
coz vede v aminokyselinové sekvenci k zaméné argininu za glutamin v pozici 381 v
intracelularni doméné. R381Q vede k naruSeni pfenosu signalu mezi transmembrano-
vou doménou a mistem vazby JAK2 na cytoplazmatické (intracelularni) doméné, a tim
k nedostatecné fosforylaci STAT3 transkripénich faktor(. Dasledkem by tedy byla sni-
Zena hladina prozanétlivych cytokinl (IL-17A) vznikajicich drahou IL-23/Th17 (Pida-
sheva et al., 2011). Do budoucna by mélo velky vyznam blokovat IL-23R a tim zabranit
tvorbé prozanétlivych molekul, které se podileji na vzniku daného onemocnéni. Jedna
se 0 kandidatni polymorfismus asociovany s progresi sarkoidozy, popsany nedavno
v celogenomové studii u némecké populace (Fischer et al., 2011).

Druhym sledovanym funkénim jednonukleotidovym polymorfismem u IL-23R byl
rs10889677. Diky tomuto polymorfismu dojde k zaméné cytosinu za adenin. Umisténi
tohoto SNP je v 3" oblasti (3'UTR, 309 bazi od stop kodénu) a obsahuje signal
k polyadenylaci. Bylo zjisténo, Zze tento polymorfismus zvySuje riziko Crohnovy choroby
(Duerr et al., 2006), ankylozujici spondylitidy (Bechtérevova nemoc — zpusobuje zanéty
kloubi mezi obratli patefe; Brown, 2008) a ulcerézni kolitidy (Silverberg et al., 2009).
DalSi souvislost s timto polymorfismem byla prokazana u rakoviny vaje¢nikd na €inské
populaci; frekvence alely C byla signifikantné zvySena oproti zdravym jedincim (Zhu et

al., 2010). Tento polymorfismus dosud nebyl studovan u plicni sarkoidozy.
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4 Experimentalni ¢ast

4.1 Chemikalie

AB mix

Acid/fenol chloroform

Deoxynukleotidy pro PCR
Deoxynukleotidy pro reverzni transkripci
DEPC (diethylpyrocarbonate)

Eluéni roztok

Ethanol 100%

HofeCnaté ionty

Chlorid sodny

Inhibitor Rnaz

LB lyzacni roztok

Applied Biosystems, USA
Ambion, USA

Abgene, USA

Roche, USA

Sigma Aldrich, USA
Ambion, USA

Lach:ner, Ceska republika
Abgene, USA

Sigma Aldrich, USA
Roche, USA

Sigma Aldrich, USA

(0,3 M sachardza, 0,01 M Tris (pH 7,5), 5 mM MgCl,.6H,0, 1 % Triton X100)

Lyzacni roztok
Methylenova modf
Oligonukleotidova kotva

P roztok

Ambion, USA
Sigma Aldrich, USA
Roche, USA

Sigma Aldrich, USA

(20 mM Tris, 40 mM EDTA, 4 mM CaCl,, 300 mM NaCl, 4%SDS)

PBS — peroxohydratboritanu sodného
PCR voda

Promyvaci roztok 1

Promyvaci roztok 2/3

Proteinkinasa K

Sigma Aldrich, USA
Prime, Némecko
Ambion, USA
Ambion, USA
Sigma Aldrich, USA

(40% glycerol, 10 mM Tris pH 7.5, 1 mM CacCl,, 20 mg/ml Proteinasy K)

Pufr pro PCR

R roztok (10 mM Tris pH 7,5)
Reakéni pufr pro reverzni transkripci
Reverzni transkriptasa

RNA later

Rnazin

Taq polymerasa

TRIS

Abgene, USA
Sigma Aldrich, USA
Roche, USA
Roche, USA

Sigma Aldrich, USA
Invitrogen, USA
Abgene, USA
Sigma Aldrich, USA
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4.2 Pristrojové vybaveni

Centrifuga

Centrifuga

Centrifuga

Centrifuga mini

Vortex

Termoblok

Centrifuga

GeneAmp PCR systém 9600
Laminarni box

RotorGene 3000
Spektrofotometr nanodrop
Thermocycler

Hmotnostni spektrometr

Jouan, MR 1812

Hermle Z300K, Némecko
Spectrafuge 16M, Labnet, USA
Labnet, Korea

Labnet, USA

Labnet, USA

Hermle Z300, Némecko
Perkin ELMER, USA
BIOAIR, Italie

Corbett Research, Rakousko
ND-1000, Ceska republika
Eppendorf, Ceska republika

Bruker, Ceska republika
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4.3 Metody

4.3.1 Schéma experimentu

BRONCHOALVEOLARNI LAVAZ KREV
BUNKY TEKUTINA IZOLACE DNA

zamrazit do RNA lateru

| {}

IZOLACE RNA GENOTYPIZACE

{

PREPIS DO cDNA

J

KVANTITATIVNI PCR

Obrazek 12: Schéma experimentl provadénych v ramci diplomové prace. Nejprve
je provedena separace bunék ziskanych bronchoalveolarni lavazi od bronchoalveolarni
tekutiny. Poté se z téchto bunék izoluje RNA a pomoci reverzni transkripce se mRNA
pfepiSe do cDNA. Relativni mRNA exprese kandidatnich genl je méfena pomoci me-
tody kvantitativni PCR. Dale byla izolovana DNA 2z periferni krve pacientu
a byla provedena genotypizace vybranych funkcénich jednonukleotidovych polymorfis-
mu (SNPs). Detekce téchto SNPs byla provedena pomoci technologie MassArray.

4.3.2 |zolace bunék z bronchoalveolarni lavaze (BAL)

Bronchoalveolarni lavazni tekutina slouzi jako material pro analyzu bunééného i
nebunééného obsahu alveolu.

BAL Zfiltrujeme pfes sterilni gazu do falkonky a centrifugujeme 10 minut pfi
4000g. Centrifuga musi byt vychlazena na 4 °C. Po centrifugaci supernatant rozpipetu-
jeme do deseti mikrozkumavek a zamrazime na -80 °C pro dalSi analyzy na urovni
proteinl. Peletu promyjeme 10 ml PBS s 0,1% DEPC, promichame a centrifugujeme
10 minut pfi 4000g. Po druhé centrifugaci supernatant slijeme a k peleté pfidame
PBS+0,1% DEPC (2000 upl), promichame a pfepipetujeme do mikrozkumavky.
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Z mikrozkumavky odebereme 5 ul vzorku, smichame s 5 yl methylenové modfi a dame
pod sklicko Burkerovy komurky. Secteme bunky (lymfocyty
a makrofagy) v péti velkych &tvercich a vypocitame koncentraci bunék/ml. Mikrozku-
mavku centrifugujeme 20 minut pfi 3000g, odsajeme supernatant a pfidame RNA later
(protektivni Cinidlo stabilizujici RNA). Promichame buriky s RNA laterem, nechame
v lednici do druhého dne a poté zamrazime do -20 °C dle doporu€eni vyrobce. Takto

stabilizované bunky jsou vhodné k izolaci intaktni RNA nékolik let.

4.3.3 Izolace RNA pomoci mirVana miRNA kitu

Celkova RNA se izoluje z bunék ziskanych bronchoalveolarni lavazi pomoci ki-
tu mirVana miRNA. V prvni fazi izolace se provede organicka extrakce vedouci
k odstranéni proteint a bunécnych slozek. V druhé fazi se RNA uchyti na filtr ze skle-
nénych vidken pomoci 100 % ethanolu. Ethanol sniZuje afinitu RNA k vodé, cozZ se
projevi zvySenou afinitou této molekuly k povrchu. Filtr je poté nékolikrat promyt a za-
chycena RNA je nakonec eluovana roztokem o nizké iontové sile (Obr. 13,

http://www.ambion.cz).

Lysis and Organic
Disruption Extraction Final RNA Isolation
[ ~5 min | | ~15 min | | ~10 min

B ‘ )  Total RNA

Add 1.25 volumes Wash1,2&3 Elute
. ethanol and pass

through filter

Acid Phenol:
Chloroform
extract

Disrupt sample in
Lysis Solution,
add miRNA
Homogenate Additive

Obrazek 13: Schéma izolace celkové RNA: prvni faze - extrakce, druha faze — uchy-
ceni RNA na filtru a promyti zachycené RNA, tfeti faze — eluce zachycené RNA (pfe-
vzato z http://tools.invitrogen.com/content/sfs/manuals/fm_1560.pdf).

Nejdfive si pfipravime roztoky z kitu (mirVANA, Ambion, kat. ¢. 1561), 100%
etanol a promyvaci roztok 1 a 2/3 vytemperujeme na pokojovou teplotu. Alikvot 700 pl
elu¢niho roztoku zahfejeme na 95 °C. Vzorky dame na led a vychladime centrifugu na
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4 °C. K bunkéam v RNA lateru pfidame vychlazeny PBS+DEPC (1:1) a centrifugujeme
pfi 4000g 30 minut. Supernatant odsajeme. Buriky narusime pfidanim lyza¢niho rozto-
ku a dikladné zvortexujeme. Poté pfidame k lyzatu 1/10 objemu miRNA Homogenate
Additive, dobfe promichame a nechame stat na ledu po dobu deseti minut. Pfidame
Acid-Phenol/Chloroform  ve  stejném  objemu jako byl puvodné lyzat
a vortexujeme 30-60 sekund. Dale centrifugujeme 5 minut pfi 10 000g pfi pokojové
teploté. Po centrifugaci musi byt organicka a vodna faze oddéleny, jinak to¢ime znovu.
Opatrné odpipetujeme horni vodnou fazi a pfeneseme ji do nové mikrozkumavky. Ne-
smime narusSit fazi organickou. Poznamename pfeneseny objem. P¥i izolaci RNA pfi-
dame k vodné fazi 1,25 objemu 100% etanolu. Naneseme maximalné 700 pl smési na
filtr umistény na kolonce. Centrifugujeme 15 sekund pfi 10 000g. Odsajeme tekutinu
Z kolonky a krok opakujeme, dokud nestocime vSechen vzorek. Poté naneseme 700 pl
promyvaciho roztoku 1 na filtr kolonky a centrifugujeme 5-10 sekund pfi 10 000g. Opét
odsajeme tekutinu v kolonce. Naneseme 500 ul promyvaciho roztoku 2/3 na filtr kolon-
ky a centrifugujeme 5-10 sekund pfi 10 000g. Odsajeme tekutinu. Opakujeme nanese-
ni promyvaciho roztoku 2/3, odsajeme tekutinu a jesté jednou centrifugujeme 1 minutu
pfi 10 000g. Poté pfeneseme filtr do nové mikrozkumavky a naneseme 100 pl pfede-
hfatého eluéniho roztoku na stred filtru. Centrifugujeme 20-30 sekund pfi maximalni
rychlosti. K100 pl RNA pfiddme 2 pjl Rnazinu, aby RNA nedegradovala,

a uchovavame pfi -80 °C.

4.3.4 Reverzni transkripce

Reverzni transkripce je proces pfipravy cDNA podle templatového fetézce mR-
NA za pomoci reverzni transkriptasy. Tento enzym, ktery funguje jako RNA depen-
dentni DNA polymerasa, vyzaduje pfitomnost kratkého useku DNA (primeru) pfipoje-
ného na RNA, podle které vytvafri komplementarni viakno DNA, tzv. cDNA. Kratky oli-
gonukleotid, ktery jsme vtéto praci vyuzivali jako primer, se nazyva oligo(dT).
V prabéhu reverzni transkripce vznika heteroduplexni dvouretézcova RNA-DNA mole-
kula. RNA je poté nastépena pomoci reverzni transkriptasy, ktera ma také aktivitu
RNasy H. Druhé vldkno je dosyntetizovano opé&t pomoci tohoto enzymu (Obr. 14, Al-
berts et al., 2008). Syntéza vlaken probiha stejnym zplsobem jako u normalni DNA
polymerasy. Nukleotidy se pfidavaji ve sméru 5>3" pfi syntéze komplementarniho
vlakna (Bustin et al., 2005; Bustin 2000).
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Obrazek 14: Princip reverzni transkripce.

Podle templatovéeho vlakna mRNA se vytvofi nové komplementarni cDNA vilakno.
V dalSim kroku je dosyntetizovano druhé komplementarni DNA vlakno pomoci enzymu
reverzni traskriptasy. Ta ma schopnost zaroven syntetizovat komplementarni vlakno

podle prvniho cDNA vilakna, $tépit a postupné odbourat puvodni mRNA vlakna (pfe-
vzato z Alberts et al., 2008).

Na reverzni transkripci pouzivame Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit
(Roche, kat. ¢. 04897030001). Pfipravime si templat-primer mix (Tab. 2) obsahujici
vyizolovanou RNA, oligonukleotidovou kotvu (anchored-oligo(dT)) a PCR vodu. Tem-
plat-primer mix zahfejeme na 65 °C na 10 minut. Mezitim je nutné si pfipravit RT mix
(Tab. 3) obsahuijici reakéni pufr, inhibitor RNas, deoxynukleotidovy mix a reversni tran-
skriptasu. Pak templat-primer mix umistime na led po dobu 5 minut a stoCime.
K templat mixu pfidame 7 pl RT mixu do kazdé zkumavky. Inkubujeme pfi 50 °C po
dobu 60 minut. Inaktivace enzymu provedeme zahfatim na 85 °C na 5 minut. Poté da-
me zkumavky na led, nafedime na 100 pyl PCR vodou a pfeneseme do 1,5 ml zkumav-
ky.
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Tabulka 2: Mnozstvi reagencii v mixu pouzivanych na jednu reakci.

Templat-primer mix 1 reakce [pl]
total RNA (500 ng) 5
50 uM Anchored-oligo (dT) 1
Water, PCR grade 7
Celkem 13

Tabulka 3: Mnozstvi reagencii v RT mixu pouzivanych na jednu reakci.

RT mix 1 reakce [pl]

Transcriptor Reverse Transcriptase Reaction

Buffer, 5x conc. 4,0
40 U/ul Protector RNase Inhibitor 0,5
10 mM Deoxynucleotide Mix 2,0
20 U/pl Transcriptor Reverse Transcriptase 0,5
Celkem 7,0

4.3.5 Kvantitativni PCR

Kvantitativni PCR (real-time) je varianta PCR, ktera umoznuje kvantifikaci vy-
sledného produktu pfimo v realném Case. P¥i reakci se vyuziva kombinace termocykle-
ru s fluorimetrem, ktery slouzi k méfeni zmény intenzity fluorescen¢niho zareni. Fluo-
rimetr je tvofen zdrojem excitaéniho zafeni, filtry nebo monochromatorem a detektorem
zareni. Zafeni, které vznika ve zdroji excitaniho zafeni, prochazi filtrem nebo chroma-
torem, kde dochazi k upravé jeho vinové délky. Poté vstupuje do vzorku a jeho interak-
ci s nim vznika fluorescenéni zareni, které ze vzorku vychazi a prichodem pres filtr
dopada na detektor zafeni. Chemické vlastnosti fluoroforu a zhasec&e urcuji vznik fluo-
rescencniho zareni ve vzorku (Bustin 2002, 2004). Dulezitymi slozkami rekaéni smési
jsou sonda, primery, jiz zminéna polymerasa, nukleotidy, pufrujici slozka a hofe¢naté
ionty (Bustin et al., 2005).

V reakci se méfi fluorescence, ktera se uvolfiuje v pfimé uméfe na mnozstvi

amplifikované DNA. Substratem muze byt barvivo interkalujici s dvouviaknovou DNA.
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V tomto pfipadé se jedna o nespecificky substrat (nejcastéji SYBR Green), ktery se
vaze na jakoukoliv dvouvlaknovou DNA. Druhym typem jsou specifické fluorescencni
sondy, které jsou komplementarni k amplikonu a detekuji pouze specificky amplikon a
diskriminuji tak jakékoliv jiné nespecifické amplifikace ve vzorku. Jejich sekvence musi
byt navrZzena tak, aby hybridizovala s templatovou cDNA mezi misty nasednuti obou

protismérné orientovanych primer(.

4.3.5.1 Slozeni reakéni smeési

Sondy

Existuje nékolik typl sond. Vyuzivany jsou nejCastéji sondy nazyvané FRET
(fluorescence resonance energy transfer) nebo TagMan sondy. V diplomové praci byly
pouzivany pouze TagMan sondy (Obr. 16), proto je tato kapitola zaméfena pouze na
tento typ sond. Jedna se o oligonukleotidy s navazanym fluorescenénim barvivem (flu-
oroforem) na 5’konci nukleotidového fetézce a se zhaSeCem na 3’konci fetézce. Nej-
Castéji pouzivanym fluoroforem je fluorescein, jeho absorpéni maximum je 492 nm a
emisni maximum 520 nm. Ke zhaseni (blokovani emise barviva) dojde pouze tehdy,
pokud je fluorofor v blizkosti zhase&e na 3’konci sekvence sondy. BEhem PCR reakce
dojde k doputovani TagDNA polymerasy k sondé a ta ji rozStépi. Tim se fluorofor a
zhaSe€ od sebe oddali a to se projevi rychlym naristem fluorescence (Parida et al.
2008, Bustin 2000, 2002; Bustin et al. 2009). Podminkou optimalniho zhaseni je, aby
absorpéni spektrum zhaSece prekryvalo emisni spektrum fluorescenéni barvy. Pouziti
zhaSecCe je velice vyhodné, protoze nevykazuje autofluorescenci a zhasi rozsahlé
spektrum fluoroford.

Klasické TagMan sondy jsou dlouhé cca 20-25 nukleotidid. Komeréné jsou do-
stupné i sondy typu LNA (Locked Nucleic Acid — nukleové kyseliny s ,uzam&enou®
konformaci), které umozniuji vyuziti kratSich sekvenci. Jedna se o druh LNA sondy,
ktera ma ve srovnani s jinymi sondami zvySenou stabilitu a hybridizaéni specifitu. Ten-
to typ sondy je analog nukleovych kyselin, ktery obsahuje mezi 2 hydroxylovou a 4’
uhlikem furanosového kruhu metylenovy mustek uzamé&eny v 3"-endo konformaci (Obr.
15), coz omezuje flexibilitu ribofuranosového cyklu a udrzuje strukturu v rigidni bicyklic-
ké konformaci. Vyhodou pouZiti t&chto sond je mimofadna biologicka stabilita monome-
ru a zvySena specifita i stabilita hybridizace (Braasch et al., 2003; Latorra et al., 2003).
Teplota tani sond tvofenych smési DNA a LNA monomerUl je na kazdy zafazeny LNA
nukleotid o nékolik °C (nékdy az o 8 °C) vySSi nez pfi pouziti fluorescencnich sond tvo-

fenych pouze DNA. Teplota tani tedy stoupa s kazdym pfidanym monomerem.
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Obrazek 15: Srovnani struktur LNA a DNA monomeru (pfevzato z
http://www.sigmaaldrich.com/life-science/custom-oligos/dna-probes/product-lines/Ina-
probes/locked-nucleic-acids-faq.html).

Primery

Jako primery se pouzivaji oligonukleotidy o délce 17-28 nukleotidi. Museji byt
specifické pro amplifikovanou sekvenci, tj. komplementarni k useku, na ktery maji do-
sedat. Pro PCR reakci jsou nutné dva primery. Jeden, ktery za¢ina na 5” konci fetézce
genu a druhy oligonukleotid za€inajici na 3" konci fetézce. Primery by spolu nemély byt
komplementarni, jinak by se mohly chovat jako templaty a béhem PCR by se tvofily
jejich dimery. Primery by nemély obsahovat vnitfné komplementarni sekvence, aby
nedochazelo k hybridizaci. Teploty, pfi kterych nasedaji oba primery na DNA, by se
nemély vyrazné liSit. Rozlozeni CG a AT parl by mélo byt rovhomérné, zejména
3’konec by nemél byt pfilis bohaty na CG (Bustin 2000, 2002; Bustin et al. 2009).

Tag polymerasa

NejCastéji pouzivanou DNA polymerasou je Taq polymerasa. Tato polymerasa
je izolovana z bakterie Thermus aquaticus, ktera Zije v horkych pramenech, ma enzy-
movou aktivitu a v disledku jeji ¢innosti dochazi k syntéze DNA. Polymerasa rozpo-
znava ssDNA jako templat, sou€asné vaze dNTP a prodluzuje viakna DNA smérem od
5’konce k 3’konci. Optimalni teplota pro aktivitu polymerasy je 68-78 °C a zUstava ak-
tivni i po zahfati na 95 °C, nutnych k denaturaci (Bustin 2004). K vyzkumu byla pouzita
Hot Start TagDNA polymerasa, ktera se aktivuje az po zahfati 10-15 minut pfi 95 °C.

Vyhody této polymerasy jsou: vySSi specifita, citlivost, vytéznost a nizsi pozadi.

Nukleotidy

V PCR reakci se pouzivaji deoxynukleotidtrifosfaty, které se b&éhem prodluzo-
vani primerd vazi svou OH skupinu posledni kyseliny fosfore¢né na 3’'OH konec po-
sledniho nukleotidu prodluzovaného fetézce. Vaze se vzdy ten nukleotid, ktery je kom-

plementarni k nukleotidu na templatovém fetézci.
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Horeénaté ionty

PFitomnost volnych hofecnatych iontl je nezbytna pro aktivitu DNA polymerasy.

4.3.5.2 Princip kvantitativni PCR

Béhem PCR reakce dochazi k cyklizacnimu procesu, pfi kterém se amplifikuje
urc€ity usek molekuly DNA. Kazda PCR reakce zacina fazi nazyvanou pocate¢ni dena-
turace. Musi dojit ke kompletni denaturaci, aby vznikla vazebna mista pro primery.
Pokud by byla denaturace nekompletni, dojde k nedplnému pouziti templatu v prvnim
cyklu, a tim k nizSimu vytézku PCR produktu (Obr. 16).

Pocatecni denaturace se provadi pfi teploté 95 °C po dobu 15 minut, aby se
aktivovala TagDNA polymerasa. Po pocCateéni denaturaci nasleduje cyklus skladajici
se z fazi.

e Denaturace — reakéni smés se zahfeje na 94 °C a dojde k denaturaci molekuly
dsDNA do dvou ssDNA. KdyZz by DNA nebyla dostateéné denaturovana, byl by
omezen pristup primerd a naopak pfilis dlouha denaturace by mohla zpUsobit sni-
zeni aktivity DNA polymerasy.

¢ Nasednuti primeri a syntéza DNA — reak¢ni smés se ochladi na 55 °C (60 °C)
a dojde k nasednuti primert a sondy k jejich komplementarnim sekvencim na tem-
platovych ssDNA. Nasleduje navazani TagDNA polymerasy a prodlouzeni DNA
vlakna od kazdého primeru az na konce templatové DNA zabudovanim dNTP. Tato
reakce vyuziva 5° exonukleasové aktivity enzymu a tim ji roz8tépi. Nové syntetizo-
vana DNA slouzi jako templat pro dalSi cyklus reakce (Bustin 2002, 2004). Tyto
cykly se opakuji a béhem kratké doby dojde k mnohonasobné amplifikaci DNA
sekvence (Obr. 16).
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Obrazek 16: Schéma kvantitativni PCR reakce: prvni faze — denaturace dvouvlakno-
vé DNA na jednovlaknové DNA. Druha faze — navazani primerQ, sondy a Taq polyme-
rasy na templatovou DNA, dosyntetizovani DNA a vznik nové dvouvlaknové DNA (pfe-
vzato z http://upload.wikimedia.org/wikipedia/en/0/07/Tagman.png).

4.3.5.3 Priprava reakéni smési pro kvantitativhi PCR

Pro kvantitativni PCR si pfipravime reakéni mix obsahujici vodu, pufr, nukleoti-
dy, MgCl,, specifické primery pro dany gen (Obr. 16), fluorescenéné znacenou sondu a
Hot Start Taq polymerasu. Do malych zkumavek napipetujeme reakcni mix a pridame
cDNA vzorku (Tab. 5). V pfipadé pouziti AB (Applied Biosystems) mixu jsou primery i
sonda komer¢né pfipravovany jako smés (Tab. 6 a 7). Amplifikace cDNA je zazname-
nana pomoci pfistroje RotorGene 3000 (Tab. 4) a ke kvantifikaci se pouziva metoda
druhé derivace. V kompenzaci intra- a intervariability mezi béhy se pouziva kalibraéni

kfivka sestrojena pomoci cDNA pfepsané z referencni lidské RNA (Stratagene).

Tabulka 4: Probihajici cykly béhem PCR reakce.

cykly teplota a doba cyklu
poCatedni denaturace 95°C 15 min
6x opakovan cyklus 94°C 30 s
55°C 45 s
40x opakovan cyklus 94°C 30 s
60°C 45 s
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Tabulka 5: Mnozstvi reagencii v jedné reakci pouzivanych pfi RT-PCR pfi pouziti

primert od firmy Roche.

Roche lreakce [pl]
H,0 7,8
10x pufr 2,5
25 mM MgCl2 3,5
10 mM dNTPs 1,0
Primer-L (10pmol/ul) 2,25
Primer-R (10pmol/nl) 2,25
10 uM Sonda 0,5
5 U/pl Hot Start 0.2
TAQpolymerasa Abgene !

Celkem 20,0

Tabulka 6: Mnozstvi reagencii v jedné reakci pri pouziti AB mixu (firma Applied

Biosystems).

AB mix lreakce [pl]
H,0 11,55

10x ABpufr 2,5

25 mM MgCl2 3,5

10 mM dNTPs 1,0

20x AB mix 1,25

5 U/pl Hot Start 0.2
TAQpolymerasa Abgene !

Celkem 20,0

Tabulka 7: Zakladni informace k méfenym gentim.

nazev genu a oznaceni vyrobce primery-sekvence a oznaceni LNA
sonda
PSMB2: NM 002794.3 Roche 5'-agagggcagtggaactcctt-3"' 50
5'-aggttggcagattcaggatg-3"
IL-23: NM 016584.2 AB - (Hs00372324 ml) -
IL-23R: NM 144701.2 AB - (Hs00332759 ml) -

* MGB sondy
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4.3.5.4 Vyhodnoceni kvantitativhi PCR

Pfi vyhodnocovani metody kvantitativni PCR mizeme pouzit absolutni nebo re-
lativni kvantifikaci. Absolutni kvantifikace pfimo urCuje vychozi poc€et kopii cilovych
molekul. Mezi logaritmem poc¢ateéniho poctu templatovych kopii a Cr pfislusné amplifi-
kacni kfivky existuje linearni vztah. Hodnota C+ (cycle threshold) se rovna poctu cykld,
ktery vznikajici fluorescence potfebuje k pfekroCeni prahu detekce v exponencionalni
fazi.

PFi relativni kvantifikaci jsou vyuzivany referencni geny, které slouzi pro norma-
lizaci mnozstvi mRNA vstupujici do dané reakce. C; (C,) amplifikacni kfivky daného
genu se vzdy normalizuje oproti C; (Cp) referencniho genu. Jako referencni gen, tzv.
housekeepingovy gen, jehoz exprese je konstantni v burikach bronchoalveolarni lava-
ze (Kriegova et al., 2008), se pouziva PSMB2 (Proteasome subunit beta type-2). VSe-
obecné se tedy vyuzivaji takové geny, které jsou pro urcitou populaci bunék a experi-
mentalni podminky charakteristické tim, ze je jejich exprese stabilni.

Relativni kvantifikace se vyuziva ke stanoveni miry genové exprese sledova-
nych genu a k vypo¢tum se vyuziva v nasem pfipadé metoda maxima druhé derivace
(RotorGene software 6.1.71). Tato kvantifikacni metoda je zaloZena na vypoctech dru-
hé derivace amplifikacni kfivky. Metoda maxima druhé derivace umozriuje pfesngjsi
kvantifikaci. Vyuziva bod nazyvany ,Takeé off point“, ktery udava pocet cykll, pfi kterych
dosahne fluorescence 20% maximalni hodnoty fluorescence. Ve srovnani s metodou
Ct je vyhodou této metody objektivita ziskanych vysledka.

Ke statistickému vyhodnocovani se vyuziva Mann-Whitney U-test pro dva ne-
zavislé soubory.

U,=mn+1/2m(m+1)-T,

U,=mn+1/2n(n+1)-T,

U;+U,=mn

m-pocet hodnot ve skupiné pacientl, n-po¢et hodnot ve skupiné kontrolnich jedincu,
T;1-souCet vSech hodnot u pacientl, T,-sou€et vdech hodnot u kontrolnich jedincu
Pokud min (Uy,U,) je menSi nebo rovno tabelované kritické hodnoté, zamita se nulova
hypotéza.

Jedna se o neparametricky statisticky test, ktery slouzi k porovnavani relativni
MRNA exprese u dvou porovnavanych skupin. Tento test se pouziva v pfipadé, kdy
vybéry pochazeji ze soubor(, které nemaji normaini rozdéleni nebo o jejich rozdéleni
nic nevime. Vyhodou testu je nezavislost na tvaru rozdéleni a nevyhodou je mensi
schopnost odhaleni nespravnych testovacich hypotéz pro danou hladinu vyznamnosti
(Nachar, 2008).
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Vysledkem kvantitativni PCR je esovita kfivka, kterou Ize rozdélit na Ctyfi Casti
(Obr. 17)

o baseline faze: v této fazi je namnozené cDNA tak malo, Ze jeho fluorescence
nedosahuje méfitelnych teplot

e exponencialni faze: v této fazi mnozstvi produktu exponencionalné roste

e linearni faze: jsou spotfebovavany reakéni komponenty a PCR produkty zaci-
naji degradovat

o faze plateau: béhem této faze dojde k saturaci systému, mnozstvi amplifikova-

ného produktu se dal neméni a fluorescenéni signal zlstava konstantni.
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Obrazek 17: Amplifikaéni kfivka a znazornéni metody druhé derivace. Také off
point — pocet cykld, pfi kterém dosahne fluorescence 20% maximalni fluorescence
(pfevzato z www.corbettresearch.com).
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4.3.6 1zolace DNA z periferni krve

PFi izolaci nukleovych kyselin je velice dllezité, aby byly v nativnim stavu, v do-
state€ném mnozstvi a ve vysoké Cistoté, protoze kontaminace (napf. proteiny, heparin)
by mohla zabranit nebo ovlivnit PCR reakce.

Krev ze zkumavky (5-10 ml) pfelijeme do 50 ml zkumavky a nalijeme na ni vy-
chlazeny lyzaéni roztok LB do celkového objemu pfiblizné 45 ml. Zkumavku uzavieme
a protifepeme, aby doSlo k lyzi erytrocytl. Poté centrifugujeme pfi 1700 g po dobu 5
minut. Ke dnu klesaji leukocyty, které obsahuji DNA. Po centrifugaci se supernatant
opatrné vylije do odpadu a k sedimentu se pfida 5 ml roztoku R a protfepe se. Timto
krokem se sediment promyva. Opét centrifugujeme 5 minut pfi 1700 g. Opatrné odsa-
jeme supernatant Pasteurovou pipetou do odpadu. Sediment je tvofeny koncentrova-
nymi buné€nymi jadry leukocytd s DNA. Poté k sedimentu pfidame 930 pl roztoku R
a sediment rozbijeme tfepanim. Postupné pfidame 370 pl roztoku P (obsahuje SDS —
detergent, ktery umozni popraskani jader) a 40 ul proteinasy K (5tépi bilkoviny). Pro-
michame otaenim, az roztok pfilis nepéni. Inkubujeme celou noc pfi cca 37 °C. Druhy
den vytdhneme vzorky z inkubatoru a nechame zchladnout na laboratorni teplotu. Zis-
kali jsme hruby lyzat (smés nastépenych bilkovin, detergovanych lipida, polysacharidud
a DNA). Ke vzorku se pfida 400 pyl 5M NaCl a ddkladné se protfepe na tfepacce. Dojde
k vysrazeni protein(, které se odstrani centrifugaci. Nejprve centrifugujeme 15 min pfi
1700 g a supernatant prelijeme do 2 ml zkumavky. Poté centrifugujeme dalSich 10 mi-
nut pfi 18000 g. Pro kazdy vzorek si pfipravime 15 ml zkumavku s 3,5 ml 96 % etanolu.
Supernatant z mikrozumavky prelijeme do zkumavky s etanolem. Prevracenim zku-
mavky vysrazime DNA do chuchvalce. Dale si pro kazdy vzorek pfipravime dvé sterilni
mikrozkumavky s 0,5 ml 70 % etanolu a jednu Sroubovaci 1,5 ml mikrozkumavku se
700 pyl 10 mM TRIS (pH 8,0). Pokud je chuchvalec maly, snizi se objem TRIS pufru.
Chuchvalec DNA nabereme na jednorazovou inokulacni klicku a dikladné jej pro-
myjeme ve dvou mikrozkumavkach s etanolem (odstranéni zbytka bilkovin). Ethanol
vymackame otfenim DNA chuchvalce o sténu druhé mikrozkumavky s ethanolem. Kili¢-
ku s DNA ponofime do Sroubovaci mikrozkumavky a krouzivymi pohyby klicky uvolni-
me DNA do roztoku. DNA poté rozpoustime pfi pokojové teploté pfes noc nebo ho mu-
Zeme urychlit napf. pfi cca 70 °C 5 minut. Vyizolovanou DNA skladujeme v ledni¢ce pfi

cca 4 °C. P¥i dlouhodobém skladovani se zamrazi DNA na -20 °C.
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4.3.7 Méfeni koncentrace a Cistoty vyizolované DNA

K méfeni absorbance byl pouzit spektrometr Nanodrop, ktery umozruje méfit
absorbanci ve velmi malych objemech vzorku (2-5 ul). Na pocitaci spustime software
spektrofotometru ND 1000 a zvolime ,Nucleic Acid“. Poté napipetujem 3 ul PCR vody
na méfici ploSku spektrofotometru, pfiklopime rameno spektrofotometru a stiskneme
,OK". Otfeme méfici plochu buni€inou a napipetujeme 3 yl 10 mM TRIS pH 8,0 a stisk-
neme ,blank®. Opét otfeme méfici plochu buni¢inou, nepipetujeme 3 pl vzorku DNA
a stiskneme ,measure®. Vysledky méfeni se nam zobrazi na obrazovce (absorp¢ni
spektrum, vypoc¢tena koncentrace v ng/ul a Agzso/Azgo. PO kazdém méfeni o€istime ra-
meno buni¢inou. Po ukon&eni méfeni olistime rameno vodou a stiskneme ,exit* pro

ukonc&eni programu.

4.3.8 MassArray technologie

Technologie MassArray vyuziva kombinaci molekularné-biologickych a sepa-
racnich technik. Pomoci hmotnostni spektrometrie (MALDI-TOF MS) muzeme analy-
zovat specifické amplikony vySetfované DNA. Pristroj umoznuje detekovat az 36 rlz-
nych variant DNA v jedné reakci.

Vyhody pouzivani pfistroje MassArray:

¢ rychla, pfesna, efektivni analyza s vysoce citlivym a specifickym deteké-
nim systémem fungujicim na principu hmotnostni spektrometrie

o vyuziti pfi genotypizaci, pfi analyze somatickych mutaci, metylaci a pfi
kvantitativni genoveé expresi

e Uspora Casu - nékolik variant DNA v jedné reakci, az 36

e novy software umoznuje snadné nastaveni, rychly sbér a analyzu dat.

4.3.8.1 Priprava reakéni smési pro genotypizaci

Pfipravime si PCR reakéni mix obsahujici vodu, pufr, nukleotidy, MgCl,, speci-
fickou smés primerl pro dany gen (Tab. 8; studovany polymorfismus se nachazi
v oblasti ohrani¢ené pouzitymi primery) a Taq polymerasu (Tab. 9). Do mikrotitrani
desticky napipetujeme 1 pl DNA vzorku (cca 10 ng), pfidame 4 ul PCR mixu a probéh-
ne prvni PCR reakce (Tab. 10).

V druhém kroku k PCR produktu pfidame 2 pyl SAP mixu (Tab. 11) a inkubuje-
me 37 °C 40 minut a 85 °C 5 minut k deaktivaci enzymu. Zakladem SAP mixu je

,shrimp alkaline phosphatase“ neboli alkalicka fosfatasa z krevet. Tento enzym je dule-
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zity k odstépeni (defosforylaci) nezabudovanych deoxynukleotidd, tim vzniknou dNDP
a nebudou se ucastnit dalSich reakci (Obr. 18:2).

Poté napipetujeme k PCR produktu a SAP mixu 2 ul iPLEX mixu (Tab. 12).
Soucasti iPLEX terminacniho mixu jsou dideoxynukleotidy. Po pfidani iPLEX mixu po-
lymerasa doplni k extenénimu primeru terminacni dideoxynukleotid na zakladé kom-
plementarity s templatovym viaknem (Obr. 18:3). Dulezita je uprava koncentrace ex-
tencnich primerd podle molekulové hmotnosti.

Po probéhnuti PCR reakce (Tab. 13) se ke smési pfida resin, ktery je dulezity
pro odsoleni vzorku. Po kazdém kroku se mikrotitracni desti¢ka centrifuguje. Analyza
smeési extencnich primertd ukoncenych terminaénim nukleotidem (odpovida mistu po-
lymorfismu) je provedena pomoci MALDI-TOF.

Tabulka 8: Zakladni informace k pouzitym primertm.

nazev SNP sekvence primeru

11209026 ACGTTGGATGAAATTCTGCAAAAACCTAC ACGTTGGATGGCTGTTATGTTGTCAATTC

10889677 ACGTTGGATGCACCTTCGGGACCTTAATTC ACGTTGGATGGGGAGCTCCATGCCTTTTTA
extencéni primer-sekvence molekulova hmotnost (Da)

11209026 GCAAAAACCTACCCAGTT 5436, 6

10889677 GGACCTTAATTCTCTAATTTTAAGAAAT 8560, 6

molekulova hmotnost molekulovd hmotnost molekulovd hmotnost

po pfidani ddG (Da) po pt¥idani ddA (Da) po p¥idani ddC (Da)

11209026 5683,8 5763,7 -

10889677 - 8887,7 8847,8
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Obrazek 18: Schematické znazornéni genotypizace. V prvnim kroku dojde k na-
mnoZeni oblasti, které obsahuji studované polymorfismy Druhym krokem po ziskani
PCR produktu je pfidani SAP fosfatasy, ktera odstépi fosfat z nezabudovanych deoxy-
nukleotidd (2). Dale po inkubaci pfidame iPLEX mix (exten¢ni primer, enzym, pufr, di-
deoxynukleotidy). Dojde k prodlouzeni extencniho primeru, ktery konéi pfed mistem
polymorfismu, a zabudovani terminac¢niho nukleotidu na zakladé komplementarity bazi
(3). Detekce polymorfismu je provedena pomoci hmotnostni spektrometrie (4) (pfevza-
to z Gabriel et al., 2009).
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Tabulka 9: Mnozstvi reagencii pouzivanych p¥i PCR reakci.

PCR mix lreakce[pl]
Hy0 2,4
10x buffer

25 mM MgCl,

25 mM dNTPs

0,5 pM primer mix 0,5

5 U/pl HotStart
Tag polymerasa

celkem 4

Tabulka 10: Probihajici cykly s dobou trvani — faze 1 (Obr. 18).

teplota doba cyklu
94°C 2 min

94°C 20 s

56°C 30 s

72°C 1 min

44x opakovan krok 2,3,4

72°C 3 min

4°C 5 min

15°C udrzovat

Tabulka 11: Mnozstvi reagencii pouzivanych pri SAP mixu.

SAP mix lreakce [pl]
H,0 1,53

SAP pufr 0,17

1,7 U/ul SAP 0,3

celkem 2

Tabulka 12: Mnozstvi reagencii pouzivanych pfi iPLEX mixu.

iPLEX mix lreakce[pl]
Hy0 0,619
iPLEX pufr 0,2

iPLEX terminac¢ni mix 0,2

7/9,3/11,6/14 M

. . 0,94
primer mix
iPLEX enzym 0,041
celkem 2
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Tabulka 13: Probihajici cykly s dobou trvani — faze 3 (Obr. 18).

teplota doba cyklu
94°C 30 s
94°C 5 s
52°C 5 s
80°C 5 s

4x opakovéan krok 3 a 4

39x opakovéan krok 2,3,4

72°C 3 min

4°C udrzovat

4.3.8.2 Vyhodnoceni polymorfismi

Detekce polymorfism{ probiha pomoci hmotnostni spektrometrie. Jedna se o
princip MALDI TOF. MALDI (matrix assisted laser desorption/ionization) spolu s ioniza-
ci elektrosprejem je nejrozSifenéjsi technikou tzv. mékké ionizace. V iontovém zdroji se
prednostné tvofi intaktni molekuly analytu s vyraznym potlatenim fragmentace. Tohoto
typu ionizace se vyuziva pro studium Sirokého spektra latek (proteiny, peptidy, sachari-
dy a nukleové kyseliny), syntetické polymery, farmaceutika atd.

MALDI je fazena mezi mékké ionizacni techniky, u niz dochazi pfednostné
k tvorbé molekularnich iont analytu a stuper fragmentace je nizky. Vzorek analytu se
smicha s nadbytkem matrice a je ozafen kratkymi pulzy laseru. Energie laserového
pulsu je absorbovana pfevazné matrici, ¢imz dochazi k jeji rychlé desorpci. Odpatujici
se Castice matrice strhavaji molekuly analytu s sebou a pfevadéji je do plynného stavu.
lonty generované MALDI byly v naSem pfipadé analyzovany priletovym hmotnostnim
analyzatorem (time of flight — TOF). Princip tohoto analyzatoru spo€iva v méfeni Casu,
ktery potfebuje ion k pfekonani vzdalenosti mezi iontovym zdrojem a detektorem, na-

zyvaného doba letu t. Doba letu je funkci mérné hmotnosti iontu (m/z).

4.3.8.3 Vypocty frekvenci a statistika

Genotypova frekvence vyjadfuje podil zastoupeni homozygotu polymorfismu
napf. pro alelu A, heterozygotd AG (AC) a homozygotu pro alelu G (C) na celkovém
poCtu genotypizovanych jedinci. Genotypové frekvence homozygotl se zna¢i P a Q a

heterozygott H.
P,Q H= fg= Ny / Neelk,

fy... genotypova frekvence
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ny... po€et pacientu/kontrolnich jedincu pro dany genotyp

Neei.... Celkovy pocet genotypizovanych pacienti/kontrolnich jedincu

Alelicka frekvence vyjadfuje podil zastoupeni napf. alely A nebo alely G (C) na
celkovém poctu alel lokusu v populaci.

p,q="f.= 2n+ Ny | 2Nceik.

f.... alelicka frekvence

ny... poet homozygotnich pacientt/kontrolnich jedinct pro danou alelu

n,... poCet heterozygotnich pacientd/kontrolnich jedinct

Neei.... Celkovy pocet genotypizovanych pacienti/kontrolnich jedinci

PF. Podil alely A vypocitame tak, Zze pocet homozygotl pro alelu A vynasobime
dvéma (dvé kopie alely A), pfic¢teme pocCet heterozygotnich jedinct (jedna kopie alely
A) a soucet vydélime celkovym poc¢tem alel (dvojnasobek poctu pacientt nebo kontrol-

nich jedinc).

Zakon o genetické rovnovaze v populacich: Hardy-Weinbergav zakon je
teoretické rozlozeni alel v populaci. Tento zakon je zalozen na popisu frekvence geno-
typl v idealni populaci. V pfipadé, Ze frekvence alely A je p a frekvence alely a je g, tak
plati, Ze frekvence tfi moznych fenotypti budou p?=AA, 2pg=Aa a g°=aa (nezavisle na
pFitomnosti dalSich alel). Museji byt spinény urcité podminky: a) populace je nekonec-
né velka, b) jedinci se paruji nahodné&, c) na zkoumany gen neni selekce, d) neexistuji
mutace, e) neexistuji migrace. Potom je populace pro gen v rovnovaze a plati:
p*(AA)+2pq(Aa)+q(aa)=1.

Chi-kvadrat test (test dobré shody) je neparametricky statisticky test, ktery se
pouziva k zjisténi, jestli mezi dvéma znaky existuje prokazatelné vyrazny vztah. Testu-
jeme shodu mezi o¢ekavanymi a pozorovanymi pocty jedincu v jednotlivych fenotypo-
vych nebo genotypovych tfidach. Vypocitana hodnota se srovnava s kritickou hodnotou
odpovidajici zvolené hladiné vyznamnosti, v nadem pfipadé 5% pfi daném poctu stup-
nu volnosti.

XN2=Z(xi-ei)2/ei

Xi...naméfené hodnoty

e;...o¢ekavané hodnoty

N...pocet stupnu volnosti, N=n-1

n...pocet fenotypovych/genotypovych tfid
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4.4 Vysledky

4.4.1 Soubor pacient

Soubor pacientl se sklada ze sedmdesati Ctyf jedincl postizenych sarkoidézou
s rentgenologickym stupném I-IV (Tab. 15) a ze sedmnacti kontrolnich jedinct bez
znamek zanétu (Tab. 14). Primérny vék u obou skupin byl &tyficet Sest let. Mezi paci-
enty vykazujici zanétlivou reakci bylo vice Zen a to v poctu Ctyficet Ctyfi. PoCet muzi
byl tficet. U kontrolnich jedincl bylo Zen osm a muzl devét. Cela skupina pacientl
Citala devét kufaku a Sedesat pét nekufakl. V ramci kontrolni skupiny koufili Ctyfi je-
dinci a tfinact bylo nekurakl. Pacientd, ktefi byli zafazeni podle rentgenologického vy-
Setfeni do stadia I, bylo dvacet Sest. PoCet pacientt patficich do stadia Il bylo Ctyficet a
zbytek pacient byl fazen do stadia llI-IV. Pocet jedinch postizenych akutni formou,
tedy Lofgrenovym syndromem, bylo dvacet jedna. Dale byl hodnocen vyvoj onemoc-
néni béhem dvou let sledovani. Po dvou letech byla remise (zlepSeni) vyhodnocena u
dvaceti Sesti pacientl, progrese (zhorSeni) nemoci u Ctyficeti pacientll a u osmi byla
doba sledovani kratSi nez dva roky. Diagnéza sarkoidézy byla stanovena dle mezina-
rodnich kritérii (Statement on sarcoidosis, 1999). Bronchoalveolarni lavaz byla odebi-
rana pacientiim na Klinice plicnich nemoci (pfednosta Prof. MUDr. Vitézslav Kolek,

DrSc.) ve Fakultni nemocnici Olomouc.

Tabulka 14: Soubor kontrolnich jedinct.

charakteristika kontrolni jedinci
pocCet kontrolnich jedincu 17
pramérny vék 46,1£16,7(20-75)
pohlavi Zena/muZ 8/9
koufeni ano/ne 4/13

primérnd hodnota + smérodatnd odchylka, v zavorce minimum a maximum
vSichni kontrolni jedinci mé€li normadlni profil bronchoalveoldrni lava-

ze
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Tabulka 15: Soubor pacient( se sarkoidézou.

charakteristika sarkoidoéza
pacienti 74
primérny vék 45,6+12,7(20-77)
pohlavi Zena/muZ 44/30
kouteni ano/ne 9/65
rtg stadium I/II/III-IV 26/40/8
vyvo] onemocnéni po dvou letech pogrese/regrese 40/26%*
Lofgrentiv syndrom ano/ne 21/53

Q

zastoupeni bunék v BAL

o\

makrofagy 77,9£10,4 (49,4-98)
lymfocyty 19,5+10,6 (2-49)
neutrofily 1,63£2,09 (0-11)
eosinofily 0,87%£2,77 (0-17,3)
CD3+ 82,9%£13,11 (36-98)
CD4+ 66,16+17,17 (23-92)
CD8+ 15,73£10,63 (2-53)
CD19+ 1,01+2,02 (0-14)
pomé&r CD4+/CD8+ 7,217,00 (0,52-46)

primérnad hodnota + smérodatnd odchylka, v zavorce minimum a maximum

*doba sledovéani byla krats$i nez 2 roky

4.4.2 Relativni mRNA exprese genu pro interleukin 23

Relativni exprese mRNA studovanych molekul byla méfena pomoci pfistroje
RotorGene 3000 a jeji hodnoceni probéhlo metodou druhé derivace (RotorGene soft-
ware 6.1.71) s vyuzitim PSBM2 jako referencniho genu a cDNA pfepsané z lidské uni-
verzalni referenéni RNA (Stratagene) jako kalibratoru. Primery pro gen IL-23 a pro jeho
receptor (IL-23R) byly pofizeny od firmy Applied Biosystems. Primery pro referen¢ni
gen PSMB2 byly zakoupeny od firmy Roche (Obr. 19). Porovnavani exprese mezi pfi-
sludnymi skupinami bylo provedeno pomoci neparametrického Mann-Whitney U-testu.
Hodnota p<0,05 byla povazovana za statisticky vyznamnou a k vytvoreni graf byl po-

uzit program GraphPad Prism 5.
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Obrazek 19: Reprezentativni vysledek kvantitativni PCR: zkouska primeru a ka-

libraéni kFrivky.

Relativni mRNA exprese genu pro IL-23 byla u pacientl zvySena oproti kontrol-
nim jedincim bez znamek zanétu (p=0,002; median relativni exprese + SD: kontrolni
jedinci: 0,015 +0,014 a pacienti: 0,037+0,065; Obr. 20).

Relativni mRNA exprese genu pro IL-23 pfi porovnavani v ramci jednotlivych
podskupin podle rentgenologického stadia byla také zvy3ena oproti kontrolnim jedin-
cum. (rtgl vs. kontrolni jedinci: p=0,014; 0,041+0,054; rtgll vs. kontrolni jedinci:
p=0,005; 0,041+0,076; rtglll-IV vs. kontrolni jedinci: p=0,012; 0,036+0,041; Obr. 21).

PFi porovnavani mRNA relativni exprese genu pro IL-23 mezi rentgenologickymi
podskupinami navzajem nedosahoval vysledek signifikance (p=0,9; Obr. 22).

PFi hodnoceni relativni mRNA exprese u pacientll s LS syndromem a kontrol-
nich jedinct bez znamek zanétu byla exprese zvySena (p=0,04; 0,024+0,055). U paci-
entl bez LS byla relativni mRNA exprese genu pro IL-23 rovnéz zvySena (p=0,0013;
0,042+0,069). Pfi srovnani skupiny pacientt s LS a jedincu bez LS nedosahoval rozdil
v expresi signifikance (p=0,47; Obr. 23).

Dale byla u pacientd hodnocena progrese a regrese onemocnéni po dvou le-
tech. Relativni mRNA exprese genu pro IL-23 byla zvySena u pacientu s progresi i
s regresi oproti kontrolnim jedincum (progrese vs. kontrolni jedinci: p=0,01; 0,024+0,08
a regrese vs. kontrolni jedinci: p=0,07; 0,041+0,042). Tato hodnota se blizi signifikanci
a aby byl rozdil vyznamny, bylo by potfeba doméfit mRNA relativni expresi u dalSich
jedincu. mRNA relativni exprese pacientl s progresi nebyla snizena oproti pacientiim
s regresi (p=0,67; Obr. 24).
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Obrazek 20: Grafické znazornéni relativni exprese mRNA genu pro IL-23 u kont-
rolnich jedinci bez znamek zanétu a pacientl se sarkoidézou (C-kontrolni jedinci

bez znamek zanétu, P-pacienti, median znazornén vodorovnou €arou).
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Obrazek 21: Grafické znazornéni mRNA relativni exprese genu pro IL-23 u kont-
rolnich jedincli bez znamek zanétu a pacientd podle rentgenologického stadia |
(A), Il (B) a lll-IV (C; C-kontrolni jedinci bez znamek zanétu, Pl-pacienti s rentgenolo-
gickym stadiem |, Pll-pacienti s rentgenologickym stadiem IlI, Plll-IV-pacienti s rentge-

nologickym stadiem IlI-1V, median zndzornén vodorovnou ¢arou).

-53-



IL-23 IEI

0.5-
g *
" 0.4
@
g
3 0.3 p=0.9 ns.
-]
2
= - L 2
s 0.2 ¢ .
= * ’0..’0
< 0.1 24 2990¢¢
E *2¢ + *
Y XX gvv 7 vl
PI PIl
||_-23@
c 0.257 p=0.9n.s
E: 0.20- .
2
s *
X 0.15
@ L 2
2 oy *
5 0.10 o .
<5}
- L
*e
< 0.05 2280
14
£ *2e002, ‘oo
0.00 Se,0¢ .
PI PlII-IV
IL-23|E
0.5-
S 'S
2 0.4-
e
3
® 0.34 p=0.9 n.s.
:
5 0.2-
I *
= 00’..0
§ 0.1 00..0’
[+ 4
: SAp3or e
0.0
PII-IV

Obrazek 22: Grafické znazornéni relativni mRNA exprese genu pro IL-23 u paci-
entd podle prislusného rentgenologického stadia: D — porovnani relativni mRNA
exprese u rentgenologického stadia l a ll, E — rtg | a lll-IV, F - rtg Il a IlI-IV (PI-
pacienti s rentgenologickym stadiem |, Pll-pacienti s rentgenologickym stadiem Il, PllI-

IV-pacienti s rentgenologickym stadiem Ill-1V, median znazornén vodorovnou carou).
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Obrazek 23: Grafické znazornéni relativni mRNA exprese genu pro IL-23 u kont-
rolnich jedinci bez znamek zanétu, u pacienta s Léfgrenovym syndromem (G) a
bez syndromu (H) a navzajem mezi témito dvéma skupinami (I;C-kontrolni jedinci
bez znamek zanétu, PLS-pacienti s Léfgrenovym syndromem, PnLS-pacienti bez L6f-

grenova syndromu, medidn znazornén vodorovnou ¢arou).
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Obrazek 24: Grafické znazornéni relativni mMRNA exprese genu pro IL-23 u paci-
entu s progresi (J), regresi (K) onemocnéni po dvou letech a nevzajem mezi témi-
to skupinami (L; C-kontrolni jedinci bez znamek zanétu, Pp-pacienti, u kterych nastala
po dvou letech progrese onemocnéni, Pr-pacienti, u kterych nastala po dvou letech

regrese onemocnéni, median znazornén vodorovnou carou).
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Obrazek 25: Souhrnné znazornéni mRNA relativni exprese genu pro interleukin
23.
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4.4.3 Relativni mMRNA exprese genu pro receptor pro in-
terleukin 23 (IL-23R)

Relativni mRNA exprese genu pro receptor IL-23R byla zvySena u celého sou-
boru pacientll (median relativni exprese + SD: 0,021+0,013) oproti kontrolnim jedincim
bez znamek zanétu (0,004+0,004, p<0,0001; Obr. 26).

Relativni mMRNA exprese genu pro receptor IL-23R pfi porovnavani v ramci jed-
notlivych podskupin podle rentgenologického stadia byla zvySena oproti kontrolnim
jedincum (rtgl vs. kontrolni jedinci: p<0,0001; 0,0195+0,01; rtgll vs. kontrolni jedinci:
p<0,0001; 0,021+0,015; rtglll-IV vs. kontrolni jedinci: p=0,0002; 0,0195+0,013; Obr.
27).

PFi porovnavani mRNA relativni exprese genu pro receptor IL-23R mezi rentge-
nologickymi podskupinami navzajem byla pozorovana stejna mnozstvi transkriptd (rtgl
vs. rigll: p=0,94; rtgl vs. rtglll-IV: p=0,33; rtgll vs. rtglll-IV: p=0,39; Obr. 28).

PFi hodnoceni relativni mRNA exprese u pacientll s LS syndromem a bez LS
(nLS) byla pozorovana zvySena exprese u obou skupin vici kontrolnim jedincdm
(p<0,0001 u obou skupin; LS: 0,018+0,011 a nLS: 0,021+0,014). Pfi srovnani skupiny
pacientu s LS a jedincl bez LS nebyl vysledek statisticky vyznamny (p=0,54; Obr. 29).

Dale byla u pacienti hodnocena regrese a progrese onemocnéni po dvou le-
tech. Relativni mMRNA exprese genu pro receptor IL-23R byla zvySena u obou skupin
pacientu (p<0,0001; progrese: 0,022+0,014 a regrese: 0,014+0,012). Pfi porovnavani
MRNA relativni exprese genu IL-23R byla exprese zvySena u pacientl s progresi oproti

pacientim s regresi (p=0,02; Obr. 30).
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Obrazek 26: Grafické znazornéni relativni mRNA exprese genu pro receptor (IL-
23R) u kontrolnich jedinci bez znamek zanétu a vsSech skupin pacienta (C-

kontrolni jedinci bez znamek zanétu, P-pacienti, median znazornén vodorovnou ¢arou).
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Obrazek 27: Grafické znazornéni relativni mRNA exprese genu pro receptor (IL-
23R) u kontrolnich jedincli bez znamek zanétu a pacientti podle prislusného
rentgenologického stadia | (A), Il (B) a lll-IV (C; C-kontrolni jedinci bez znamek za-
nétu, Pl-pacienti s rentgenologickym stadiem |, PlI- pacienti s rentgenologickym stadi-
em I, PllI-IV-pacienti s rentgenologickym stadiem IlI-IV, median znazornén vodorov-

nou ¢arou).
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Obrazek 28: Grafické znazornéni relativni mRNA exprese genu pro receptor (IL-
23R) u pacientd podle rentgenologického stadia: porovnani mRNA relativni ex-
prese u rentgenologického stadia | a Il (D), rtg | a lll-IV (E) a rtg Il a llI-IV (F; PI-
pacienti s rentgenologickym stadiem |, Pll-pacienti s rentgenologickym stadiem I, PllI-

IV-pacienti s rentgenologickym stadiem IlI-1V, medidn znazornén vodorovnou ¢arou).
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Obrazek 29: Grafické znazornéni relativni mRNA exprese genu pro receptor (IL-
23R) u kontrolnich jedinci bez znamek zanétu, u pacienti s Léofgrenovym syn-
dromem (G) a bez syndromu (H) a navzajem u téchto podskupin (I; C-kontrolni
jedinci bez znamek zanétu — 0,004+0,004, PLS-pacineti s Léfgrenovym syndromem,

PnLS-pacienti bez Léfgrenova syndromu, medidn znazornén vodorovnou ¢arou).
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Obrazek 30: Grafické znazornéni relativni exprese mRNA genu pro receptor (IL-
23R) u pacienta s progresi (J) a regresi (K) po dvou letech a u podskupin navza-
jem (L; C-kontrolni jedinci bez znamek zanétu, Pp-pacienti, u kterych nastala po dvou
letech progrese onemocnéni, Pr-pacienti, u kterych nastala po dvou letech regrese

onemocnéni, median znazornén vodorovnou ¢arou).
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Obrazek 31: Souhrnné znazornéni mRNA relativni exprese genu pro receptor pro

interleukin 23.
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4.4.4 Genotypizace

Jednim z moznych ddvodu zvySené mRNA exprese IL-23R u pacientl
s progredujici formou je pfitomnost funkénich polymorfismu v genu pro IL-23R. Asocia-
ce jednoho z funk&nich polymorfisml v tomto genu (Agr381Gin, rs11209026) jiz byla
nedavno popsana u pacientll s chronickou formou sarkoidézy na némecké populaci
(Fischer et al., 2011). Zjistovali jsme, zda tento polymorfismus a dalSi fukéni polymor-
fismus v tomto genu (rs10889677) hraji roli i u nasich pacientl ceského plivodu a mo-
hou byt pfi€inou jeho zvySené genové exprese. Soubor pacientl, u kterych jsme pro-
vedli genotypizaci, tvofilo 118 pacientd, u nichz byl znam vyvoj onemocnéni po 2 letech
(progrese n=67, regrese n=51).

Pro vybrané polymorfismy byly spocitany genotypové a alelické frekvence. Procen-
tualni zastoupeni genotypu u rs1120902 bylo GG 84%, GA 16% a AA 0% u regrese a
GG 90%, GA 10% a AA 0% u progrese onemocnéni. U druhého vybraného polymor-
fismu byly hodnoty procentualniho zastoupeni genotypu CA 43%, AA 14% a CC 43% u
regrese a CA 37%, AA 15% a CC 48% u progrese onemocéni. Zastoupeni alel u
rs11209026 bylo 92% alely G a 8% alely A u regrese a 95% alely G a 5% alely A u
progrese. V pfipadé druhého polymorfismu rs10889677 bylo 65% alely C a 35% alely
A u regrese. U progrese byla alela C v zastoupeni 66% a alela A 34% (Tab. 16 a 17;
Obr. 32-36). Genotypové frekvence obou studovanych SNPs byly v souladu s Hardy-
Weinbergovou rovnovahou (p>0,05). Ke statistickému vyhodnoceni byl pouzit chi-
kvadrat test. Alelické i genotypové frekvence se neliSily mezi pacienty se sarkoidézou,

u kterych byla dosazena remise a u téch, kde doslo k progresi onemocnéni.

Tabulka 16: Hodnoty vypocitanych frekvenci pro rs11209026.

rs11209026 regrese progrese

n (51) n (67)

Genotypova frekvence

GG 43 0,84 60 0,90
GA 8 0,16 7 0,10
AR 0 0,00 0 0,00
nosicéstvi

G 51 1,00 67 1,00
A 8 0,16 7 0,10

Alelicka frekvence

G 94 0,92 127 0,95

A 8 0,08 7 0,05
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Tabulka 17: Hodnoty vypocitanych frekvenci pro rs10889677

Rs10889677 Regrese Progrese
n (51) n (67)
Genotypova frekvence
ca 22 0,43 25 0,37
AA 7 0,14 10 0,15
CccC 22 0,43 32 0,48
nosicéstvi
c 44 0,86 57 0,85
A 29 0,57 35 0,52
Alelicka frekvence
Cc 66 0,65 89 0,66
A 36 0,35 45 0,34
11209026
16 . ; ;
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14T ‘primer
2t s s
o s s
et | | |
5 i | s
5 6+t ; ' I
ot | |
2+ ; |
EI-/\J\/;\/\\N ;
2y | | | —— —
5400 5450 5500 5550 5500 650 5700 5750 5500
Mass

Obrazek 32: Zobrazeni homozygota pro alelu G u rs11209026.
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Obrazek 33: Zobrazeni heterozygota pro alely GA u rs11209026.
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Obrazek 34: Zobrazeni homozygota pro alelu A u rs 10889677.
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Obrazek 35: Zobrazeni heterozygota pro alely CA u rs10889677.
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Obrazek 36: Diagram zastoupeni prisluSnych genotypt
rs10889677.
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5 Diskuze

Diplomova prace se zabyva studiem kandidatnich molekul u¢astnicich se pato-
geneze onemocnéni nazyvaného sarkoiddza, ktera je fazena mezi multisystémove
granulomatézni choroby s neznamou pficinou (Nunes et al., 2007). Ackoliv je sarkoi-
déza povazovana za Th1 imunitni onemocnéni (Miyara et al., 2006), nedavné studie
prokazaly pfitomnost Th17 bunék v patogenezi sarkoiddzy (Facco et al., 2011). Pred-
poklada se, Zze Th17 bunky by mély hrat velice dllezitou roli v alveolitidé, tvorbé granu-
lomu, ale zejména v progresivni formé& onemocnéni (Facco et al., 2011; Judson et al.,
2011; Fischer et al., 2011).

V nasi praci jsme se zaméfili na studium klicovych cytokind v Th17 imunitni od-
poveédi, mezi néz patfi interleukin 23 (IL-23) a jeho receptor (IL-23R). Dosud je velmi
malo znamo o uloze IL-23 a IL-23R u sarkoiddzy. Z tohoto divodu jsme sledovali ex-
presni profil téchto dvou klicovych molekul v bufikach ziskanych bronchoalveolarni
lavazi. Tato tekutina je vhodna pro sledovani imunitni odpovédi pfimo v misté, kde
samotna zanétliva reakce probiha.

V nasem souboru sedmdesati Ctyf pacientll se sarkoiddzou a sedmnacti kont-
rolnich jedinch bez znamek zanétu jsme prokazali zvySenou mRNA expresi IL-23 u
sarkoiddzy oproti kontrolnim jedincim. Pfi srovnani s kontrolnimi jedinci byla pozoro-
vana zvySena exprese IL-23 také u vSech podskupin pacientl rozdélenych dle rentge-
nologického stadia I-IV, pfitomnosti Léfgrenova syndromu (LS) a vyvoje onemocnéni
po dvou letech. Dale byla srovnana exprese u pacientl bez pfitomnosti a s Léfgreno-
vym syndromem, coz je akutni forma sarkoid6zy s velmi dobrou prognézou. Exprese
IL-23 se mezi témito podskupinami pacientd neliSila. Stejny vysledek jsme ziskali u
podskupin pacientl rozdélenych dle vyvoje onemocnéni béhem dvou let sledovani.

IL-23 je dulezitym aktivatorem Th17 imunitni odpovédi a byla prokazana jeho
klicova role ve stabilizaci Th17 fenotypu (Yang et al., 2007). Cytokin IL-23 je sekreto-
van dendritickymi burfikami a makrofagy po setkani s antigenem a pfispiva k proliferaci
Th17 lymfocytd (Oppmann et al., 2000). Exprese IL-23 jiz byla studovana u pacientu
s kozni sarkoid6zou (Judson et al., 2011). Autofi popisuji zvySenou genovou expresi
tohoto cytokinu v koZnich Iézich u osmi z dvanacti pacientu, ale rozdil v expresi oproti
kontrolnim jedincim nedosahoval hladiny signifikance (Judson et al., 2011). Jedna se
v8ak o velmi maly soubor, k ziskani vétsi vypovédni hodnoty tykajici se IL-23 exprese
by bylo nutné analyzovat vétsi soubor pacientl. U plicni sarkoidézy exprese tohoto
cytokinu dosud nebyla sledovana. Nase vysledky vSak prokazaly, ze exprese IL-23 je

zvy$ena v burikach bronchoalveolarni lavaze ziskanych u pacientt se sarkoidézou. Na
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zakladé jeho popsané funkce aktivatoru Th17 bunék usuzujeme, Zze se maze podilet na
udrzeni a proliferaci Th17 bunék (Yang et al., 2007) také u tohoto onemocnéni.
K podporeni této hypotézy bude nutno provést funkéni studii.

DalSi ze studovanych molekul byl IL-23R, kterym je receptorem pro IL-23. Pro-
kazali jsme zvySenou mRNA expresi tohoto receptoru u pacientd se sarkoidézou oproti
jedincim bez znamek zanétu. Po rozdéleni pacientt do podskupin dle rentgenologic-
kého stadia I-IV, pfitomnosti Léfgrenova syndromu (LS) a vyvoje onemocnéni po dvou
letech byla mRNA exprese zvySena oproti kontrolnim jedincim. Dale byla srovnana
MRNA exprese u pacientl bez a s Léfgrenovym syndromem, ktera se neliSila mezi
témito dvéma skupinami. Velmi zajimavy byl nalez zvysené exprese IL-23R u pacientl
s progresi onemocnéni ve srovnani se skupinou pacientd, u nichz bylo dosazeno remi-
se po dvou letech sledovani.

IL-23R je exprimovan na povrchu Th17 lymfocytd (Cesare et al., 2009). Posled-
ni vyzkumy naznaduiji, ze receptor IL-23R hraje dllezitou roli ve smérovani T-lymfocytu
do fenotypu Th17 (Cesare et al., 2009). Interakce mezi jeho ligandem IL-23 a IL-23R
aktivuje JAK-STAT drahu, pfi které dochazi k regulaci transkripce nékterych gent (Ce-
sare et al., 2009). Jeden z nedavnych vyzkum( prokazal, ze se Th17 bunky hromadi
v granulomech spole¢né s Th1 burikami (Facco et al., 2011). V této praci byla zkouma-
na skupina Ctyficeti pacientl se sarkoidézou a byli porovnavani se zdravymi kontrola-
mi. Pacienti byli rozdéleni na jedince s aktivni sarkoidozou, ktefi méli vysoky stupen
alveolitidy, pacienty s inaktivni sarkoidézou a pacienty s chronickou formou nemaoci.
Byla zjisténa vy3Si exprese receptoru IL-23R v alveolarnich makrofazich i monocytech,
ziskanych z periferni krve, u pacientt s aktivni formou sarkoidézy (Facco et al., 2011).
Mezi kontrolnimi jedinci a pacienty s inaktivni formou nebyl zji5tén rozdil v mRNA ex-
presi tohoto genu. V souladu s nasimi vysledky italsti autofi prokazali zvySenou expresi
IL-23R proteinu v bioptickych tkanich pacientu s progredujici formou nemoci (Facco et
al., 2011). U pacientu s regresi a lepSi prognézou byla koncentrace IL-23R v plicni tka-
ni nizka. Tyto zavéry podporuji nase nalezy o klicové roli IL-23R u progrese nemoci a
bude urcité pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Druha &ast studie byla zaméfena na zkoumani mozného vlivu dvou funk&nich
polymorfismd kandidatniho genu IL-23R na jeho expresi. Pfitomnost funkénich poly-
morfism{ mulze ovlivhovat kvalitu i kvantitu mRNA, a tim i vzniklého proteinu. Proto
jsme pFedpokladali, Ze nami zjisténa zvySena exprese IL-23R mlze byt dusledkem
pfitomnosti funk&nich polymorfismi u pacientl s progresi nemoci. Navic nedavna pra-
ce u némecké populace prokazala asociaci rs11209026 vgenu pro IL-23R
s chronickou formou sarkoidézy (Fischer et al., 2011).

Prvni nami zkoumany polymorfismus je rs10889677, ktery vede k zaméné cyto-
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sinu za adenin. Bylo zjisténo, Ze tento polymorfismus se podili na imunopatogenezi
fady onemocnéni s imunitni sloZkou. Byla popsana jeho asociace s zvySenym rizikem
Crohnovy choroby (Duerr et al., 2006), ankylozujici spondylitidy (Brown, 2008) a ul-
cerozni kolitidy (Silverberg et al., 2009). U sarkoid6zy tento polymorfismus dosud stu-
dovan nebyl. Genotypovové frekvence tohoto SNP v naSem studovaném souboru byly
v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou. U naSich pacientd bylo zastoupeni
vzacné alely A 35% u pacientl s regresi a 34% u pacientl s progresi. Nanalezli jsme
rozdily mezi alelickou ani genotypovou frekvenci tohoto polymorfismu mezi obéma
skupinami pacientl s rliznym vyvojem onemocnéni. Na zakladé naSich vysledkd usu-
zujeme, ze se tento polymorfismus nepodili na zvySené expresi IL-23R u pacientd
s progreduijici formou s horsi prognézou.

Druhym studovanym funkénim polymorfismem v genu pro IL-23R byl polymor-
fismus rs11209026, ktery vede v aminokyselinové sekvenci k zaméné argininu za glu-
tamin v pozici 381 v intracelularni doméné IL-23R proteinu. Na némecké populaci byla
prokazana asociace tohoto polymorfismu s chronickou formou sarkoidozy (Fischer et
al., 2011). V ramci genomovych studii byla prokazana asociace rs11209026 s ochran-
nou funkci proti Crohnové chorobé (Duerr et al., 2006). Z této studie vychazeli i Glas et
al., 2007, ktery asociaci s Crohnovou chorobou potvrdil. Také u ulcerézni kolitidy byla
prokazana ochranna funkce alely A (Glas et al., 2007). Na britské populaci byla popsa-
na souvislost rs11209026 také s ochrannou funkci proti psoriaze (Capon et al., 2007).
Zaména R381Q vede k naruseni pfenosu signalu mezi transmembranovou doménou a
mistem vazby JAK2 na cytoplazmatické doméné&, a tim k nedostatecné fosforylaci
STATS transkripénich faktor. Dusledkem by tedy byla sniZzena hladina prozanétlivych
cytokinl (IL-17A), které jsou charakteristickym znakem Th17 bunék (Pidasheva et al.,
2011).

U nasSeho souboru pacientl se sarkoid6zou jsme spocitali alelické a genotypo-
vé frekvence pro polymorfismus rs11209026. Genotypové frekvence tohoto SNP byly
v naSem studovaném souboru v souladu s Hardy-Weinbergovou rovnovahou. Vyskyt
této vzacné alely v naSem souboru pacienti ¢eského puvodu odpovida vyskytu této
alely v populaci némecké (Fischer et al., 2011). Nezaznamenali jsme vSak rozdily mezi
alelickymi frekvencemi mezi ob&ma studovanymi skupinami: vyskyt vzacné alely A pro
rs11209026 byl 8% u pacientl s regresi a 5% u pacientl s progresi onemocnéni. PFi
srovnani genotypovych frekvenci byl genotyp GG pfitomen v 90% pfipadd a genotyp
GA u 10% pripadu progresivni sarkoidézy ve srovnani s pfitomnosti genotypu GG
v 84% a GA v 16% pfipadu u remitujicich pacientt s lepSi prognézou. Nase vysledky
podporuji popsany vliv alely A na vyvoj onemocnéni, jak bylo zjisténo v celogenomové

studii u 1996 némeckych pacient se sarkoidézou (Fischer et al., 2011). Z divodu na-
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Seho malého souboru vSak genotypové frekvence rs11209026 u nasich pacientl Ces-
kého plvodu nedosahly statistické signifikance mezi podskupinami s regresi a progre-
si. K potvrzeni asociace rs11209026 s progresi sarkoidézy bude nutno do budoucnosti
roz§ifit skupinu pacientd.

V této praci jsme potvrdili zvySenou expresi dvou klicovych molekul Th17 imu-
nitni drahy: 1L-23 a IL-23R u plicni sarkoidézy. Exprese IL-23R byla zvySena u progre-
dujici formy onemocnéni, neprokazali jsme vSak vliv studovanych funkénich polymor-
fism0 na zvySeni mRNA exprese. Studium Th17 bunék a molekul asociovanych s Th17

imunitni odpovédi u sarkoiddzy bude jisté predmétem dalSiho vyzkumu.
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6 Zaver

V teoretické Casti byly shrnuty dosavadni poznatky o plicnim onemocnéni sar-
koidoza. Prace byla zaméfena na epidemiologii, etiologii a roli imunitnich bunék a kli-
Covych cytokinll v imunopatogenezi sarkoidézy. Sarkoidéza je fazena do komplexnich
chorob, coz znamena, Ze v patogenezi onemocnéni hraji dulezitou roli jak vnéjsi fakto-
ry, tak i geneticka predispozice.

Cilem diplomové prace bylo studium mRNA relativni exprese cytokinu IL-23 a
jeho receptoru pomoci kvantitativni RT-PCR v burnkach bronchoalveolarni lavaze u
pacientl s plicni sarkoidézou a porovnani této exprese s jedinci bez znamek zanétu.
Dale porovnat expresi téchto molekul u podskupin pacient dle klinického fenotypu
(vyvoj onemocnéni po dvou letech, rentgenologické stadium, pfitomnost akutni formy -
Lofgrentv syndrom). Na zavér byla provedena genotypizace dvou funkénich polymor-
fismu v genu IL-23R u pacientl se sarkoidézou.

NaSe studie prokazala zvySenou mRNA expresi genu pro interleukin 23
(p=0,002) i jeho receptoru (p<0,0001) u pacienti se sarkoiddézou oproti kontrolnim je-
dincum. P¥i srovnani pacientt dle klinického vyvoje onemocnéni po dvou letech jsme
pozorovali zvySenou mRNA relativni expresi IL-23R u pacientl s progresi oproti paci-
entim s regresi (p=0,02). Asociace zvySené mRNA exprese IL-23R se zkoumanymi
funk&nimi polymorfismy v tomto genu (rs11289677 a rs10889677) nebyla potvrzena.
V této praci jsme potvrdili zvySenou expresi dvou klic¢ovych molekul Th17 imunitni
drahy: IL-23 a IL-23R u plicni sarkoiddzy, a to zejména u jeji progredujici formy. Studi-
um Th17 bunék a molekul asociovanych s Th17 imunitni odpovédi u sarkoidézy bude
jisté pfedmétem dalSiho vyzkumu.

V ramci diplomové prace jsem se seznamila s nasledujicimi technikami: zpra-
covani biologického materialu, izolace RNA z bunék bronchoalveolarni lavaze, izolace
DNA z krve, reverzni transkripci, kvantitativni RT-PCR a genotypizaci pomoci techniky

MassArray, veetné statistického zpracovani ziskanych dat a vedeni klinické databaze.
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8 Seznam pouzitych zkratek

APC antigen prezentujici buriky

CCL chemokinovy ligand

CCR chemokinovy receptor

CD4+ T-lymfocyty s CD4 receptorem na svém povrchu
CD8+ B-lymfocyty s CD8 receptorem na svém povrchu
CRP C reaktivni protein

CTLA cytotoxic T-lymphocyte associated antigen 8
CXCR chemokinovy receptor (C-X-C motiv)

GATA3 transkripcni faktor

IL interleukin

INF interferon

Jak Janusova kinasa

LS Lofgrentiv syndrom

MHC major histocompatibility systém, glykoproteiny exprimovany na vSech

jadernych burkach

NK natural killers (pfirozené cytotoxické burky)
STAT signal transducer and activator of transcription
Tc cytotoxické T-lymfocyty (cytotoxic)

Th pomocné T-lymfocyty (helper)

TNF tumor nekrotizujici faktor

Treg regulacni T-lymfocyty

Tyk tyrosin kinasa

HLA hlavni histokompatibilitni systém ¢lovéka
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