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Summary

Objectives: Idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) is a serious disease characterized with progressive scarring of
the lungs in which the genetic background is supposed. The aim of our study was to investigate Th1/Th2
cytokine gene polymorphisms to evaluate their possible influence on IPF development. Then we have correlated
selected polymorphisms of IL-1, IL-4 and IL-12 groups ( the selection was based on our previous results) with
clinical parameters and high resolution computed tomography (HRCT) as a markers of disease stage and
progression.

Methods: We investigated 30 patients with IPF and 103 healthy volunteers for the cytokines polymorphisms of
the IL-1 alpha, IL-1 beta, IL-1R, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF alpha, IFN gamma, TGF beta,
IL-1 beta, IL-2, IL-4 and IL-4RA genes. The PCR-SSP method was used for measurement. Then the
correlations of vital capacity(VC) and diffusing capacity for carbon monoxide(DLco), bronchoalveolar lavage
(BAL) fluid cell counts and high resolution computed tomography (HRCT) alveolar and interstitial scores with
different genotypes of groups of IL-1, IL-4, and IL-12 cytokines and their receptor antagonists. The HRCT
results were evaluated by an experienced viewer using the interstitial and alveolar score scales, which were
based on the IPF HRCT description system from Gay et al. (1998).

Results: The CT genotype of the IL-1 alpha gene promoter at position (-889) was more frequent in IPF patients
(p=0.042, peor=0.61). In the IL-2, the genotypes GT at position (-330) and TT at position (+166) were more
frequent in the IPF group (p=0.015, p.or=0.28). Concerning the IL-4 gene promoter region at position (-1098),
the GT was more frequently seen in IPF group and 97% of patients with IPF had the genotype GT or TT
(p=0.012, pcon=0,26). The CT genotype at position (-590) (IL-4) was more frequent in the IPF group
(p<0.0001, pcor<0.0022). The prevailing genotype in IPF patients for IL-4 at position (-33) was CT (p<0.0001,
Peorr<0.0022). The carriers of CT genotype at IL-1 alpha (-889) position had higher VC at the time of
diagnosis. The CC genotype at this position was more frequent in patients with higher counts of HLADR+ T
Ilymphocytes in BAL. The GT genotype at IL-4 (-1098) position correlated with higher counts of CD4+ T
lymphocytes, and inversely the TT genotype with higher counts of CD8+ T lymphocytes in BAL fluid. The
HRCT alveolar score was more pronounced in IL-4 RA (+1902) AG heterozygotes. The HRCT interstitial score
was less severe in the IL-12 (-1188) AA homozygotes. According to progression of the HRCT interstitial score,
the CC homozygosity at IL-1 RA (mspa 111100), the AA homozygosity at IL-4 RA (+1902) and CC
homozygosity at IL-4(+33) positions were more frequent in patients with stable disease compared to those with
progressive disease.

Conclusion: Our results support the idea of the pathogenic role of cytokine gene polymorphisms of IL-1 and
especially of IL-4 in the etiology and pathogenesis of IPF. We assume from our data that the gene
polymorphisms of the promotor region of IL-4 at position (-1098) and (-33) and IL-1 alpha at position (-889)
are likely to play a pathogenic role in IPF and in modification of its clinical presentation and severity.
Furthermore we conclude from our data that the polymorphisms of IL-4, IL-4RA, IL-1RA and IL-12 genes
(genes of cytokines with regulatory activity) might influence the phenotype of IPF as shown by measurable

changes in HRCT investigations.



Uvod

Idiopaticka plicni fibroza (IPF) je zdvaznym onemocnénim s nepiiznivou prognodzou, se
sttednim pfezitim pacientll navzdory 1é€bé 3-5 let. Prevalence je celosvétové odhadovéana na
13-20/100.000 a incidence 7-11/100.000 , miize vSak byt i vysSsi, protoze predpokladame
poddiagnostikovanost této choroby. (Grutters, 2005)

Etiopatogeneze IPF neni zatim zcela Uplné jasnd, zda se vSak, ze se jedna o uniformni
imunopatologickou odpovéd na zevni ¢i vnitini stimulus. Pfedpoklada se pievaha cytokint T2
typu vedouci k nekontrolované fibroprodukci a destrukci plicniho parenchymu. Stoupa
mnozstvi ditkazii o tom, Ze IL-4 a IL-13 u IPF podporuje rist fibroblasti a produkci
kolagenu, zatimco IFN-gama potlacuje aktivitu fibroblastii. (Lukacs, 2001) IL-4 a IL-13
prokazateln¢ zvySuje produkci TGF- beta 2 lidskymi bronchidlnimi epiteliemi, ale nikoli
fibroblasty a tato funkce IL-4 a IL-13 je suprimovatelna podanim IFN- gama. (Wen, 2002)

Klinicky se projevuje progredujici namahovou a posléze klidovou duSnosti, snadnou
unavitelnosti, kaslem a v pozd¢;jsich fazich pfi nastupujici hypoxémii i cyanozou. U ¥ pacientl
se také vyskytuji fenotypové projevy, jako jsou paliCkovité prsty s nehty tvaru hodinového
sklicka a poslechovy fenomen krepitu slySitelny nad plicnimi bazemi

Typicky radiologicky ndlez popisuje zmnozenou plicni kresbu az retikulonodulaci na

prostém zadopfednim skiagramu hrudniku a obraz plicni fibrézy az s obrazem vostinovité plice
v bazich plicnich s miminalnimi okrsky tzv. aktivnich zmén pii vySetfeni vysoce rozliSujici
vypocetni tomografii hrudniku (HRCT). Zvlast¢ urceni rozsahu fibroznich zmén v dobé
diagn6zy ukazuje na progndézu onemocnéni, tj. ¢im vétsi rozsah fibrézy, tim kratsi doba
preziti.(Gay, 1997) Pro lepsi porovnatelnost a interpretovatelnost jednotlivych vysSetteni v ¢ase
u jednoho pacienta nebo srovnani vySetieni mezi jednotlivymi pacienty byly navrzeny skoérovaci
systémy, které hodnoti rozsah alveoldrnich a intersticidlnich zmén v % postizeni plicniho

parenchymu.(Tabulka 1)



Tabulka 1. HRCT skorovaci systém u IPF ( dle Gay et al)

STUPEN POSTIZENI | ALVEOLARNI SKORE |INTERSTICIALNI SKORE
0 0 0, neni vostina

1 1-4% 1-4%, neni vostina

2 4-24% 5-24%

3 25-49% 25-49%

4 50-74% 50-74%

5 75%-100% 75-100%

% udavaji rozsah postizené plicni tkane

Stran funk¢nich paramett u pacientli s IPF dominuje redukce vitalni kapacity (VC) a snizeni

difusni kapacity (DLco) a posléze i snizeni parcialniho tlaku kysliku (paO2) v tepenné krvi.

Dalsim vySetfenim v algoritmu vySetfovacich metod u pacientt s IPF je bronchoalveoldrni

lavaz (BAL). Pro IPF je typické zvySeni zastoupeni granulocytii v BAL obvykle s malou
piimési eosinofilti, lymfocyty byvaji zvySeny minimalné.

V ramci cytometrického vySetieni BAL vySetfujeme pfevazné T lymfocytarni markery-
CD3, CD4, CDS, B lymfocytarni CD19, markery NK bun¢k CD16/56, a aktivacni marker
HLA DR na T lymfocytech. (Papiros, 2005)

Pro histopatologické ovéfeni diagnézy IPF se obvykle neobejdeme bez

videothorakoskopické plicni biopsie. Patologicko-anatomicky obraz u IPF je riiznorody dle

lokalizace odbé&ru plicni tkanég, vétSina odebranych vzorkii vSak zachycuje obraz tzv. obvyklé
intersticidlni pneumonitidy s pievahou jizveni a destrukci plicni architektoniky.

Je dulezité védet, Ze finalni diagnostika IPF je skute¢né syntézou klinického, radiologického

a histopatologického nélezu, kterd je dilem I€kate- klinika. Histopatologické diagno6za je hlavni

oporou v téch ptipadech, kdy manifestace onemocnéni neni typicka. (Flaherty, 2004)

Progndéza je obecné Spatnd, navzdory lécbé ma IPF v porovnani s ostatnimi typy
idiopatickych plicnich pnemonii témet vzdy progredujici zhoubny prabéh. Neni doposud zndma
zadna lécba, kterd by dokdzala vyznamné zpomalit progresi onemocnéni. VétSina téchto

pacientl umirad do dvou az tfi let do doagnézy pokud neni indikovéna k transplantaci plic.



Role genovych polymorfizmii v etiologii a patogenezi IPF

Doposud byly v souvislosti s IPF vysetfovany polymorfizmy cytokinti obvykle souvisejicich
s akutnim zanétem (TNF alfa, IL-1, 6, 8), fibroprodukci (TGF- beta) a s regulaci imunitni
odpovédi (IL-10). Navzdory tomu, Ze se predpoklada, ze vznik IPF je ziejmé podpoien
nerovnovahou cytokint ve prospéch Th2 spektra, polymorfizmy cytokinil v této oblasti u IPF

doposud v $irSim méfitku vySetfeny nebyly.

Genové polymorfizmy cytokinii u pacienti s IPF- vlastni pozorovani

Cil prace

Cilem nasi prace bylo urcit vztah genovych polymorfizmti Sirokého spektra cytokinli ke
vzniku a vyvoji IPF. U genovych polymorfizmt, které pravdépodobné Kkorelovaly
s onemocnénim IPF, jsme jest¢ vySetfovali vztah jednotlivych alel ke klinické manifestaci
onemocnéni reprezentované demografickymi, funkénimi a radiologickymi parametry a
v neposledni fadé¢ i1 cytologickymi a imunologickymi parametry v BAL. Vychazeli jsme
z hypotézy o nerovnovaze spektra Thl a Th2 cytokint u IPF, ktera byla jiz zminéna nékolika
autory, ale doposud pro ni nebyl nalezen jednoznaény geneticky podklad.

V ¢asti prace vénované korelaci genetickych parametrli s parametry klinickymi jsme se jako
jedni z prvnich opfteli v charakteristice fenotypu IPF o HRCT alveolarni a inersticidlni skore,
které jako jediné vystihuje zavaznost onemocnéni a je dobfe méfitelné a porovnatelné v Case u

jednoho pacienta i mezi jednotlivymi pacienty navzajem.

Soubor pacientu

Vsichni pacienti byli bélosi z Ceské republiky. Celkovy podet pacientii byl 30, 20 bylo Zen a
10 muza. Primérny vék pacientii byl 65 rokt (36- 85 let). (Tab.2)

Kontrolni skupinu tvofilo 103 nepiibuznych jedincti kavkazské rasy z Cech (24 muzi a 79
Zen) s negativni anamnézou stran plicnich fibrotizujicich onemocnéni. Tito jedinci byli zdravi
potencidlni darci kostni dfené. Priméry vék v kontrolnim souboru byl 53 let (24-71 let).

(Leslie GL, v tisku)



Tabulka 2. Demograficka a klinicka data (plicni funkce a BAL)u pacientii s IPF v dobé diagnozy

STR. SD | MIN. MAX.

HODNOTA HODNOTA | HODNOTA
Vek (roky) 65.4 12.8 36 87
Vitalni kapacita (1) 67.4 19.4 21 108
Difuzni kapacita (%) 38.4 153 15 69
BAL lymfocyty (%) 16.1 179 |2 53
BAL polymorfonukleary(%) 14.2 14.5 2 51
BAL eosinofily(%) 1.2 2.7 0 8
BAL makrofagy (%) 68.3 22.5 24 95
BAL CD4+ T lymfocyty (%) 47.8 18.5 20 80
BAL CD8+ T lymfocyty (%) 35.7 17.8 8 63
CD4+/CD8+ pomér 2.2 2.5 0.32 10
BAL HLADR+ lymfocyty (%) 49.5 274 3 90

SD=standardni odchylka

Material a metody

U pacientl byla shromazdéna demografickd data- rasa, vek, pohlavi. V dobé diagnézy bylo
provedeno funkéni vysetfeni plic- spirometrie s uréenim vitalni kapacity plic (VC), difusni
kapacity plic (DLco) a krevni plyny s urenim parcialniho tlaku kysliku v arteridlni krvi. Déle
pacienti podstoupili BAL z oblasti stfedniho laloku pravé plice ¢tyfmi porcemi vlazného
fyziologického roztoku po 50 ml. Prvni 3 frakce byly vySetfeny cytologicky se stanovenim
diferencidlniho poctu bun€ék v BAL a ctvrtd frakce byla vySetfena imunologicky
s imunocytochemickym barvenim povrchovych molekul CD3, CD4, CDS8, CD19, HLADR.
(Tabulka 2) V dobé¢ diagnézy bylo provedeno vysetieni plic pocitacovou tomografii s vysokou
rozliSovaci schopnosti (HRCT) hrudniku a toto vySetfeni bylo pro stanoveni dynamiky

onemocnéni opakovano kazdych 12 mésici.



Pouzili jsme hodnoceni rozsahu alveolarnich a intersticidlnich zmén podle systému Gay et al.
(Tabulka 1) Co se ty¢e zmén v Case, nemoc jsme hodnotili jako stabilni pro hodnoty 0 a 1
(beze zmén nebo regrese zmeén) a progresivni pro hodnotu 2 (progrese zmeén).

U pacientli byla v dob¢ diagnézy odebrdna krev na genetické vySetfeni po podepsani
informovaného souhlasu s naslednym stanovenim polymorfismi cytokini v promotorové
oblasti IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-1R, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-alfa, IFN-
gama a v piekladanych oblastech TGF- beta, IL-1 beta, IL-2, IL-4 a IL-4RA. (Tabulka 3)

Genotypizace cytokini

Po extrakci DNA byly hodnoceny polymorfizmy 13 riiznych cytokinovych genli s pomoci
CYTOKINE GENOTYPING KIT (Dynal Biotech, Norway). Test je designovan jako PCR se
sekvencné specifickymi primery (SSP).

Pozitivni a negativni vysledky byly dokumentovany a interpretovany v souladu s pracovnim

navodem.

Tabulka 3. Seznam vySetiovanych genovych polymorfismii

POLYMORFIZMUS GENOTYP
IL-1alfa —889 C/C C/T T/T
IL-1beta —511 C/C C/T T/T
IL-1beta +3962 Cc/C C/T T/T
IL-1R pst 1970 C/C C/T T/T
IL-1 RA mspa 11100 C/C C/T T/T
IL-4 RA +1902 A/A A/G G/G
1L-12 -1188 A/A A/C C/C
INF-gama UTR 5644 A/A A/T T/T
TGF betal codon 10 C/C C/T T/T
TGF betal codon 25 C/C C/G G/G
TNF alfa -308 A/A A/G G/G
TNF alfa —238 A/A A/G G/G
1L-2 330 G/G G/T T/T
IL-2 +166 G/G G/T T/T




1L-4 -1098 G/G G/T T/T
1L-4 590 C/C C/T T/T
1L-4 -33 C/C C/T T/T
1L-6 -174 C/C C/G G/G
IL-6 +565 A/A A/G G/G
1L-10 1082 A/A A/G G/G
1L-10 -819 c/C C/T T/T
1L-10 —592 A/A A/C C/C
Vysledky

Ze souhrnu vySetfovanych genovych polymorfismii u fady cytokinli nebyly shledany
statisticky vyznamné rozdily ve vyskytu mezi normalni populaci a pacienty s IPF. Genotypy IL-
Ibeta na pozicich (-511) a (+3962), IL-1R pst 1970, IL-4RA (+1902), IL-1RA mspa 11100,
IL-12 (-1188), IFN-gamma UTR 5644, TGF-beta 1 kodon 10 a kodon 25, TNF alfa (-308) a
(-238), IL-2 (-330) a (+166), IL-6 (-174) a (+565), IL-10 (-1082), (-592) a (-819) se
vyznamné v obou skupinach neliSily. (VaSakova, Tissue Antigens 2006)

V ptipad¢ IL-1 alfa (-889), byl genotyp CT cCastéji zastoupen u pacientli s IPF oproti
kontrolam (P=0,042), avSak po Bonferroniho korekci rozdil prestal byt vyznamny (P..,=0,61).
Pokud jsme porovnavali oba genotypy s alelou T, t.j. CT i TT vi¢i CC homozygosité, byl
vyskyt genotypi s alelou T vyznamné vyssi ve skupiné pacientt s IPF (P< 0,05), ale po korekei
rozdil ptestal byt téz vyznamny (P <0,7). Genotyp GT na pozici (-330) a TT na pozici
(+166) v oblasti genu pro IL-2 byly €astéjsi u pacientd s IPF (P=0,015), nicméné korigovana
hodnota P nedosahla statistické signifikance (P.,,=0,28). (Vasdkova, Tissue Antigens 2006)

V piipadé promotorové oblasti genu pro IL- 4 na pozici (-1098) bylo u pacientti s IPF
castéji GT nez u zdravych kontrol (P=0,012) a 97% (29 z 30) pacientll s IPF m¢lo na této
pozici genotyp GT nebo TT ve srovnani s kontrolami, nicméné po Bonferroniho korekci
hodnota P nedosahla statistické signifikance (P.,,=0,23).

Na pozici (-590) IL-4 jsme zjistili Castéj$i vyskyt CT genotypu u pacientli s IPF nez u
zdravych jedinct (P< 0,0001)a rozdil zlstal statisticky vyznamny i po korekei (Peor <0,0022).
(Vasakova, Tissue Antigens 2006) (Tabulka 4)



Tabulka 4. IL-4 -590. Frekvence jednotlivych genotypii u pacientii s IPF a zdravych kontrol

IL-4 (-590) PF ZDRAVE KONTROLY
CC 3 (10%) 77 (75%)

CT 26 (87%) 20 (20%)

TT 1 (3%) 5 (5%)

(p<0.0001, pror<0.0022)

V promotorové oblasti genu pro IL-4 na pozici (-33) u pacientil s IPF pfevazoval genotyp
CT ve srovnani se zdravymi kontrolami s ptevahou genotypu CC (p< 0,0001) a hodnota P
zustala v mezich statistické vyznamnosti i po Bonferroniho korekci (P on< 0,0022).

(Vasakova, Tissue Antigens 2006) ( Tabulka 5)

Tabulka 5. IL-4 -33. Frekvence jednotlivych genotypit u pacientit s IPF a zdravych kontrol

IL-4(-33) PF ZDRAVE KONTROLY
CC 9 (30%) 77 (75%)
CT 20 (67%) 20 (20%)
TT 1 (3%) 5 (5%)

(0<0.0001, pror<0.0022)

V dal§i fazi pfi porovnavéani fenotypovych znakli skupiny pacienti s IPF (klinickych a
paraklinickych parametri onemocnéni) jsme jiz pracovali pouze s polymorfizmy téch cytokind,
které mély odlisné zastoupeni genotypi u nemocnych s IPF oproti zdravé populaci. Zvolili
jsme proto genu pro skupinu cytokint IL-4 a IL-1, v pfipadé IL-1, kde byly v naSem souboru
rozdily v zastoupeni polymorfizmi statisticky méné presveédcivé, jsme se opieli i o predchozi
prace (Whyte, Am J Resp Crit Care Med 2000) Také jsme vybrali pro porovnani s klinickymi
parametry jako Tyl regulacni cytokin i IL- 12, i kdyZ v naSem prvotnim sledovani rozdilu
vyskytli u pacientii s IPF a kontrolni populace nebyl statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci
polymorfizmii mezi témito skupinami. Pfedpokladali jsme vSak, jak jiz v praci bylo uvedeno
vysSe v teoretické casti prace, Ze cytokinové polymorfizmy mohou mit vliv nikoli na vznik
onemocnéni, ale pouze na modifikaci jeho prubehu.

Pacienti s genotypem CT na pozici (-889) IL-1 alfa méli vyssi vitalni kapacitu ve srovnani
s témi, ktefi na této pozici nesli genotyp CC.(p< 0,05) (VaSdkova, Scandinavian Journal of

Immunology 2006) (Tabulka 6)



Tabulka 6. Korelace vitalni kapacity v dobé diagnozy a genového polymorfizmu IL-1alfa (-889) u IPF

IL-1 ALFA (-889) STREDNi{ HODNOTA VCV % PV
CC(12) 57.8(21-81);SD=18.7

CT(13) 77.4(44-108);SD=16.9

TT(5) 64.2(21-92);SD=18.1
(p=0.0142)

SD=standardni odchylka
PV=predikovana hodnota

Nositelé genotypu CC na této pozici méli vyssi zastoupeni HLADR+ T lymfocytlh v BAL
nez nositelé CT a TT genotypt (p< 0,05) (Vasédkova, Scandinavian Journal of Immunology

2006) (Tabulka 7)

Tabulka 7. Korelace CD3+HLADR+ T lymfocytii v BAL v dobé diagnozy a genového polymorfizmu IL-
lalfa (-889) u IPF

IL-1 ALFA (-889) STREDNf HODNOTA CD3+ HLADR+TLY V%
CC(12) 69.3(11-90);SD=29.8

CT(13) 35.2(3-57);SD=18.6

TT(5) 42.8(6-64);SD=22.6

(p=0.0284)

SD=standardni odchylka

Pacienti s GT na pozici (-1098) v promotorové oblasti genu pro IL-4 méli vyssi zastoupeni
CD4+ T lymfocyti v BAL, oproti tém s TT genotypem (p< 0,06). Naopak TT homozygoti na
této pozici méli vyznamné vyssi zastoupeni CD8+ T lymfocytd v BAL (p< 0,01). Pomér
zastoupeni CD4+/CD8+ T lymfocytli v BAL byl vyssi u nosi¢ti genotypu GT oproti TT na této
pozici. (p <0,05) (Vasédkova, Scandinavian Journal of Immunology 2006) (Tabulka 8)
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Tabulka8. Korelace CD3+CD4+ a CD3+CD8+ T lymfocytit v BAL v dobé diagnozy a genovy polymorfizmus
IL-4(-1098)

IL-4(-1098) GG (1) GT(14) TT(15) p

Mean CD3+CD4+ TLY in % | 77;SD=0 | 54.4;SD=20.3 | 37.6;SD=9.2 | p=0.0598

Mean CD3+CD8+ T LY in % | 16;SD=0 | 25.9;SD=16.8 | 48;SD=10.3 | p=0.0068

Mean 4.6;SD=0 | 3.35;SD=3.1 0.8;SD=0.2 p=0.0516
CD3+CD4+/CD3+CD8+ ratio

p <0,05
SD= standard deviation

Co se tykéd porovnani HRCT zmén s genotypem u pacientti s IPF, nejvyssi alveolarni skoére
(4+5) bylo spojeno s genotypem IL-4 RA (+1902) ve srovndni s homozygoty AA na této
pozici. (Tabulka 9 ) Pfi porovnani se skupinou kontrol, AA homozygosita na této pozici se
vyskytovala v obdobném zastoupeni u zdravych kontrol a u pacientli sniz§im stupném

alveolarniho postizeni (2+3) (63% vs. 55%) (Vasakova, Respir Med 2006)

Tabulka 9. Korelace HRCT alveoldrniho skore v dobé diagnozy a genového polymorfizmu IL-4 RA (+1902)

AS 0+1 AS 2+3 AS 4+5
AA 5(31%) 10 (63%) 1(6%)
AG 3 (27%) 3 (27%) 5 (46%)

P<0,05

HRCT intersticialni skére bylo méné vyjadieno u IL-12 (-1188) AA homozygoti. (Tabulka
10) Ve zdravé populaci je pievazujicim genotypem na této pozici AA (55%), AC a CC
genotyp je pritomen u kontrol ve 41%, ve srovnani s 89% pacientt s IPF s intersticidlnim skore

4+5. (Vasakova et al, Respir Med 2006)

Tabulka 10. Korelace HRCT intersticialniho skore v dobé diagnozy a genového polymorfizmu IL-12(-1188)

IS 2+3 IS 4+5
AA 10 (55,5%) 8 (44,5%)
AC, CC 1 (11%) 8 (89%)

P<0,05
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Co se tyce progrese intersticidlnich zmén na HRCT, CC homozygosita na pozici IL-
IRA(mspa 111100), AA homozygosita na pozici IL-RA (+1902) a CC homozygosita na IL-4
(-33) byly castéji zastoupeny u pacientd se stabilnim onemocnénim ve srovnani s témi

s progresivni nemoci. (Tabulka 11, 12, 13)

Tabulka 11. Korelace zmén HRCT intersticialniho skore v Case a genové polymorfizmy IL-1RA (mspa
111100)

STABILNI ONEMOCNENI PROGRESIVNI ONEMOCNENI
CcC 6 (75%) 2 (25%)
CT 0 4 (100%)
TT 2 (67%) 1 (33%)
P<0,05

Tabulka 12. Korelace zmén HRCT intersticidalniho skore v Case a genové polymorfizmy IL-4RA (+1902)

STABILNI ONEMOCNENT{ PROGRESIVNI ONEMOCNENI
AA 8 (67%) 4 (33%)
AG 0 3 (100%)

P<0,08

Tabulka 13. Korelace zmén HRCT intersticidlniho skore v case a genové polymorfizmy IL-4(-33)

STABILNI ONEMOCNENT PROGRESIVNI ONEMOCNENTI
CC 4 (100%) 0
CT 4 (36%) 7 (64%)

P<0,08

Jsme si védomi toho, ze podskupiny pacienti v téchto skupinach jsou pocetné¢ malé, ale
srovname-li frekvenci zastoupeni IL-4 (-33) CC genotypu u kontrolniho souboru vs. u pacientii
s IPF, mGzeme vidét, Ze 75% zdravé populace jsou CC homozygoti, na rozdil od skupiny
pacientll s progresivnim onemocnénim, kde tento genotyp nenesl Zadny z nemocnych.
V ptipadé¢ IL-1RA(mspall1100) a IL-4RA (+1902) polymorfizmi, srovnani s vysledky u
zdravé populace nepiineslo zadné rozumné vysvétleni pro vztah nosiCstvi nckteré z alel a

progrese onemocnéni. (Vasadkova, Respir Med 2006)
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Diskuze

Pfi porovnani zdravé populace se skupinou pacientl sIPF, navzdory menSi velikosti
vySetfovaného souboru pacientli s IPF (30 pacientil), se jevi role nékterych polymorfisml
v patogenezi IPF, a to hlavné v promotorové oblasti genu pro IL-4 (IL-4 —590, IL-4 -33)
velmi pravdépodobné.

V piipadé hodnoceni vztahu T lymfocyti v BAL s genotypem vySetfovanych cytokinii
skupiny jsme nasli korelaci mezi zastoupenim CD4+ a CD8+ T lymfocyti v BAL a
polymorfismem na pozici (-1098) IL-4. Tento vysledek svéd¢i o mozné roli alely G na této
pozici v ovlivnéni CD4/CD8 T lymfocytarniho profilu v BAL a miize podporovat hypotézu o
protektivni roli pfevahy CD3+CD4+ lymfocytti v BAL proti rozvoji progresivni fibrozy.

Co se tyCe zastoupeni CD3+HLADR+ lymfocyti v BAL, ptfitomnost CC genotypu na
pozici (-889) IL-1 alfa byla castéji pozorovdna u pacientli s vy$Sim zastoupenim téchto
aktivovanych T lymfocytii v BAL. Tento nalez by mohl podporovat hypotézu o roli alely C na
této pozici v aktivaci T lymfocytti u IPF, ale bude potieba tuto hypotézu ovéfit testovanim na
vétsim souboru pacienttl.

U pacientd s genopytem AG na pozici (+1902) IL4RA jsme nasli vyssi rozsah alveolarniho
skore (tj. aktivniho procesu) na HRCT hrudniku v dob¢ diagnézy. Nizsi intersticialni skore (tj.
mensi rozsah fibrotickych zmén) byl nalezen u AA homozygotii na pozici (-1188) IL-12
v porovnani s AC heterozygoty na této pozici. Co se tyCe progrese onemocnéni pri
porovnavand HRCT scant v ¢ase, CC homozygoti na pozici (mspa 111100) IL-1RA méli
mensi stupen progrese intersticidlnich (tj. fibrotickych) zmén naz CT heterozygoti a TT
homozygoti. Obdobn¢ IL-4RA (+1902) AA homozygoti méli patrnou mensi progresi
intersticidlniho skore v porovnani s AG heterozygoty a CC IL-4 (-33) homozygoti m¢li mensi
progresi fibrotickych zmén na HRCT nez CT heterozygoti. (Vasdkova, Respir Med 2006)

Nejslibnéjsi se nam jevili ty vysledky z vySe uvedenych, kde nosi¢stvi n¢které alely bylo bud’
shodné, nebo se liSilo oproti zdravé populaci. Napiiklad v pfipadé¢ IL-4RA (+1902), AA
homozygosita byla sledovana jak u pacientl s vy$§im alveolarnim skore (€ili s vice vyjadfenymi
aktivnimi zménami bez vyraznych zmén fibrotickych) a u zdravych kontrol.

Genotyp IL-4 (-33) CC byl nachdzen v naSem souboru u téch pacientl, ktefi méli maly
sklon k progresi fibrotickych zmén na HRCT v ¢ase. Zaroven CC homozygosita byla
nejcastéjSim genotypem ve skupin¢€ zdravych dobrovolniki (u 75% vysSetfenych jedincll) a
tento genotyp se nevyskytl u Zadného s pacientli s rychlou progresi fibrotickych zmén na

HRCT hrudniku.
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Zavérem lze fici, Ze navzdory omezenim danym poctem pacientll v naSem souboru lze fici,
ze IL-4 genové polymorfismy, a to zvlaste¢ v promotorové oblasti na pozici (-33) a (—590) hraji
pravdépododné roli v etiologii a potogenezi IPF. Daéle je pravdépodobné, Ze genové
polymorfismy v oblasti skupin gent IL-1, IL-1RA, IL-4, IL-4RA a IL-12 mohou ovliviiovat
klinickou manifestaci IPF ve smyslu ovlivnéni bunééného rozpoctu v BAL a intersticialnich a

alveolarnich zmén zobrazenych na HRCT hrudniku a tudiZ i ovliviiovat prognézu onemocnéni.
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