PUVODNI PRACE

Variabilita genu pro angiotenzinogen
a vnimavost k roztrousené skleréze

Variability of Angiotensinogen and Susceptibility

to Multiple Sclerosis

Souhrn

Cil: Zjistit, zda existuje asociace mezi (-6)A/G a M235T polymorfizmy genu pro angiotenzino-
gen (ATG) a vnimavosti k roztrousené skleréze a/nebo formou tohoto onemocnéni. Soubor
a metodika: Celkem 195 nepfibuznych pacientl (49 muzd, 146 Zen) s diagndzou roztrou-
sené sklerozy a 126 zdravych kontrol bylo genotypizovano pro dva ATG polymorfizmy me-
todou polymerdzové fetézové reakce s naslednou restrikéni analyzou. Konecné vysledky byly
ziskany pomoci téchto statistickych testl: Fisherlv exaktni test, chi-kvadrat a Holmova testu
mnohondsobného srovnani. Pro dalsi statistické zpracovani bylo vyuZito programu Statistica,
verze 8.0 (StratSoft, Inc., Tulsa, OK, USA). Vysledky: Neprokazali jsme statisticky signifikantn{
rozdil v genotypové ¢i alelické distribuci pro zkoumané polymorfizmy mezi skupinou nemoc-
nych a kontrolnimi osobami. Ve skupiné pacientl se sice dvojnasobni homozygoti MMGG
vyskytovali méné casto (p = 0,029; OR = 0,57; Cl 0,33-0,98), ale prfepoctem pomoci Hol-
mova testu vysledky pozbyly signifikance (p_, = 0,17). Nenalezli jsme statisticky vyznamné
rozdily v distribuci genotypl mezi pacienty s rozdilnymi formami onemocnéni. Zavér: Nase
studie neprokézala, ze by (-6)A/G a M235T ATG polymorfizmy mély vliv na vnimavost k roz-
trousené sklerdze, ani Ze by asociovaly s riiznymi formami tohoto onemocnéni.

Abstract

Aim: To investigate whether there is an association between (-6)A/G a M235T polymor-
phisms of angiotensinogen (ATG) and susceptibility to multiple sclerosis and/or the course of
the disease. Materials and methods: A total of 195 patients (49 men and 146 women) with
multiple sclerosis (MS) and 126 healthy controls were investigated for two angiotensinogen
polymorphisms using PCR and restriction analysis. The data were analysed with the sup-
port Statistica software, version 8.0 (StratSoft, Inc., Tulsa, OK, USA) and using the Fisher’s,
Chi-squared and Holm's tests. Results: We observed no significant differences in genotype
or allelic distribution between groups of patients and control subjects for tested ATG poly-
morphisms. Double homozygotes MMGG were less frequent in the group of MS patients
(p = 0.029, Odds ratio = 0.57, Cl 0.33-0.98). However, using the Holm'’s test for multiple
comparisons, the results lacked statistical significance (p_, = 0.17). We did not find signifi-
cant differences either in genotype distribution or in allele frequencies among MS patients
with the different disease courses. Conclusions: Our study did not find an association be-
tween (-6)A/G a M235T polymorphisms of ATG and susceptibility to multiple sclerosis or the
course of this disease.
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VARIABILITA GENU PRO ANGIOTENZINOGEN A VNIMAVOST K ROZTROUSENE SKLEROZE

Uvod

Roztrousend skleréza (RS) se fadi mezi
autoimunitni onemocnéni centralniho
nervového systému (CNS), které postihuje
predevsim mladsi vékové skupiny. Pod-
kladem této choroby je chronicky zanét,
jenz vede nejen k poskozeni myelinovych
obald nervovych vldken, ale také k po-
Skozeni vlastnich axond. Zanétlivy proces
probiha i v dobé klinické remise, cozZ je
dobre dokumentovano pomoci MR, kde
je mozné odhalit tvorbu novych demyeli-
nizacnich zanétlivych lézi [1,2].

Jednim ze systémd, jenZ je v posled-
nich nékolika malo letech spojovan se za-
nétem, je i renin-angiotenzinovy systém
(RAS). Jiz dlouhou dobu stoji v popredi
zajmu kardiologU, a to nejen ve spojitosti
s regulaci krevniho tlaku a hospodareni
se solemi, ale zkouman je pravé i jeho
podil v zanétlivém procesu na rdznych
systémovych Urovnich v celém organizmu
[3,4]. Zakladni pFedstava byla odvozena
od aterosklerézy, na kterou je v soucasné
dobé jiz pohlizeno jako na chronicky
autoimunitni proces s imunitni odpovédi
k antigendm, jako jsou angiotenzin | kon-
vertujici enzym (ACE), LDL ¢i proteiny tep-
lotniho Soku [5]. Intraleziondlni Th1 pola-
rizace CD4+ bunék s naslednou aktivaci
tumor nekrotizujiciho faktoru (TNF) a in-
terferonu gama (INF gama) predstavuje
sty¢né body s ostatnimi autoimunitnimi
procesy, jako je napf. revmatoidni artri-
tida ¢i pravé RS [6]. Neddvna pozorovani
zabyvaijici se tkadfovou expresi MRNA pro
renin, angiotenzinogen (ATG) a angio-
tenzin | konvertujici enzym naznacuji, Zze
vsechny komponenty RAS existuji lokalné
a pracuji samostatné na parakrinné/au-
tokrinni a intrakrinni drovni [7,8]. Spolu
s jednim ze svych produktl — angiotenzi-
nem Il (AT Il) — maze ATG hrat roli v pro-
cesech, jakymi jsou regulace propust-
nosti cévni a hematoencefalické bariéry,
aktivace infiltrujicich imunokompetent-
nich bunék, nabor zanétlivych bunék
do tkdni, exprese prozanétlivych (mono-
cytarni chemotakticky protein 1, inter-
leukin 6, tumor nekrotizujici faktor alfa,
adhezivni molekuly, inhibitor plazmino-
genového aktivatoru, prostaglandiny, os-
teopontin) a prooxidacnich gend, zesileni
fagocytarni aktivity u makrofagt [3,4].
ATG a AT Il jsou tak dnes jednoznacné
definovény jako prozanétlivé mediatory.
| dalsi metabolicky aktivni produkty ATG,
jako je AT lll a AT IV, se podileji na mo-

dulaci zanétlivého procesu a mohou vést
k jeho posileni [7].

K aktivaci RAS na urovni imunitniho
systému dochdzi cestou angiotenzino-
vych receptort typu 1 (AT1R) s naslednou
modulaci antigen prezentujicich bunék
a prozanétlivych cytokind. Déje se tak ne-
zavisle na regulaci krevniho tlaku a na roz-
dil od kardiovaskularniho a vylucovaciho
systému zde klicovou roli hraje predevsim
AT1bR (nikoli AT1aR), jehoZ vyrazné zvy-
sena exprese (7krat) byla prokazana v za-
nétem zasazené mise u mysich pacientt
[9]. Proteomické analyzy zanétlivych plak
u pacientd s RS shodné prokazaly zmé-
nénou expresi nejen AT1R, ale i dalSich
proteinti RAS (ATG, ACE), a potvrdily
tak kli¢covou uUlohu RAS u autoimunit-
niho procesu CNS [10]. Na zvifecich mo-
delech pak lé¢ba inhibitory reninu, ACE
inhibitory a antagonisty AT1R vedla ke
znacnému zlep3eni pribéhu experimen-
talni alergické encefalomyelitidy (EAE).
Délo se tak cestou potlaceni autoreak-
tivnich Th1 a Th17 bunék a prostrednic-
tvim podpory Treg bunék, ale i cestou
potlaceni nukledrniho faktoru kappa B
(NF-kappa B) signalni cesty s nasled-
nou redukci prozanétlivych chemokint
(CCL2, CCL3, CXCL10), potlacenim anti-
gen prezentujicich bunék a snizenim mi-
grace monocytd [9-11]. V praci z roku
2010 Svédskych autord Ottervald et al,
jez se zabyvala identifikaci novych likvo-
rovych biomarkerd u RS s vyuZitim tech-
nologie imunoeseji, byly potvrzeny vy3si
hladiny u sedmi z konecnych deseti pro-
teind, které byly autory postupné selek-
tovany z plvodnich 1 499 proteinovych
spotd. Zkouman byl nejen rozdil hladin
vybranych proteint u pacientd s RS oproti
kontrolnim osobam, ale téZ mezi kontro-
lami a pacienty s rozdilnymi RS formami.
Nejvyraznéjsi rozdil (az 3krat vyssi hladina
v likvoru) byl zjistén u pacientd se sekun-
darné progresivni formou choroby oproti
zdravym kontroldm préavé pro angiotenzi-
nogen [12]. Tato studie potvrdila vysledky
dvou predeslych vyzkum, které jiz dfive
prokdazaly zvysené hladiny ATG v likvoru
u RS pacientt a pacientt s klinicky izolo-
vanym syndromem [13,14].

ATG

ATG je 60kD a-2-globulin, ktery je produ-
kovan konstitutivné predevsim v jatrech.
Je ¢lenem rodiny serpind. Lokalné v CNS
mUze byt exprimovan burnkami glie, neu-

rony a makrofagy [8,15,16]. Gen pro ATG
je lokalizovan na dlouhém raménku prv-
niho chromozomu (1g41-42). Studovali
jsme dva funkéni polymorfizmy. Prvnim
z nich byla mutace v promotorové oblasti
genu (-6) A/G a druhym byl M235T poly-
morfizmus (exon 2), ktery vede k zdméné
jedné z aminokyselin. Jedna se o funk¢ni
polymorfizmy, kdy alely A'i T byly ve stu-
diich u pacientl s hypertenzi i u zdravych
kontrol spojeny se zvySenou expresi da-
ného genu a vyssi kone¢nou plazmatic-
kou hladinou ATG [17-19].

Cilem studie bylo zjistit, zda existuje
asociace mezi zkoumanymi ATG polymor-
fizmy a formou onemocnéni a/nebo vni-
mavosti k roztrousené sklerdze.

Soubor a metodika

Pacienti a kontrolni osoby

Jedna se o studii typu case-control, do
které bylo zafazeno celkem 195 nepfi-
buznych pacientl s diagnézou roztrou-
Sené sklerdzy, jeZ byla diagnostikovana
na zakladé revidovanych McDonaldo-
vych kritérii [20]. Slo o pacienty z RS cen-
tra Neurologické kliniky FN Brno. Kohorta
obsahovala 146 Zen a 49 muzd s véko-
vym prameérem 37,6 + 9,3 let SD. Pomér
muzU a Zen s diagndzou RS tak korespon-
doval s jejim pfirozenym rozloZzenim v po-
pulaci. V celém souboru bylo 156 pa-
cientd s remitentné-relabuijici (RR) formou
choroby, 27 s formou sekundarné progre-
sivni (SP) a 12 s formou primarné progre-
sivni (PP). MR nélezy viech pacientl kore-
lovaly s diagnézou RS.

Kontrolni soubor tvofilo 126 osob pa-
rovanych dle véku a pohlavi (44 muzt
a 82 zen) s negativni diagnézou auto-
imunitnich chorob. Jednalo se osoby
s vékovym prmérem 37,0 = 11,4 let SD
a byly vybrany prevazné z fad pacient
chirurgickych obord, nejcastéji z Kliniky
Ustni a celistni chirurgie. Kromé véko-
vych pozadavkl byly pfi vybéru zohled-
nény informace stran zavaznych chronic-
kych internich onemocnéni, predevsim
chorob kardiovaskuldrniho a vylucova-
ciho systému a jiz vyse zminénych au-
toimunitnich procesd. Malou ¢ast kon-
trol tvofili pfimo zaméstnanci FN Brno
a pacienti s vertebrogennimi obtizemi
z Neurologické kliniky. Od vsech vysetfo-
vanych osob byl ziskan pisemny informo-
vany souhlas a studie byla schvélena etic-
kou komisi LF MU pod pofadovym ¢islem
48/2003.
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Genotypizace
Genomova DNA byla izolovana z leuko-
cyta periferni krve standardni technikou
pomoci proteindzy K dle Sambrooka et
al [21]. Tato DNA byla pouZita jako tem-
platovd DNA pro polymerdzovou fetézo-
vou reakci (PCR). Dva zndmé polymor-
fizmy (-6)A/G a M235T genu pro ATG
byly zkoumany podle Russe a Hegeleho
et al [22,23]. Primery a podminky amplifi-
kace jsou podrobnéji zndzornény v tab. 1.
PCR o objemu 15 pl pro ATG M235T
obsahovala 1 pl genomické DNA, 0,5 pl
dNTP, 0,5 ul kazdého primeru, 1,5 pl
pufru, 0,1 ul Taq polymerédzy a 1,3 ul
25 mm MgCL, pro ATG (-6)A/G 3 ul ge-
nomické DNA, 0,3 pl dNTP, 0,75 pl kaz-
dého primeru, 0,084 pl Tag polymerazy,
1,5 pl pufrua 1,2 pl 25mm MgCl,. N&-
slednou restrik¢ni analyzou, kdy bylo
stejné mnozstvi 15 pl PCR produktd in-
kubovano s konkrétnimi endonukledzami
(tab. 2), jsme ziskali kone¢né fragmenty.
Vysledné genotypy byly detekovany v UV
svétle pomoci ELFO na 3,5% MetaPhore
agarézovém gelu s ethidium bromidem.

Statistickd analyza

Pro zjisténi rozdild v zastoupeni jednot-
livych genotypl mezi skupinou pacientt
a kontrol i pro urceni, zda jsou studované

Tab. 1. Amplifikace.

Poly- Levy primer (5-3") PCR (teplota °C, cas)

morfizmus Pravy primer (5-3°)

ATG 5'CAGGGTGCTGTCCACACTGGACCCC 94/3°

M235T 5'CCGTTTGTGCAGGGCCTGGCTCTCT  94/30"-69/1" (34x)
94/30"-69/7°
10/10°

ATG 5’/AATAAGGCATCGTGACCC 95 /5

A(-6)G 5’ACCTTCTGCTGTAGTACC 95/30"-56/15"-72/15" (30x)
72/3°
10/10°

ATG - angiotenzinogen, PCR — polymerazova retézova reakce

soubory v Hardy-Weinbergové (H-W) rov-
novaze, byly tyto testovany pomoci chi-
-kvadrat testu. Hodnota p < 0,05 byla
povaZzovana za statisticky vyznamnou.
Srovnani frekvenci alelickych variant i po-
rovnani zastoupeni jednotlivych dvojge-
notypl bylo provedeno pomoci Fisherova
exaktniho testu. Pro stanoveni konec-
nych p hodnot byly tyto nasledné kori-
govany s uzitim Holmova testu pro mno-
hondsobné srovnani, a byly tak ziskany
konecné hodnoty p_ . Pro statistické vy-
pocty byl pouzit softwarovy program Sta-
tistica, verze 8.0 (StratSoft, Inc., Tulsa,
OK, USA).

Vysledky
Polymorfizmy a vnimavost k RS
(studie case-control)
Genotypové a alelické frekvence ATG po-
lymorfizm jsou uvedeny v tab. 3.
Studované soubory byly v H-W rovno-
vaze. Pro dané polymorfizmy nebyly zjis-
tény zadné vyznamné rozdily v genoty-
pové ¢i alelické distribuci mezi skupinami
pacientl s roztrousenou sklerézou a kon-
trolnimi osobami, pokud byly tyto osoby
testovany jednotlivé. PFi zpracovani vy-
sledkd v podobé dvojgenotypl se ve sku-
piné pacientd s RS dvojnasobni homozy-
goti MMGG vyskytovali méné casto nez

Tab. 2. Restrik¢ni analyza.

Polymorfizmus Restrik¢ni
enzym

ATG Asp |

M235T

ATG BstNI

A-6)G

Podminky inkubace

37 °C po 4 hod: produkt 15 pl, H,0 2,5 pl, pufr B 2 pl, Asp 5 U

60 °C po 4 hod: produkt 15 pl, H,0 2,5 pl, pufr NEB2 + BSA 2 l, BstNI 5 U

Délka fragmentt (bp)

MM 165/165

TT 141 + 24/141 + 24
MT 141 + 24/165

AA 45 + 20/45 + 20
GG 65/65

AG 45+20/65

Tab. 3. Genotypové a alelické frekvence ATG polymorfizma u pacientl a kontrol.

Genotyp Pacienti (%) Kontroly (%) P, Alela Pacienti (%) Kontroly (%) P,
Celkem 195 126 390 252
ATG MM 38(19,5) 36 (28,6) 0,12 M 175 (44,9) 124 (49,2) 0,28
M235T
MT 99 (50,8) 52 (41,3) T 215 (55,1) 128 (50,8)
T 58 (29,7) 38 (30,1)
ATG GG 35(17,9) 35 (27,8) 0,09 G 174 (44,6) 125 (49,6) 0,22
A(-6)G GA 104 (96,4) 55 (43,6) A 216 (55,4) 127 (50,4)
AA 56 (28,7) 36 (28,6)
40 Cesk Slov Neurol N 2012; 75/108(1): 38-43
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Dvojgenotyp Pacienti (%)
Celkem 195
MMGG 34(0,174)
MMGA 4(0,021)
MMAA 0(0)
MTGG 1(0,005)
MTGA 97 (0,498)
MTAA 1(0,005)
TTGG 0(0)
TTGA 3(0,015)
TTAA 55 (0,282)

P, — Signifikance s Bonferroniho korekci

Tab. 4. Frekvence dvojgenotypl angiotenzinogenu u pacientd a kontrol.

Kontroly (%) p (Fischer exact

test)
126
0,029
34 (0,270) ¢ 0,17)
2 (0,016) 0,560
0(0)
1 (0,008) 0,632
51 (0,405) 0,065
0(0)
0(0)
2 (0,016) 0,651
36 (0,285) 0,521

v souboru kontrolnich osob (p = 0,029;
OR = 0,57; Cl 0,33-0,98). Udaje znazor-
fuje tab. 4. Po prepoctu vysledkd pomoci
Holmova testu mnohondsobného srov-
nani ztratily vysledky statistickou signifi-
kanci (p,,, = 0,20).

PFi rozdéleni souboru dle pohlavi byly
nalezeny vyznamné rozdily v distribuci ge-
notypld mezi muzi, avsak skupina muz-
skych pacientl s RS nesplfiovala pod-
minky H-W rovnovahy (tab. 5 a 6). V obou
skupinach (pacientt a kontrol) jsme nena-

lezli Zadné TTGG a AAMM dvojnasobné
homozygoty.

Polymorfizmy a forma RS (studie
case-case)

Zastoupeni jednotlivych genotypl v sou-
boru pacientl v zavislosti na formé one-
mocnéni je znazornéno v tab. 7. Nena-
lezli jsme statisticky vyznamné rozdily
v distribuci genotypl mezi pacienty
s rozdilnymi formami onemocnéni (RR,
PP, SP).

Diskuze
Tkanovy renin-angiotenzinovy systém
tvofirozsahlousits pleotropickym efektem
pUsobicim na nékolika Urovnich po celém
organizmu. V nékterych organech pracuje
tento lokalni systém nezavisle na , klasic-
kém cirkulujicim RAS”, napf. u nadled-
vin a mozku [7]. V CNS angiotenzin Il
podporuje apoptdzu a pravdépodobné
i regeneraci po poranéni. Nejen AT II,
ale i AT Ill, IV a AT 1-7 jsou zapojeny do
procesU, jakymi jsou uceni a pamét [7].
Klicova role je dnes pficitana aktivaci ce-
lého RAS také u autoimunitnich procesd,
jakymi je i roztrousena skleréza.
Dosavadni publikované poznatky k této
problematice zahrnuji nékolik typl studif,
at jiz na zvitecich modelech s EAE ¢i pfimo
u pacientd s RS. Prvni se zabyvaji praka-
zem aktivace a zménéné exprese jednot-
livych proteind v burikach imunitniho sys-
tému, dalsi zkoumaji zménéné hladiny
téchto protein v mozkomisnim moku
a posledni popisuji expresi proteind RAS
pfimo v mozkové tkani postizené chro-
nickym zanétlivym procesem (viz vyse).
Ve svém vysledku vsak tyto studie da-
vaji pouze kusou predstavu o velmi sloZi-
tém a vzajemné Uzce kooperujicim plso-
beni jednotlivych proteint RAS v pribéhu
chronického zanétlivého procesu CNS.

Tab. 5. Genotypové a alelické frekvence ATG polymorfizmu ve skupiné Zen.
Genotyp Pacienti (%) Kontroly (%) P, Alela  Pacienti (%) Kontroly (%) P,
Celkem 146 82 390 252
ATG MM 32 (21,9) 23(28,0) 0,57 M 132 (45,2) 82 (50,0) 0,32
M235T MT 68 (46,6) 36 (43,9) T 160 (54,8) 82 (50,0)
T 46 (31,5) 23 (28,0)
ATG GG 30 (20,5) 22 (26,8) 0,55 G 132 (45,2) 82 (50,0) 0,32
A(-6)G GA 72 (49,3) 38 (46,3) A 160 (54,8) 82 (50,0)
AA 44 (30,1) 22 (26,8)
Tab. 6. Genotypové a alelické frekvence ATG polymorfizmt ve skupiné muza.
Genotyp Pacienti (%) Kontroly (%) P, Alely  Pacienti (%) Kontroly (%) P,
Celkem 49 44 98 88
ATG MM 6(12,2) 13 (29,5) 0,024 M 43 (43,9) 42 (47,7) 0,6
M235T MT 31(63,3) 16 (36,5) T 55 (56,1) 46 (52,3)
T 12 (24,5) 15 (34,1)
ATG GG 5(10,2) 13 (29,5) 0,018 G 42 (42,9) 43 (48,9) 0,41
A-6)G GA 32 (65,3) 17 (38,6) A 56 (57,1) 45 (51,1)
AA 12 (24,5) 14 (31,8)
Soubor muzskych pacientt s RS nebyl v Hardy-Weinbergové rovnovaze.
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Tab. 7. Zastoupeni ATG genotypu mezi pacienty s rlznymi formami
onemocneéni.
Genotyp Forma onemocnéni p
SPMS RRMS PPMS

ATG MM 3 35 0 NS
M235T MT 19 72 8

T 5 49 4
ATG GG 4 31 0 NS
A(-6)G GA 18 78 8

AA 5 47 4

Genetickym aspektem dané problematiky
se pfed nami zabyvala pouze jedind stu-
die, kde byl pro ACE I/D polymorfizmus
prokazan zvyseny vyskyt alely D a geno-
typu DD u muzskych pacientt s RS, jeZ
je spojen s kone¢nymi vy3simi hladinami
ACE [24]. Tato studie vznikla na zékladé
poznatkd o zvySenych sérovych hladi-
nach ACE u RS pacientd, kdy aktivita ACE
korelovala s celkovym objemem plak na
MR [25].

Nase skupina je prvni, jez zkoumala
vztah mezi ATG polymorfizmy a RS.
V obou nasich skupinach (pacientt i kon-
trol) se nevyskytovali zadni dvojndsobni
homozygoti GGTT a AAMM. To se sho-
duje s pfedchozimi studiemi, kde byla na-
lezena vazebna nerovnovaha mezi témito
dvéma polymorfizmy [17]. Smér vazby byl
stejny — T je v kombinaci s A a alela M
v kombinaci s G. Nepodafilo se ndm v3ak
prokdzat, Ze by zkoumané polymorfizmy
asociovaly s vnimavosti k RS. V nami stu-
dovaném souboru se dvojnasobni homo-
zygoti MMGG vyskytovali Castéji v kont-
rolni skupiné nez u pacientl s RS. Z deviti
moznych kombinaci pfedstavuje pravé
tato varianta tu, ktera je spojena s nej-
nizsi konec¢nou plazmatickou hladinou
ATG. Po prepoctu pravdépodobnosti
Holmovym testem vsak nezUstala statis-
tickd signifikance pod 5% hladinou. DU-
vodem by mohly byt nedostatecné pocty
pacientd v nasich souborech. S pouzitim
programu Statistica 8.0 jsme zjistili, Ze pfi
zachovani stavajiciho rozloZeni genotypl
a alel v danych souborech by mohly byt
statisticky signifikantni vysledky ziskany,
pokud by byly oba soubory rozsifeny na
minimalné 269 pacientl a stejny pocet
kontrol. Dal$i moznosti, jak prokazat, zda
existuje asociace mezi vnimavosti k RS
a polymorfizmy proteint RAS (nejen sa-
motného ATG), je studium haplotyp (ob-

dobné jako napf. v praci Choi et al) [26].
Pfinosné by mohlo byt predevsim spojeni
s polymorfizmem A1166C AT1R, ktery
nebyl doposud v souvislosti s RS zkouman.

V prabéhu zanétu dochazi plsobenim
interleukinu-1 a TNF alfa, jeZ jsou produ-
kovany makrofagy, k aktivaci ATG trans-
kripce. Tyto cytokiny ovliviiuji vazbu dvou
skupin transkrip¢nich faktorl, které se
vazou na jedno regula¢ni misto ATG pro-
motoru — proteiny vazajici zesilovac tran-
skripce CCAAT a predevsim nukledrni
faktor kappa B [27]. Aktivace RAS, cestou
pres produkci AT Il jako hlavniho efek-
toru tohoto systému, ma za nasledek po-
zitivni zpétnou vazbu a naslednou stimu-
laci ATG syntézy [28]. Nabizi se zde tedy
jesté dalsi otazka, zda ke zménam v ramci
RAS nedochazi pouze cestou sekundarni
aktivace RAS za jiz zménénych podminek
chronického zanétu a zkoumané poly-
morfizmy zde nejsou asociovany s vnima-
vosti k dané chorobé, ale ovliviuji pouze
miru postizenf a pribéh RS.

Druhym cilem nasf studie tedy bylo pro-
kazat, zda existuje vztah mezi ATG po-
lymorfizmy a rozdilnymi formami one-
mocnéni. Pfestoze byly zjistény rozdilné
hladiny ATG v CSF u pacientd s rozdil-
nymi formami onemocnéni [12], ani
tady nase studie nepotvrdila pfimou sou-
vislost s ATG polymorfizmy. Zde je vsak
neuspéch podminén malymi pocty pa-
cientd s PPRS a SPRS v ndmi studovaném
souboru.

Pozitivnim aspektem nasi prace je stra-
tifikace souboru (pohlavi, vék, RS formy),
kterd velmi dobre koresponduje s rozloze-
nim onemocnéni v populaci. Ceska repub-
lika patfi mezi zemé s vysokou prevalenci
RS, ale zaroven také vysokou genetickou
homogenitou. Pravé naro¢nost na sprav-
nou stratifikaci souboru a spravny vybér
kandidatnich gent je velkou nevyhodou

asociacnich studii s kandidatnimi geny
s vyuzitim SNPs (Single Nucleotide Poly-
morfizm) [29]. Hlavni problémy v3ak vy-
plyvaji z nutnosti zajisténi dostate¢né vel-
kych soubort pro dosazeni statisticky
signifikantnich vysledkd, coz se ukazalo
i u nasi studie. Presto si vsak tyto relativné
.malé” studie vydobyly svoje stalé misto
a mohou tvofit predstuper pro vétsi, fi-
nancné i technicky narocnéjsi vyzkumy.

Zaveér

RoztrouSena skleréza predstavuje multi-
faktoridlni onemocnéni, vznikajici na pod-
kladé kombinace vice genetickych fak-
tord. Pfedpoklada se, Ze rlizné genetické
pozadi mUZe existovat pro rdzné formy
onemocnéni, miZze ovliviiovat rychlost
progrese a odpovida za odliSné schop-
nosti pacientll reagovat na urcitou speci-
fickou lé¢bu (respondenti a non-respon-
denti). Z tohoto pohledu tak studium
jednotlivych genovych variant mdze nejen
slouzit k urceni vyssi vnimavosti k dané
chorobé, ale i pfispét k vybéru urcitych
skupin pacientd vhodnych pro urcitou
specifickou lé¢bu.
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