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SUHRN

Uvod: Deregulacia rozliénych ¢lenov rodiny TGFp (transformujuci rastovy faktor beta)
je spojena sasthmou bronchiale (AB) a chronickou obstrukénou chorobou pluc
(CHOCHP). Avsak jeden ¢len tejto rodiny byva vynechany zo §tadii. Ciel'om tejto studie

bolo stanovit’ expresiu TGFB2 v bronchoalveolarnej (BAL) lavazi.

Metody: Kvantitativna PCR metoda bola pouzita na posudenie relativnej expresie TGFp2
u 13 CHOCHP pacientov, 14 AB pacientov a 22 pacientov v kontrolnej skupine.

Vysledky: Expresia TGFB2 v BAL bola zvysena u pacientov s CHOCHP (p = 0.01)
v porovnani s kontrolnou skupinou. Medzi pacientmi s AB a kontrolnou skupinou nebol
zisteny rozdiel (p > 0.5). Taktiez nebol zisteny rozdiel v expresii TGFB2 medzi pacientmi
s CHOCHP a AB (p > 0.5).

Zaver: Téato stadia rozsiruje sucasné znalosti o TGFf rodine. Nase pozorovania by vSak
mali byt potvrdené na nezévislej skupine pacientov a taktiez by mali byt mozné rozdiely

v expresii TGFB2 u odlisnych fenotypov CHOCHP preskimané d’al§imi stadiami.
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SUMMARY

Background and objective: Dysregulation of various members of the TGFp (transforming
growth factor beta) family has been associated with asthma bronchiale (AB) and chronic
obstructive pulmonary disease (COPD). However, one member of this family is omitted
in clinical studies. The objective of this study was to investigate the expression of TGF32

in bronchoalveolar (BAL) lavage.

Methods: Quantitative PCR method was used to assess the relative expression of TGF32
in 13 COPD patients, 14 AB patients and 22 control patients.

Results: BAL expression of TGFB2 was increased in COPD patients (p = 0.01) compared
with control patients. There was no difference (p > 0.5) between AB and control patients.
Further relative expression of TGFB2 was similar between COPD and AB patients
(p>0.5).

Conclusion: This study extends current knowledge of the TGFp family. However, our
main observations on TGFpB2 should be confirmed in an independent cohort of patients
and the possible differences among COPD phenotypes should also be investigated by
other studies.
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ZOZNAM SYMBOLOV A SKRATIEK

AB — asthma bronchiale

ACO — Asthma bronchiale — Chronic obstructive pulmonary disease Overlap
ACQ — Asthma Control Questionaire

ACT — Asthma Control Test

BMPs — kostné morfogenetické proteiny

CAT™ — COPD Assessment Test

CCQ® — COPD Control Questionaire

EGF — epidermalny rastovy faktor

FEV1 — usilovne vydychnuty objem vzduchu za 1 sekundu vydychu po maximalnom

nadychu

FVC — usilovna vitalna kapacita pluc

GINA — Global Iniative for Asthma Bronchiale

GOLD - Global initiative for Obstructive Lung Disease
GPI — glykofosfoinositol

CHOCHP — chronicka obstrukéna choroba pl'ic

IKS — inhala¢né kortikosteroidy

KS — kontrolna skupina

LABA — inhalaéné B2-agonisty s dlhodobym tGéinkom
LAMA — anticholinergika s dlhodobym u¢inkom

LAPs — latency-associated peptides

LTRA — antileukotrieny

MMRC — Modified British Medical Research Council Questionaire
MSCs — mesenchymalne kmenové bunky

RABA — inhala¢né B2-agonisty s rychlym nastupom téinku

SABA - inhala¢né Bz-agonisty s kratkodobym Génikom
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SAMA - inhala¢né anticholinergika s kratkodobym u¢inkom
SKS — systémové kortikosteoidy

SLC — small latent complex

TGFp — transformujuci rastovy faktor 3

TBRI — receptor pre TGFp 1. typu

TBRII — receptor pre TGFf 2. typu
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1 UVvOD

Asthma bronchiale (AB) a chronicka obstrukéna choroba pl'ac (CHOCHP) su obstruk¢éné
ochorenia pI'ic. Obstrukcia dychacich ciest u AB je reverzibilnd v porovnani s CHOCHP,
kde je obstrukcia reverzibilna slabo alebo ireverzibilna. VV Eurdpe je najéastejSou pri¢inou
CHOCHP faj¢enie tabaku. Toto ochorenie je taktieZ jednou z hlavnych pri¢in umrti vo
svete. AB je heterogénne ochorenie vacSinou podmienené alergickou reakciou. Obe
ochorenia su spojené so zapalom, ktorého sa ucastnia r6zne bunky imunitného systému.
U CHOCHP su to hlavne makrofagy a neutrofily, ktoré produkuju zépal podporujice
cytokininy, chemokiny a proteolytické enzymy. Th2 imunitna odpoved’, mastocyty

a eosinofily su typické pre alergickt odpoved u AB.

Zapal u pacientov s AB a CHOCHP je spojeny s deregulaciou TGFp rodiny. Clenovia
tejto rodiny stimuluju tvorbu kolagénu a d’alsich zloziek extracelularnej matrix. TGFp2
je malo Studovanym ¢lenom tejto rodiny a preto sa prakticka Cast’ tejto bakalarskej prace
zamerala na stanovenie TGFB2 in vivo. Teoreticka Cast’ tejto bakalarskej prace zhiia
zakladné poznatky o AB, CHOCHP a TGF rodine.



2 CIELE PRACE

e Stanovit’ expresiu TGFB2 u pacientov s asthmou bronchiale a porovnat’ ziskané
data so sti¢asnymi znalost'ami.
e Stanovit' expresiu TGFB2 u pacientov s chronickou obstrukénou plicnou

chorobou a porovnat’ ziskané data so sta¢asnymi znalost'ami.



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Asthma Bronchiale

Asthma bronchiale (AB) je heterogénne ochorenie dychacich ciest, ktorého typickym
znakom je chronicky zapal. Typickym priznakom sl astmatické zachvaty. Dal3imi

prejavmi st opakované stavy kasla, hvizdavého dychania, dusnosti a tlaku na hrudi.

(Neumannova et al., 2018; GINA, 2020)

3.1.1 Priciny

Hlavnou pri¢inou AB sU akutny a chonicky zapal dychacich ciest, vyvolany pritomnost'ou
alergénu. Alergény su antigeny, ktoré stimuluji alergickd reakciu u hypersenzitivnych
jedincov. AvSak uzdravych jedincov za beZznych okolnosti alergicki reakciu

nevyvolavajd. (Bousquet et al., 2008)

NajcastejSie su to inhala¢né typy alergénov, ktorym st 'udia vystaveni v doméacnostiach,
praci alebo vo vonkajSom prostredi. Typickymi domacimi alergénmi s roztoce. Tie
moézeme najst’ bezne v prachu alebo usadené v matracoch, vankuSoch, perinach alebo
kobercoch. Z alergénov vonkajSieho prostredia su to najmé pele z trav (najma vysoke
lucne travy), okrasnych kvetov (pipava, sedmikraska, skorocel) alebo kvitnucich stromov
(breza, viba, jasen). Dal§imi alergénmi schopnymi zhorsit’ astmatické stavy su napriklad
zvieracie chlpy (pes, macka, skrecok), plesne, hmyz. (Bousquet et al., 2008) Okrem
alergénov patria medzi zvycajné spustace AB virusové infekcie hornych a dolnych

dychacich ciest, faj€enie, zmena pocasia (ochladenie), stres alebo cvicenie. (Mims, 2015)

Vyssie spominané spustace stimuluju zapal a bronchialnu hyperreaktivitu, pri ktorej
dochéadza k bronchokonstrikcii (Obr. I). Pre zapal je typicka Th2 imunitnd odpoved’
a stimulacia mastocytov a eozinofilnych granulocytov. Tiez je pozorovany zvyseny

vyskyt neutrofilnych a bazofilnych granulocytov. (Kasak et al., 2001)

Rizikovymi faktormi pre vznik takéhoto zapalu su geneticka predispozicia, vplyvy
vonkajSieho prostredia a zmeny v metabolizme pacienta. (Kasak et al., 2001; Mims,
2015)



Obr. | : Prierez dychacich ciest pri bronchokonstrikcii. A — dychacie cesty
v normalnom stave, B — bronchokonstrikcia dychacich ciest pri zapale alebo

astmatickom zachvate. Prevzaté z Allergy and Asthma Network (2020) .

3.1.2 Patofyioldgia

Hlavnym priznakom AB su astmatické zachvaty. Tieto zachvaty vznikajd pomocou troch
mechanizmov — sekréciou sputa, stiahnutim hladkej svaloviny dychacich ciest
(bronchokonstrikciou) alebo vznikom edému, ktory je podkladom pre Strukturalne
a patofyziologické zmeny prieduskovej steny, tkanivovl remodeléciu. K tejto zmene
najcastejSie dochadza pri neskorom uréeni diagndzy a zahajeni liecby AB. V tom pripade
dochédza k zafixovaniu obstrukcie dychacich ciest, ktora by boli pri v¢asnej diagnoze
reverzibilna. Pravdepodobnost’ astmatického zachvatu u pacienta sazvySuje po
prekonani nedavneho zachvatu, alebo v noci anadranom. Zéachvaty sa prejavujd
sporadicky, s tyzdiovymi, pripadne az mesaénymi pauzami. (Kasak et al., 2001;
Vernerova, 2012; Mims, 2015; Neumannova et al., 2018, GINA, 2020)

Dal§imi typickymi priznakmi astmatického zachvatu st dychaviénost, drazdivy kasel
alebo hvizdavé dychanie. Tieto symptémy pomini samé alebo po podani liekov.
V obdobi medzi z&chvatmi su pacienti prevazne asymptomaticki, avsak moézu sa u nich
symptomy prejavit’ aj v obdobi medzi zachvatmi. Priznaky majt tendenciu sa zhorsit’ pri
virusovej infekcii, po telesnej namahe alebo pri silnych prejavoch emdcii. (Kasak et al.,
2001, GINA, 2020)



3.1.3 Kilasifikacia
Vzhladom k tomu, Ze AB je heterogénne ochorenie, nie je jednoduché definovat’ jej

subtypy. Existuje niekol'’ko pohl'adov, podl'a ktorych je AB rozdelena do mensich skupin.

Podl'a Medzindrodnej organizacie pre AB (Global Initiative for Asthma Bronchiale —
GINA) su definované tieto fenotypy:

e alergickd AB — u pacienta sa prejavuju aj d’alSie priznaky alergie, ako napr.
ekzém, alergicka rhinitida alebo potravinove a liekové alergie,

e nealergickh AB - upacienta sa neobjavuju iné alergické znaky, hlien
vyprodukovany v dychacich cestach moéze obsahovat’ iba malé mnoZzstvo
zapalovych buniek,

e AB v dospelosti — vyskytuje sa u pacientov v dospelosti, najmé u zien,

e AB skonstantou obstrukciou dychacich ciest — u pacientov, u ktorych doslo
k remodelacii dychacich ciest,

e AB sobezitou — niektori pacienti s AB a sti¢asne aj obezitou maju dlhotrvajuce

respiracné problémy a taktiez mierny zapal dychacich ciest.

Dal3im spdsobom, akym byva AB rozdelena, je stupeii kontroly. Kontrola AB obsahuje
sledovanie priznakov, uzivanie lieCby, hodnotenie funkcie plic a poCet zachvatov. Na
hodnotenie klinickej kontroly AB sa pouzivaju dotazniky Asthma Control Questionaire
(ACQ) alebo Asthma Control Test (ACT). Na zéklade vysledkov ziskanych vyplnenim
tohoto dotaznika st pacienti s AB rozdeleni do troch skupin:

e astma pod kontrolou,

e astma pod kontrolou ¢iasto¢ne,

e astma pod kontrolou nedostatocne.

(Krémova et Novosad, 2010; Neumannovd et al., 2018; GINA, 2020)

3.1.4 Diagnostika

Na stanovenie diagnozy AB je potrebné vykonat’ niekol'’ko vySetreni. Na zaciatok musi
byt stanovena dobra anamnéza. Z anamnézy je mozné predpokladat’ nie len diagnozu
a stupent AB, ale taktiez ¢o sposobuje jej prejav u pacienta. (Tefl, 2007; Krémova et
Novosad, 2010)



Po stanoveni anamnézy u pacienta nasleduje fyzikalne vySetrenie, ktoré pozostava zo
sledovania pritomnosti piskotu a vizgania pri dychani. Pri podozreni vyskytu obstrukcie
dychacich ciest je potrebné pocuvat’ dychacie cesty u pacienta pri manévri usilovného
vydychu. Tento manéver sa sklada z maximalneho nadychu a nasledného usilovného
vydychu, ktory by mal byt prudky a pacient by sa mal pri iom snazit’ vydychnut’ ¢o

mozno najviac vzduchu z pluc. (Tefl, 2007)

Hlavnym vySetrenim stanovujucim diagnézu AB je spirometrické vySetrenie. Toto
vySetrenie potvrdzuje AB, ak je pomer FEV1 (usilovne vydychnuty objem vzduchu za 1
sekundu vydychu po maximalnom nadychu) a FVC (usilovna vitalna kapacita pl'ac) nizsi
ako 75% nalezitej hodnoty alebo ak je hodnota FEV1 pod 80% nalezitej hodnoty. Tieto
vysledky su potvrdené bronchodilatacnym testom, ak je po podani bronchodilatatorov
hodnota FEV1 vicsia aspon o 15% oproti hodnote FEV1 za norméalneho stavu pacienta.
(Cartier, 1994; Krémova et Novosad, 2010)

Doplitujice testy sluzia na potvrdenie diagnézy AB. Takymi testami su napriklad
vySetrenie oxidu dusného vo vydychovanom vzduchu. Hladina oxidu dusného je typicky
zvySena u pacientov, u ktorych sa prejavuje eozinofilny zapal. Daldim doplitujicim
testom je alergicky test. NajCastejSie je to zakladny kozny (prick) test, ktorym sa zistuje
pritomnost’ alergie na Standardizované alergény. Tento test moze byt doplneny
stanovenim hladiny IgE protiladtok v krvnom séru, avsak toto vySetrenie samé nie je

dostacujuce na urcenie alergie u pacienta. (Krémova et Novosad, 2010)

3.1.5 Liecba
Asthma bronchiale je primarne liecena farmakologicky. Preferovany sposob uzivania
lieciva je inhalacne. Pouzivané lieCivd su rozdelené do dvoch skupin: ulavové

a preventivne antiastmatika. (Calverley, 1996; Neumannova et al., 2007)

’

Urlavové antiastmatika sa vyznacuju rychlym bronchodilataénym ucinom. Tieto lieciva
sa uzivaju v pripade, ak sa u pacienta vyskytne astmaticky zachvat alebo sa mu vyrazne
zhorSia priznaky. Nie st odporicané ako kazdodenna forma liecby AB. Typickymi
ulavovymi antiastmatikami st napriklad:
e inhalac¢né Pz-agonisty s rychlym nastupom ucinku (RABA),
e inhala¢né anticholinergika s kratkodobym ucinkom (SAMA), ktorych Géinok
oproti RABA nastupuje pomalsie,



e systémové kortikosteroidy (SKS) — uzivaji sa najméi pri astmatickom zachvate
a podavaju sa peroralne alebo intravenozne,

e intravendzne aplikované metylxantiny — kvoli intavenoznej aplikécii sa musia
uzivat’ opatrne.

(Calverley, 1996; Tefl, 2007; Neumannova et al., 2018)

Druhou skupinou bezne pouzivanych lieciv st preventivne (kontrolujice) antiastmatika.
Ich hlavnou ulohou je minimalizovat’ chronicky zapal dychacich ciest. Na organizmus
pdsobia protizapalovo. Medzi typické preventivne antiastmatika patria:

¢ inhala¢né kortikosteroidy (IKS),

e inhala¢né Bz-agonisty s dlhodobym ucinkom (LABA),

e antileukotrieny (LTRA) .
IKS su zakladné preventivne antiastmatikd, avSak vo vysokych davkach maji neziaduce
ucinky. Aby sa predislo vyskytu tychto neziaducich ucinkov st vysoké davky IKS
nahradzované LABA spolu s nizkymi davkami IKS. Vdaka prospesnym ucinkom
uzivania oboch lie¢iv naraz sa pouZzivaju tzv. fixné kombinacie IKS a LABA, kedy su obe
lie¢iva kombinované v jednom inhalatore a st uzivané naraz. LTRA sa pouzivaju ako
nahrada nizkych davok IKS, pricom najcastejSie pouzivana latka montelukast posobi na
uz8ie spektrum zapalovych reakcii, a tym nie je ucinny u kazdého pacienta. Odporuca sa
jeho uzivanie u astmatikov s d’al§imi alergickymi prejavmi (napriklad alergicka nadcha
alebo ekzém) alebo u alergikov s intoleranciou aspirinu a d’alsich protizapalovych liekov.
(Calverley, 1996; Tefl, 2007; Neumannova et al., 2018)

3.2 Chronicka obStruk¢éna choroba plic

Chronicka obstruk¢éna choroba pl'aic (CHOCHP) je ochorenie patriace medzi obstrukéné
choroby dychacich ciest. Jej typickymi priznakmi su konStatné respira¢né problémy
a obmedzenie prechodu vzduchu v dbésledku vzniku alveolarnych a dychacich
abnormalit. (Neumannova et al., 2018; GOLD, 2021)

3.2.1 Pri¢iny
CHOCHP je vysledkom nahromadenia komplexnych faktorov, od dlhodobého p6sobenia

Skodlivych plynov a Castic az po geneticki predispoziciu alebo slaby vyvoj pluc



Vv detstve. Svetovo najrozsirenej$im rizikovym faktorom pre CHOCHP je faj¢enie tabaku,
avsak fajCenie nie je podmienkou vzniku tejto choroby. Medzi rizikové faktory d’alej
patria napriklad vek (s vy$8im vekom rastic pravdepodobnost’ vyskytu priznakov),
pohlavie (na CHOCHP st néchylnejsie zeny), vnutorné a vonkajsie znecistenie vzduchu
(zvysuje koncentraciu inhalovanych skodlivych plynov a Castic) alebo socioekonomicky
status jedinca (v chudobnejSich oblastiach je zvySené riziko prejavu priznakov

CHOCHP). (GOLD, 2021)

3.2.2 Patofyzioldgia
NajcastejSie priznaky sU dychavi¢nost’, chronicky kaSel’ (¢asto je prvym symptomom,
ktory sa u pacienta prejavi), hvizdavé dychanie a tlak na hrudi alebo zvysena produkcia
hlienu. (GOLD, 2021)

Dal§im priznakom tohoto ochorenia je chronicky zapal, ktory stimuluje makrofagy
a neutrofily k produkcii zapal podporujicich faktorov a proteolytickych enzymov. Tento
zapal sa nemusi prejavit’ iba v oblasti dychacich ciest, ale Casto tvori tzv. systémovy
zépal. Casto sa spaja s ochoreniami kardiovaskularnymi, psychickymi (napr. uzkost
a depresia), s metabolickymi a vyzivovymi poruchami (Castym prejavom je Ubytok
vahy). (Petty, 2003; Neumannova et al., 2018, GOLD, 2021)

3.2.3 Diagnostika

Na urcenie diagnozy CHOCHP je potrebné stanovit’ stupen obstrukcie dychacich ciest a
jeho vplyv na zdravotny stav pacienta, pripadne pravdepodobnost’ vyskytu neziaducich
komplikacii v budicnosti. Osetrujtci lekar by mal zohl'adnit tieto Styri faktory:

e pritomnost’ a zdvaznost’ spirometrického néalezu,

aktualny stav pacientovych symptomov,

historia miernych a vaznych exacerbacii (zhorSeni zdravotného stavu pacienta),

e pritomnost komorbidit u pacienta. (GOLD, 2021)
Na potvrdenie diagn6zy CHOCHP je nevyhnutné spirometrické vySetrenie. Toto
vySetrenie sa vykonava po podani bronchodilatidtorov (na maximalne mozné uvolnenie
dychacich ciest a na minimalizaciu variability), pricom sa sleduju dve hodnoty: FEV1
a FVC. Hodnota pomeru FEV1/FVC (Tiffeneau index) menej ako 0,70 potvrdzuje

pritomnost’ kon$tantného obmedzenia dychacich ciest au pacientov s prislusnymi



symptomami potvrdzuje diagn6zu CHOCHP. Hlavnym vystupom tohoto vySetrenia je
spirogram, na zaklade ktorého je mozné dokazat’ obstrukciu dychacich ciest u pacienta
(Obr. 11). (GOLD, 2021)
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Obr. 11: Spirogram u zdravého pacienta (siva) a u pacienta s obstrukciou dychacich ciest

(Cervena). Prevzaté z Medschool (2021).

Doplitujucimi testami na potvrdenie diagnozy CHOCHP su napriklad:
e CAT™ test (COPD Assessment Test) — osembodovy test popisujici stupei
zhor$enia zdravotného stavu,
e CCQ® ( COPD Control Questionaire),
e mMRC (Modified British Medical Researchc Council Questionaire) — meranie
stuptia dychavicnosti u pacienta.
Zatial’ ¢o CAT™ a CCQ® popisuju stupet vplyvu symptomov na pacientov zdravotny
stav, MMRC popisuje konkrétne symptomy a umoznuje uréit’ zdravotny stav pacienta

a predpokladat’ pripadnu pravdepodobnost’ mortality pacienta. (GOLD, 2021)



3.24 Liecba

Po stanoveni diagndzy je potrebné minimalizovat’ rizikové faktory u pacienta. OSetrujuci
lekar by mal pacientovi podat’ informécie o zdravom zivotnom $tyle, o odporacane;j
strave a mnozstve pohybovej aktivity, ktora je prospeSna v spomaleni zhorSovania
priznakov CHOCHP. Taktiez by mali byt’ pacientovi poskytnuté informacie ako zvladat’
dychavicnost,, stresové situdcie a ako Setrit’ energiou v ramci dna. Od pacienta sa

vyzaduje sledovanie svojho zdravotného stavu a pravidelné kontroly u oSetrujuceho
lekéra. (GOLD, 2021)

Farmakologicka liecba sluzi primarne na stlmenie priznakov a znizZenie rizika vzniku
exacerbacie, ale taktieZ zlepSuje zdravotny stav pacienta. Vyber lie¢iva zavisi od
dostupnosti a reakcie pacienta na dané lie¢ivo, pricom sa uplatituje postupné zvySovanie
davok lieciva v zavislosti od symptomov a stupna obstrukcie dychacich ciest (GOLD 1-
4). Najcastejsie su na liecbu CHOCHP pouzivané bronchodilatitory (Stadium I)
a anticholinergika (Stadium III). (Neumannova et al., 2018; GOLD, 2021)

Inhala¢né bronchodilatatory sa pouzivaji najmi na zvacsenie FEV1, pricom pdsobia na
hladkt svalovinu dychacich ciest atym docasne zvicé§ia prietok vzduchu do pluc.
Najpouzivanej$imi lieckmi spomedzi bronchodilatatorov st 32-agonisty:

e [r-agonisty s kratkodobym uénikom (SABA), ktoré pdsobia 4-6 hodin,

e [r-agonisty s dlhodobym t¢inkom (LABA), ktoré pdsobia 12 hodin a dlhsie.
(Neumannova et al., 2018; GOLD, 2021)

Inhalaéné anticholinergika st odporucané od stadia Il CHOCHP, pricom ich pacient uziva
bud’ samostatne alebo v kombinacii s LABA apouZivaju sa na rovnaké ucely ako
bronchodilatatory. Taktiez st rozdelené na:

e anticholinergikd s kratkodobym t¢inkom (SAMA), ktoré pdsobia 6-8 hodin,

e anticholinergika s dlhodobym uc¢inkom (LAMA), ktoré pdsobia 12-24 hodin.
(Neumannova et al., 2018; GOLD, 2021)

3.25 Exacerbacie

Exacerbaciu pri CHOCHP je mozné definovat' ako akltne zhorSenie respiranych
priznakov pacienta, ktoré vyzaduje dodatocnu lieébu. Casto st spojené so zapalom pltic
a zvySenou tvorbou hlienu, ktoré zhorsuju dychaviénost’ pacienta. Ak nie si zachytené

dostato¢ne skoro, mézu vyvolat’ vazne zdravotné problémy a tym zhorsit’ aj stav pacienta
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s CHOCHP. Exacerbacie sa mozu vyskytovat samostatne, ale taktiez sa ich moze
U pacienta vyskytnuat viacero naraz a ak uz pacient jednu exacerbaxiu prekonal, je vysoka
pravdepodobnost’, Ze sa uniho vyskytne d’al$ia. Typicka exacerbacia trva 7-10 dni, pricom
pri pomalom zotavovani pacienta je vysoka pravdepodobnost’ zhorSenia stavu CHOCHP.

(GOLD, 2021)

Spustacom exacerbacii su najméd virdlne a bakteridlne infekcie, ktoré su casto
sprevadzané negativnymi vplyvmi prostredia (napr. znec€istené ovzdusie alebo vykyvy
teplot pri zmene pocasia). (Neumannova et al., 2018) NajcéastejSou pri¢inou vzniku
exacerbacie je I'udsky rhinovirus, ktory bezne spdsobuje nadchu, priCom exacerbacie
spbsobené virusmi maji u pacientov s CHOCHP casto tazky priebeh, trvaju dlhsie

a vyzaduju hospitalizaciu pacienta. (GOLD, 2021)

Liecba exacerbécie zavisi od patogénu, ktory zhorSenie stavu spdsobil. NajcastejSimi
lie¢ivami st bronchodilatatory, glukokortikoidy a antibiotikd. Bronchodilatatory sd
pouzivané na akutnu lieCbu exacerbacie. VacSinou su inhalované betaz-agonisty
s kratkym u¢nikom. Lie¢ba glukokortikoidmi skracuje dobu zotavenia, zlepSuje funkciu
plac, zlepsuje zasobenie buniek kyslikom a skracuje dizku hospitalizacie. Najcastejsie sa
pouzivaju prednison a methylprednison, ktoré sa podavaju orélne. Pouzitie antibiotik na
liecbu exacerbacii je odporucané v pripade bakterialnej infekcie, ktord sa u pacienta
prejavuje zvysenou dychaviénost'ou, va¢sim objemom vyprodukovaného hlienu a podla
stupnia hnisavosti hlienu. Na vyber spravneho antibiotika je potrebné vykonat’ test
rezistencie baktérialnej kultiry voci r6znym antibiotikdm. Liecba antibiotikami by

nemala presahovat’ dizku 7 dni. (GOLD, 2021)

3.2.6  Komorbidity

Komorbidity su choroby ktoré sa prejavuju u pacienta spolu s CHOCHP a maja velky
vplyv na jej prognoézu. Napriek tomu, ze komorbidity m6zu zhorsit’ priecbeh CHOCHP,
CHOCHP je hlavna komorbidita pre pacientov trpiacich na iné choroby (pacienti trpiaci

na iné choroby maju vyssiu mortalitu ak zaroven trpia aj na CHOCHP). (GOLD, 2021)

Priblizne polovica pacientov s CHOCHP maja diagnostikované aspoil 4 komorbidity,
z ktorych vécsina nie je bezne asociovana s CHOCHP. Existuje 5 skupin komorbidit:
kardiovaskularne, metabolické, psychologické, kachektické a komorbidity s mensim

vplyvom. (Jones et al., 2016) Medzi bezne sa vyskytujuce komorbidity patria chronické
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choroby ako napr. kardiovaskularne choroby (ischemicka choroba srdca, arytmia,
hypertenzia), rakovina pluc, osteopordza, psychické poruchy (uzkost a depresia)
a cukrovka. (Jones et al., 2016; GOLD, 2021)

3.3 ACO syndrom

Asthma bronchiale a chronicka obstrukéna choroba plic sa moézu prejavit naraz
u jedného pacienta. V tom pripade hovorime o AB-CHOCHP prekryve, ktory ma
oficidlny nazov ACO syndrém (Asthma bronchiale — Chronic obstructive pulmonary
disease Overlap). Tento syndrom je heterogénne ochorenie, v ktorom su v réznej miere
zastupené urcité znaky kazdého ochorenia (AB aj CHOCHP). ACO syndréom sa svojimi
priznakmi 1i81 u kazdého pacienta, pri€om ma pacient vacsie zdravotné t'azkosti, ako keby

sa uftho prejavilo iba jedno ochorenie. (Maselli et Hanania, 2019; Pauk, 2019)

3.3.1 Pri¢iny

Hlavnym rizikovym faktorom ovplyviiujucim prejav ACO u pacienta je fajcenie tabaku.
Fajcenie urychl'uje degradaciu plicneho tkaniva a tym urychluje zniZovanie funkcie
plac. Pacienti, ktori maju diagnostikovani AB a stiGasne aktivne faj¢ia, maju vyssiu
pravdepodobnost’ zhorSenia priznakov ataktieZz maji oslabent reakciu voci
kortikosteroidom (liecbe AB). Taktiez maju vyssiu pravdepodobnost’ remodelacie
dychacich ciest a tym vytvorenia trvalej obstrukcie dychacich ciest, ¢o je hlavny priznak
CHOCHP. (Desai et al., 2017)

Dal§imi faktormi, ktoré mozu ovplyviiovat vznik ACO, u pacienta st napriklad geneticka
predispozicia alebo dlhotrvajica expozicia znecistenému ovzdusiu. Pravdepodobnost’
vyvoja ACO je taktiez vyS$$ia u pacientov s diagnostikovanou AB, u ktorych sa vyskytuju

priznaky CastejSie a maju zavaznejsi charakter. (Liang et al., 2017)

3.3.2 Patofyziologia

Vramci ACO je mozné pozorovat’ u toho istého pacienta priznaky $pecifické nielen pre
AB, ale aj CHOCHP (Tab. I). Hlavnymi priznakmi, ktoré sa u pacientas ACO vyskytuju,
su napriklad kasel’, zvySena produkcia hlienu, hvizdavé dychanie alebo dychavicnost.

(Maselli et Hanania, 2019)
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ACO sa oproti CHOCHP prejavuje zvycajne u mladsich pacientov, okolo 50-60 ro¢nych,
ktori patria do skupiny byvalych alebo sucasnych faj¢iarov. Taktiez sa u nich zvycajne
prejavuje znak alergického ochorenia, ako napriklad alergickd nadcha, ekzém alebo
samotna AB. (Pauk, 2019)

Tab. I: Porovnanie AB a CHOCHP. Prevzaté z Pauk (2019) , upravené.

Parameter

AB

CHOCHP

medzi priznakmi

Zaciatok priznakov Pred 20. rokom Zivota Po 40. roku zivota
Variabilita v priebehu Trvalé priznaky aj napriek
minut, hodin, dni terapii
. . y Dobré a zIé dni, ale trvale
) Zhorsenie v nOCi a zavcas denné oriznak
Priznaky nad ranom ’ enné r’)rlzrna yw ’
a ponamahova dychaviénost
1stace — fyzicka D .
,Spus ace fy Chronicky kasel’, produkcia
nadmaha, emaocie, prach, . .. e x
. hlienu nezavisle od spustaca
alergen
e Variabilna prieduskova . i .
Funkcia pltc & Pricauskoy Trvalé obstrukcia
obstrukcia
Funkcia pI't i . .
unkeia pliic v obdob Normalne Abnormalne

Anamnéza (vratane

Vyskyt AB v rodine

Vyskyt CHOCHP, chronickej
bronchitidy a emfyzému
v rodine

rodinnej) Rodinna anamnéza AB, Rizikové faktory — faicnie
atopie, ekzému, alergickej ciari P y -~
. gariet, spalovanie biomasy
nadchy
Priznaky sa nezhor$uju . y V.
naky sa hezhorsuju Priznaky sa ¢asom horSia
. V Case, iba sezénne

Priebeh

ZlepSenie spontanne alebo
po liecbe

Bronchodilatatory spdsobia
len ¢iato¢nu l'avu

3.3.3 Diagnostika

Medzinarodné organizacie pre AB aj CHOCHP sa zhoduju v odporti¢anom postupe pri
stanoveni diagndzy ACO. Tento postup ma tri kroky:

e zhodnotit’ pritomnost’ chronického ochorenia dychacich ciest,

e rozhodnut, ¢i priznaky prejavujuce sa u pacienta su typické pre AB alebo

CHOCHP,

e vykonat test funkcie pl'ic zamerany na objem a difaznu kapacitu plc.
(Desai et al., 2017; Maselli et Hanania, 2019)
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Podrla $panielskeho odporucenia je vytvoreny jednoduchy postup stanovenia diagndzy
ACO (Obr. 11l). Toto odporucenie taktiez popisuje urcité klinické znaky, ktorymi sa
pacient s ACO odliSuje od pacientov s AB alebo CHOCHP. Su to napriklad: rychla strata
funkcie plic, vic¢sia dychavicnost, CastejSie exacerbacie alebo lepSia odpoved’ na IKS

(oproti CHOCHP). (Pauk, 2019)

vek > 35 rokov
Fajciar (prip. byvaly) = 10 balickorokov
FEV1I/FVC postBDT <0,7

Y
Stanovena diagnoza AB

NIE ANO

Y
BDT = 15% a 400 ml, prip. periférna
eozinofilia = 300 buniek v ul-!

Y Y
ANO | > ACO

Obr. 111: Postup stanovenia diagn6zy ACO. Prevzaté z Pauk (2019), upravené. .

Na zaklade pomeru priznakov $pecifickych pre AB a CHOCHP je ACO rozdelené do
troch fenotypov, na zéklade ktorych je nasledne urceny typ liecby:

e AB so znakmi CHOCHP (viac priznakov Specifickych pre AB),

e CHOCHP so znakmi AB (viac priznakov $pecifickych pre CHOCHP),

e prekryv AB a CHOCHP (podiel priznakov je priblizne 1:1).
(Liang et al., 2017)

3.3.4 Liecba

Hlavnym principom lie€¢by ACO syndromu je kontrola priznakov a sniZenie exacerbacii
S minimalnymi neziaducimi G¢inkami lie€by. Této lie€Cba musi obsahovat’ zlozky G¢inné
na priznaky AB aj CHOCHP. Spravne zvolena liecba musi byt bezpecna, dostupna

a musi byt’ zamerana na zniZenie rizika a funkéného postihnutia pl'ac u oboch ochoreni.
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Cielom zvolenej lieéby je snaha o elimindciu zé&palu dychacich ciest, ovplyvnenie
hypertrofie hladkych svalov ahumorélnych procesov prispievajacich k zépalu
a bronchokonstrikcii. (Desai et al., 2017; Pauk, 2019)

Podl’a spektra u¢inku lieciva je rozdelena do dvoch skupin:

e liec¢ba s Uzkym spektrom téinku,

e Sirokospektralna liecba.
Liecba s izkym spektrom ucinku je zamerana na ul'avu od priznakov jedného alebo
druhého ochorenia. Medzi takéto lie¢iva patria antileukotrieny alebo monoklonalne
protilatky. Oproti nej Sirokospektralna liecba ucinkuje na priznaky oboch ochoreni naraz.
Medzi Sirokospektré lie¢iva patria bronchodilatatory, kortikosteroidy a antibiotika, ktoré
u¢inkuju pri AB aj CHOCHP. Vo véicsine pripadov je pacientovi ordinovana prave
Sirokospektralna liecba, konkrétne kombinacia LABA a LAMA, ktoré je ii¢inna pri oboch

ochoreniach. (Postma et Rabe, 2015; Pauk, 2019)

34 TGFp

TGEp, transformujuci rastovy faktor, mozeme charakterizovat’ ako sekre¢ny protein,
ktory je evoluéne zachovaly a jeho expresia sa 1isi ako v embryotickych bunkéch, tak aj
v dospelych bunkach. Tento protein spolu s d’al$imi proteinmi z jeho rodiny ovplyviiuju
siroké sprektrum buneénych funkcii, pricom najdolezitejsia je ich rola v bune¢nom preziti
a smrti. Do jeho rodiny patria napriklad aktiviny, myostatin alebo kostné morfogenetické
proteiny (BMPs). (Zhang et al., 2017) Tato rodina je popisana na zaklade objavu
cytokininu, ktory po pridani do buneénej linie spolu s epidermalnym rastovym faktorom
(EGF) inicioval rast buniek, bez potreby prilnutia k povrchu. V sucasnosti st objavené
tri izoformy TGF, pricom kazda izoforma vplyva na bunky odlisne. Tieto tri izoformy
su povazované za najucinnejSie inhibitory rastu bunky. Taktiez su schopné zablokovat’

proliferaciu vacsiny typov buniek. (Morikawa et al., 2016)

3.4.1 Expresia

TGFpB je, rovnako ako vsetky ostatné proteiny zjeho rodiny, kodovany velkymi
polypeptidovymi prekurzormi. Tieto prekurzory su zlozené z troch ¢asti. Na amino-konci
sa nachadza signalny peptid, ktory je odstraneny pocas translokacie proteinu do lumenu

endoplazmatického retikula. Na karboxy-konci sa nachadza polypeptid, ktory je potrebny
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pre aktivaciu a dozrievanie proteinu z TGFB rodiny. Medzi koncovymi peptidmi
obsahuje prekurzor tzv. prosegment, sekvenciu aminokyselin, ktorda sa 1idi dizkou
u kazdého proteinu ztejto rodiny. U troch izoforiem TGFB s0 tieto sekvencie
pomenované latency-associated peptides (LAPs). LAPs ostavaju po sekrecii zrelého
TGFB diméru naviazané nekovalentne a tym udrzuji protein v latentnom stave. LAP
spolu s proteinom tvoria SLC (small latent complex). Aby bol TGF protein schopny
naviazat’ sa na svoj povrchovy receptor, musia byt ticto LAPs odstranené. To sa deje
naviazanim SLC na integriny, napr. o.fs alebo a.ps a S pouzitim kontraktilnej sily na ich

nasledne rozdelenie. (Morikawa et al., 2016)

3.4.2 Receptory

Proteiny z TGFp rodiny sptstaju signalizciu naviazanim sa na Specifické kinazové
receptory na povrchu cielovych buniek. Tieto kindzové receptory patria do skupiny
serin/threoninovych kinazovych receptorov aj napriek tomu, ze su to receptory s dualnou
Specificitou a svojou Strukturou sa podobaju ako na serin/threoninové tak aj na tyrozinové
kindzy. Naviazanie TGFP proteinu na receptory spésobi vytvorenie heterotetramérického
komplexu dvoch receptorov typu | (TPRI) advoch receptorov typu Il (TBRII).
V Tudskom organizme existuje sedem druhov receptoru typu | a pat’ druhov receptoru
typu II, pricom kazdy protein z TGFP rodiny sa viaZze na S$pecificki kombinaciu
recpetorov typu lall. Vytvorenie komplexu spusti fosforylaciu receptorov typu
| a ndslednu aktivaciu receptorom aktivovanych (R-) Smad proteinov. Tie vytvoria spolu
S0 Smad4 transkripéné komplexy, ktor( su translokované do jadra, kde za spolupréce
s koaktivatormi, korepresormi a d’alsimi kofaktormi viazucimi DNA reguluji expresiu
urcitych génov. (Heldin et Moustakas, 2016; Zhang et al., 2017;)

Naviazanie TGFB proteinu na membranovy receptor je ovplyvnené jeho interakciou
s ostatnymi transmembranovymi proteinmi a proteinmi, ktoré si v membrane ukotvené
pomocou glykofofoinositolu (GPI). Takéto koreceptory maju vplyv na dostupnost
signalnych kinazovych receptorov alebo reguluju prezentéaciu ligandu receptoru. Medzi

koreceptory patria napr. betaglykan, endoglin alebo CD109. (Heldin et Moustakas, 2016)

Betaglykan, taktiez znamy pod nazvom TPRIII, je transmembranovy proteoglykan,
ktorého extracelularna doména obsahuje dve lalo¢naté subdomény oddelené spajacou

domenou. Kazda lalo¢nata subdoména sa zapaja do procesu viazania ligandu, ¢o
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z betaglykanu robi koreceptor s vysokou afinitou. Betaglykan je schopny naviazat’ vSetky
tri izoformy TGFp a zaroven stabilizuje TBRI a TBRII komplex. Tato vlastnost’ je vel'mi
dolezita pre TGFB2, ktory sa na TBRII receptor viaze s hizkou afinitou. (Heldin et
Moustakas, 2016)

Endoglin je exprimovany hlavne v bunkach endotelu, pri¢om slizi ako vypomoc pri
viazani TGFp proteinu na TGFp receptor. Jeho vplyv na signalizaciu TGFp je rozdielny,
negativne reguluje aktivaciu Smad2 a Smad3, ale pozitivne reguluje aktivaciu Smadl,
Smad5 a Smad8. (Heldin et Mouskas, 2016)

CD109 je protein ukotveny pomocou GPI a viaze TGFB1 protein s vyssou afinitou oproti
ostatnym TGFp proteinom. Taktiez je schopny vytvorit komplex s TGFB rceptorom
atym negativne reguluje TGFp signalizaciu. CD109 transportuje TGFp receptory do

kaveol a napomaha ich degradécii. (Heldin et Moustakas, 2016)

3.4.3 Regulécia

Pri regulacii proteinov TGFP majt vel'mi ddlezita ulohu typy receptorov, z ktorych sa
sklada aktivovany heterodiméricky komplex. Na zaklade pritomnosti ur¢itych receptorov
dochadza po aktivécii k potlageniu alebo podpore buneénej proliferacie. Dalsim
dblezitym faktorom ovplyviiujucim u¢inky TGFp proteinov su koreceptory. Tento spésob
regulacie je blizSie popisany v sekcii 3.4.2. (Heldin et Moustakas, 2016; Zhang et al.,
2017)

Tak ako mozu byt regulované samotné proteiny, moézu byt regulované aj receptory.
Zaujimavy sp6sob regulacie je napriklad regulacia pomocou endocyt6zy. Aktivované
heterodimérické komplexy receptorov st pomocou klathrinom obalenych vezikul
internalizované do endozémov. Ak dbjde k preruseniu toho procesu, dochédza k supresii
fosforylacie a néslednej signalizacie R-Smad a tym je naruSeny uc¢inok TGFp proteinu.
Po internalizacii je vicSina receptorov vratend spat’ na bunecny povrch, pricom tato
recyklacia receptoru prebieha nezavisle na pritomnosti naviazaného ligandu. (Heldin et
Moustakas, 2016)

3.4.4 Funkcia
Uginky proteinov z TGFp rodiny na bunky st vel'mi rozliéné. TGEp proteiny s schopné

inhibovat’ rast u niektorych typov buniek, zatial’ ¢o u inych podporuju proliferaciu buniek
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za Specifickych podmienok. TGFB mdzu stimulovat’ proliferaciu urcitych buniek, ako
napr. chondrocytov, osteoblastov, mesenchymalnych kmenovych buniek (MSCs) alebo
fibroblastov. Taktiez si TGFp proteiny schopné v tych istych bunkach ako vyvolavat,
tak aj inhibovat’ rast, v zavislosti od podmienok. Rovnako aj ligandy TGFp su spojené
s diferenciaciou do rozliénych linii, ako napr. imunitné bunky, krvné telieska alebo

nervové bunky. (Morikawa et al., 2016)

Proteiny z rodiny TGFB maju vplyv aj na apoptdézu buniek. Tento vplyv je odlisny
u kazdej bunky, v zavislosti na type bunky ana podmienkach prostredia. Apoptoza
indukovana TGFp proteinmi je velmi délezita pri vytvarani koncatin pocas vyvoja
organizmu. Taktiez sa TGFp proteiny preukazuji ako vel’'mi schopné induktory apoptdzy
v hepatocytoch v pripade cirhozy pecene. (Zhang et al., 2017)

TGFP taktiez vykazuje schopnost’ redukovat’ populécie buniek schopné vyvolat rakovinu
v ur¢itych druhoch tkaniv, ako napr. rakovina prsnika, rakovina pankreasu alebo difazny

typ rakoviny zalidku. (Morikawa et al., 2016)

3.4.5 Porovnanie izoforiem TGFp
Existuju tri hlavné izoformy TGFB — TGFB1, TGFB2 a TGFp3. V niektorych
biologickych funkciach sa vSetri tri izoformy zhoduju, avSak kazda izoforma vplyva na

inu oblast’.

TGFp1 je protein ovplyviujici rast a diferenciaciu buniek. Ovplyviuje napriklad funkciu
imunitnych buniek, vaskulogenézu, hematopoézu a taktiez reakciu organizmu na
neurodegradaciu. Taktiez hra dolezita tlohu v remodeldcii kosti, kde reguluje premenu
buniek na osteoblasty a spdsobuje chemotaxiu, proliferaciu a diferenciaciu zapojenych
osteoblastov, ako aj stimuluje tvorbu kolagénu. Jeho deficit spdsobuje defekty vo vyvoji
a funkcii imunitného systému. (Shull et al., 1992; Memon et al., 2008; Morikawa et al.,
2016; GeneCards, 2021)

TGFp2 je protein ovplyviiujuci rozliéné procesy, ako napriklad angiogenézu alebo
spravny vyvoj srdca. Taktiez podporuje diferencidciu buniek na chondrocyty. Jeho deficit
v organizme spbsobuje defekty v kardiopulmonarnom vyvoji, vo vyvoji urogenitalnej
sustavy alebo vo vyvoji zmyslovej sustavy (napriklad zraku alebo sluchu). (Sanford et
al., 1997; Memon et al., 2008; Morikawa et al., 2016; GeneCards, 2021)
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TGFB3 je protein zapojeny do reguldcie embryogenézy a diferenciacie buniek. Je
nevyhnutny na spravny vyvoj podnebia v Ustnej dutine. Jeho deficit spdsobuje
oneskorenie vyvoja dychacej sustavy. (Kaartinen et al., 1995; Memon et al., 2008;
GeneCards, 2021)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Subor pacientov

Tato $tadia merala relativnu expresiu TGFB2 u 49 jedincov, ktori boli diagnostikovani na
Oddeleni pracnych chordb a tuberkuldzy vo Fakultnej nemocnici v Olomouci, z toho 13
pacientov bolo s diagnézou asthma bronchiale, 14 pacientov bolo s diagnézou chronicka
obstruk¢na choroba pl'uc a 22 pacientov patrilo do kontrolnej skupiny (Tab. I1). Asthma
bronchiale bola stanovena na zaklade medzinarodnych odporuceni pre AB (GINA —
Global Initiative for Asthma). Chronicka obstrukéna choroba plic bola stanovena na
zaklade medzinarodnych odporué¢eni pre CHOCHP (GOLD - Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease). Do kontrolnej skupiny boli zaradeni pacienti,
u ktorych nebola preukazana AB, CHOCHP ani iné akttne alebo chronické pltcne
choroby.

Tab. I1: Charakteristika pacientov.

Charakteristika ‘ AB ‘ CHOCHP KS
Pocet pacientov 13 14 22
Aktivni fajciari 2 8
Byvali fajciari 1 1
Nefajciari 9 4 12
Chybaju data o fajceni 1 1 1
Vekovy priemer (min a max) 35 (20; 54) 50 (24; 79) 43 (20; 67)
Muzi/zeny 4/9 6/8 10/12
Priemer makrofagov [%] 73.6 82.3 72.25
Priemer lymfocytov [%] 14 3.6 16
Priemer neutrofilov [%] 6 6 8.5
Priemer eosinofilov [%] 6.4 0.9 3.3
Priemer CD4+ [%] 34.8 40.3 6.3
Priemer CD8+ [%)] 31.2 24.5 19.3
Priemerny pomer CD4+/CD8+ [%] 1.3 2.1 3.7

Na laboratorne stanovenie relativnej expresie TGFB2 boli pouzité vzorky

bronchoalveolarnej lavaze.
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4.2 Metody
4.2.1 Biologicky material

Na laboratérne stanovenie relativnej expresie TGB2 boli pouzit¢ vzorky

bronchoalveolarnej lavaze od pacientov viz. 4.1 Stbor pacientov.

4.2.2 Pouzité chemikalie a roztoky

PouZité chemikalie
e 100% ethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E7023)
¢ RNase-Free voda (Qiagen, kat. ¢. 129112)
e PBS — RNase free (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. AM9625)
e Acid-Phenol/Chloroform (Invitrogen, kat. ¢. AM9722)
e Rnase AWAY Surface Decontaminant (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 7002PK)
e TagMan® Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 4331182)
e TagMan® Fast advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 4444556)
e RNAlater (Life technologies, kat. ¢. AM7021)

Pouzité stipravy

e mirVana™ miRNA Isolation kit (Life technologies, kat. ¢. AM1561)

e SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, kat. ¢. 11754-250)
PouZité roztoky a ich priprava

Wash solution 1: k wash solution 1 bolo pridanych 21 ml 100% ethanolu.

Wash solution 2/3: k wash solution 2/3 bolo pridanych 40 ml 100% ethanolu.

4.2.3 Zoznam pouZzitych pristrojov a zariadeni
e Chladena centrifuga Z300K, HERMLE labortechnik
e Centrifuga sprectrafuge 16M, Labnet
e Sprectrafuge C1301, Labnet
e NanoDrop ND-1000, Thermo Scientific
e Laminarny flowbox BSB 4A, Gelaire
e Mastercycler pro, Eppendorf
e Termalny cykler Rotor Gene 3000, Corbett Research
e Thermoblock 603/3, Auxilab
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4.2.4 PouZité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

A) lzolacia mMRNA

mRNA bola zo vzoriek bronchoalveolarnej lavaze izolovand pomocou mirVana miRNA
isolation kit, ktory bol pred pouzitim vytemperovany na izbova teplotu. Taktiez sa
pracovalo v RNAse free zone, ktord bola dosiahnutd pomocou Rnase AWAY Surface

Decontaminant.

RNA later, v ktorom boli bunky uchované pri teplote -20°C, bol odstraneny pridanim
350 ul PBS a naslednou centrifugaciou pri 4000g po dobu 60 minut pri teplote 4°C. Po
usadeni buniek na dno mikroskimavky bol supernatant odstraneny. Néasledne bolo
k sedimentovanym bunkam pridanych 600 pl lysis/binding solution. Po dbkladnom
zvortexovani bolo k lyzatu pridanych 1/10 objemu miRNA Homogenate Additive. Obsah
mikroskiimavky bol premieSany a nechany stat’ na l'ade 10 mintt. Po uplynuti 10 minut
bola pridana dolna faza Acid-Phenol/Chloroformu v rovnakom objeme aky mal pévodny
lyzat (pred pridanim miRNA Homogenate Additive). Obsah mikroskimavky bol kratko
zvortexovany a nasledne zcentrifugovany pri 10 000g po dobu 5 minut pri izbovej teplote.
Touto centrifugéaciou dojde k oddeleniu vodnej a organickej fazy, pricom vodna faza bola
opatrne odpipetovand a prenesena do novej mikroskimavky. K vodnej fazi bolo
pridanych 1,25x objemu 100% ethanolu. Na filter umiestneny v novej mikroskimavke
bolo prenesenych 700 ul zmesi, ktora bola nasledne centrifugovana pri 10 000g po dobu
15 sekund a tekutina, ktora pretiekla do mikroskiimavky bola odstranena. Tento krok bol
opakovany, pokym nebola spotrebovana cela vzorka. Na filter bolo nanesenych 700 pl
wash solution 1 a filter bol centrifugovany pri 10 000g po dobu 10 sekind. Tekutina,
ktorad pretiekla filtrom bola odstranena. Néasledne bolo na filer nanesené 500 ul wash
solution 2/3 a filter bol centrifugovany pri 10 000g po dobu 10 sekdnd. Tento krok bol
opakovany dvakrat. Filter bol nasledne este raz centrifugovany pri 10 000g po dobu
1 mindta, aby z neho bola odstranena zvysna tekutina. Nasledne bol filter preneseny do
novej mikroskiimavky, kde nanho bolo nanesenych 100 pl Rnase-free vody, ktora bola
predhriata na 95°C. Filter bol centrifugovany pri 14 000g po dobu 30 sekund, aby doslo
k elucii vyizolovanej mRNA z filtra do mikroskimavky. Na zaver bolo k 100 pl mMRNA

pridané 2 pl Rnazinu. Takto pripravena vzorka bola skladovana v -80°C.
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B) Reverzné transkripcia

Vzorky vyizolovanej mRNA skladované v -80°C boli pomaly rozpustené na lade
a zvortexované. RT mix bol pripraveny podl'a Tab. I1l. Jemne premieSany RT mix bol
rozpipetovany k RNA v pomere 17,5:2,5 (celkovy objem reakcie bol 20 pl). Nésledne
bola uskoto¢nena reverzna transkripcia za podmienok uvedenych v Tab. V. Po ukon¢eni

reakcie boli vzorky ihned” dané do 'adu a cDNA bola uchovana pri teplote -20°C.

Tab. I11: ZloZenie reakénej zmesi pre reverznl transkripciu mRNA.
Zlozka RT mixu ‘ 1 reakcia [pl]
5X VILO™ Reaction Mix 4.0
10X SuperScript™ Enzyme Mix 2.0
RNase-free voda 115

Tab. 1V: Teplotny profil reverznej transkripcie.

Teplota ‘ Cas
25°C 10 min
42°C 60 min
85°C 5 min

C) Kvantitativna PCR
Jednotlivé vzorky templatovej cDNA boli pred zacatim kvantitativnej PCR nariedené na

rovnaku koncentraciu.

Nariedené vzorky templatovej cDNA skladované pri teplote -20°C boli pomaly
rozpustené na l'ade a zvortexované. PCR mix bol pripraveny podla Tab. V. Jemne
premiesany PCR mix bol rozpipetovany k templatovej cDNA v pomere 16:4 (celkovy
objem reakcie bol 20 pl). Nasledne boli vzorky vloZené do termalneho cykleru Rotor
Gene 3000 a prebehla PCR reakcia za podmienok uvedenych v Tab. VI.
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Tab. V: Zlozenie reakénej zmesi pre PCR reakciu.

Zlozka PCR mixu 1 reakcia [pl]

20X TagMan® Gene Expression Assay 1
TagMan® Fast Advanced Master Mix 10
RNase-free voda 5

Tab. VI: Teplotny profil PCR reakcie.

50°C 2 min
95°C 10 min
95°C 15 sec
. 40 cyklov
60°C 1 min

4.3 Statistické vyhodnotenie

Na Sstatistické vyhodnotenie vysledkov ziskanych laboratornym stanovenim relativnej
expresie TGFB2 bol pouzity Man-Whitney test. Hodnoty p < 0.05 boli povazované za
Statisticky vyznamné. Na graficke zobrazenie vysledkov Man-Whitney testu bol pouzity

program GraphPad Prism.
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5 VYSLEDKY

Na zéklade vysledkov analyzy ziskanych hodnét expresie TGFB2 (Obr. 1V) je mozné
skonstatovat, Ze hodnota expresie bola Statisticky vyznamne zvySena u pacientov
s chronickou obstruk¢nou chorobou plic v porovnani s kontrolnou skupinou (p = 0.01).
Relativna expresia TGFB2 sa nelisila medzi pacientmi s astmou bronchiale a kontrolnou
skupinou (p > 0.05). Relativna expresia TGFB2 sa neliSila medzi pacientmi s astmou

bronchiale a pacientmi s chronickou obstruk¢nou chorobou plac (p > 0.05).
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Obr. 1V: Hodnoty relativnej expresie TGFB2 u jednotlivych skupin pacientov. KS —
kontrolna skupina (n = 22), AB — pacienti s diagndzou astma bronchiale (n = 13),

CHOCHP — pacienti s diagnozou chronicka obstruk¢éna choroba pluc (n = 14).
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6 DISKUSIA

Vysledky tejto prace ukazali zvySent espresiu TGFB2 u pacientov s chronickou
obstruk¢nou chorobou pl'ic (CHOCHP). Hodnota expresie TGFB2 sa nelisila medzi
kontrolnou skupinou a pacientmi s astmou bronchiale (AB).

Vysledky pozorované v tejto praci mozeme porovnavat’ s pracou Batra et al. (2004),
v ktorej sa autori zamerali na proteinovu hladinu TGFB2 po stimulacii alergénom. Vo
svojej praci pozorovali znizent expresiu TGFB2 u pacientov s AB. Medzi mozné dovody
odli$nosti vysledkov mézeme zaradit' pouzitie odliSného metodického postupu
alebo maly subor pacientov (19 pacientov). Taktiez mozu byt’ vysledky odlisné z dévodu
pozorovania odlisného $tidia AB u pacientov — autori v tejto praci pracovali s menej

tazkym Stadiom astmy a naSa praca skimala vzorky od pacientov so stabilnou astmou.

Na rozdiel od Batra et al. (2004) dosli Balzar et al. (2005) k opa¢nému zaveru. V préci,
ktora tiez pozorovala stuvislost’ medzi hodnotou expresie TGFB2 a diagn6zou AB, pouzili
vzorky od 40 pacientov, ¢o sa velkostou stboru pacientov podoba nasej Stadii. Na
zaklade dvojitej imunofluorescencie pozorovali zvySeny pocet TGFB2 pozitivnych
buniek u pacientov s tazkou astmou Vv porovnani s pacientmi s miernou formou astmy a
kontrolnou skupinou. To naznacuje moznost, Ze expresia TGFB2 moze byt ovplyvnena

zavaznost'ou AB.

V pripade CHOCHP pozorovali hodnoty expresie TGFB2 autori Di Stefano et al. (2018).
Na zéklade svojich pozorovani doSli k zaveru, Ze hodnoty expresie TGFB2 sa neliSili
medzi skupinou pacientov s CHOCHP a kontrolnou skupinou. Odlisnost’ vysledkov
moZe byt spdsobena pozorovanim hodnoty expresie TGFB2 na menSom stubore pacientov
(24 pacientov) alebo pouzitim odlisnej metody (pozorovali bunky prieduskového tkaniva

farbené imunohistochemicky.

Naopak Zhu et al. (2020) pozorovali hodnotu expresie TGF2 znizenu oproti kontrolnej
skupine. Vo svojej praci pouzili celogenomové sekvenovanie a analyzu RNA-sekvencii.
Tato studia zahfiala vzorky plucneho tkaniva od 91 pacientov s diagnostikovanou
CHOCHP a 182 pacientov V kontrolnej skupine. Odlisnost’ vysledkov moéze byt
sposobena rozdielnou pouzitou metédou, pozorovania iného biologického materialu od
pacientov alebo taktiez odliSnym poctom pacientov zapojenych do $tudie (nasa Studia
mala uzsi subor pacientov). Vysledky tejto Stidie by mali byt potvrdené na d’alSej irovni,

inou metddou a na nezavislom subore pacientov.
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Saucasné znalosti o TGFB2 v klinickych $tadiach su  limitované. Véacsina
predchadzajucich prac sa zamerala na TGFB1. Hodnoty expresie TGFB1 u pacientov
s AB pozorovali Reddington et al. (1997), priCom vo svojej praci namerali mierne
zvySenu hodnotu expresie pred a vyrazne zvyS$enu hladinu expresie TGFB1 po stimulacii
alergénom. Godinas et al. (2017) v §tadii pozorujucej expresiu TGFB1 vo vzorkach sputa
od pacientov s diagnostikovanou CHOCHP nasli zvysenu hodnotu expresie TGFp1.
Taktiez Mahmood et al. (2016), ktori pracovali so vzorkami biopsie dychacich ciest od
pacientov s CHOCHP, pozorovali zvySenu expresiu TGFB1 aj napriek pouzitiu iného
biologického materiélu a inej metody. Vysledky vsetkych troch stadii (Reddington et al.,
1997; Godinas et al., 2017 aj Mahmood et al., 2016) naznacuju zvysenu stimulaciu TGF
rodiny. Tieto pozorovania su Vv sulade s biologickymi vlastnostami TGFp1, ktory

aktivuje metaloproteinazy v organizme.

Metaloproteindzy reguluju zépal v dychacich cestdch a zaroven reguluju uvolfiovanie
profibrotickych faktorov schopnych vytvorit' 1ézie na dychacich cestich. Taktiez sa
podiel’aji na patofyziologii u emfyzému. Podobne ako TGFB1, TGFpB2 tiez stimuluje
tvorbu extracelularnej matrix a tvorbu kolagénu, ¢im moze prispievat’ k remodelacii
tkaniv dychacich ciest. ZvySena hladina proteinov TGFp rodiny (a teda aj TGFp2) moze
mat’ prostrednictvom metaloproteinaz vplyv na zavaznost' ochorenia u pacienta.
V pripade, ze sa potvrdia tieto pozorovania, mohli by byt TGFB2 nebo ini ¢lenovia tejto
rodiny pouziti ako ciel’ buducej terapie zapalovych ochoreni dychacich ciest. Praca Pallai
et al. (2016) dokonca naznacila, ze sucasna biologicka liecba by mohla ¢iastocne posobit’

cez inhibiciu ¢lenov TGFp rodiny. (Boxall et al., 2006; Churg et al., 2012)
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7 ZAVER

V teoretickej Casti tejto prace sme charakterizovali zakladné klinické poznatky o asthme
bronchiale (AB) a chronickej obstrukénej chorobe pl'aic (CHOCHP). Obe ochorenia su
typické vyskytom chronického zépalu dychacich ciest. U AB je tento zapal doplneny
prevazne imunitnou reakciou na alergické podnety. U CHOCHP je naopak doplneny
degradaciou plicneho tkaniva z dovodu fajéenia tabaku. Zaroven su v teoretickej Casti
zhrnuté zakladné poznatky o TGFp (tranformujuci rastovy faktor beta) rodine, spdsobe

ich expresie a regulécie.

V praktickej Casti tejto prdce sme porovnavali hodnoty relativnej expresie TGFB2 vo
vzorkach bronchoalveolarnej lavaze medzi pacientmi s CHOCHP, AB a kontrolnou
skupinou. Hodnota expresie TGFB2 bola zvysena u pacientov s CHOCHP v porovnani
s kontrolnou skupinou. Taktiez medzi hodnotami expresie TGFB2 u pacientov s AB
a CHOCHP neboli pozorované rozdiely. Nésledne su vysledky tejto prace diskutované
v suvislosti s inymi klinickymi $tadiami. Priame porovnanie je v$ak limitované velkou
variabilitou pouZzitych metdd, heterogenitou skupin pacientov a odlisSnym planom stadii.
Tato praca prinasa nové poznatky o expresii TGFB2, ale zvySené hodnoty expresie
TGFB2 by mali byt potvrdené na proteinovej Grovni. ZvicSenie skupiny pacientov by

umoznilo preskiimat’ mozné rozdiely medzi odliSnymi fenotypmi ochoreni. TGFB2 je

mozné pouzit’ ako ciel’ buducej terapie zadpalovych ochoreni dychacich ciest.
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