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Souhrn

Sarkoiddéza je systémové granulomatdzni onemocnéni postihujici rtGzné orgdany.
U obyvatel Evropy je nejcastéjsi sarkoiddza plicni. Onemocnéni mlze ve své pocatecni fazi
odeznit i bez lécby, avSak u jedné tretiny pacientl progreduje do chronické formy a vyzaduje
farmakologickou terapii. Kvuli vedlejSim ucinkiim se hledaji dal$i moZnosti pro vyvoj novych

zpUsobU lécby.

U plicni sarkoidézy dochazi k rozvoji Thl imunitni odpovédi (T helper 1 immune
response) se zvySenim CD4* T-lymfocytl v plicich a k jejich sniZeni v periferni krvi. Zkoumani
relativnich poctd CD4* T-lymfocytl u jednotlivych stadii plicni sarkoiddzy a jejich porovnani
s ostatnimi intersticidlnimi plicnimi nemocemi dopliuje poznatky o bronchoalveolarnich
CD4* T-lymfocytech. Prozatim nebyla uvedena publikace, kterd by porovnala bunécné profily
jednotlivych stadii plicni sarkoiddzy s ostatnimi intersticidlnimi plicnimi nemocemi. Pacienti
v této studii byli vSichni nekufaci, protoze koureni muze ovliviovat bunécné populace

v plicich.

Stanoveni relativnich poctd bronchoalveolarnich CD4* a CD8* T-lymfocytl a vypoctu
poméru CD4*/CD8" je vsoucasné dobé vyuzivano vramci vySetfeni pro diagnostiku
sarkoiddzy. Néktefi autofi se domnivaji, Ze by CD4* T-lymfocyty mohly slouZit jako
potencialni terapeutické cile. Proto by bylo dobré podrobnéji prozkoumat bronchoalveolarni
CD4* T-lymfocyty u presnéji stratifikovanych stadii plicni sarkoidézy. Zkoumani relativnich
poctd CD4* T-lymfocytl u rdznych skupin pacientl s plicni sarkoidézou by mohlo dopomoci k
lepSimu popisu tohoto onemocnéni, které muaie mit tak variabilni prlbéh a jehoZ

mechanismy vzniku nejsou zatim objasnény.

Co se tycCe vyvoje novych zpUsobu lécby, nadéje jsou také vkladany do RNA-
vazebnych proteind. RNA-vazebné proteiny jsou potencidlnim terapeutickym cilem
predevsim u malignich plicnich onemocnéni. Znalosti o jejich expresi v bronchoalveolarnich
burikdch by také mohly ptispét k rozvoji novych terapeutickych strategii u sarkoidézy. V nasi
praci jsme stanovili relativni mRNA expresi vybranych RNA-vazebnych proteind u pacientu
s plicni sarkoidézou a porovnali ji s relativni expresi u pacientl s obstrukénimi plicnimi

nemocemi, idiopatickymi intersticialnimi pneumoniemi a zdravymi kontrolami.



Diagnéza sarkoidézy muZe byt stanovena kombinaci laboratornich vysSetreni,
zobrazovacich metod, funkéniho vysetfeni plic a invazivniho bronchoskopického vysetfeni,
které muze byt spojeno s biopsii plicni tkané. Pribéh onemocnéni muze byt variabilni
a neurdity. Proto pretrvava potifeba nalézt nové neinvazivni zplsoby pro diagnostiku dalSiho
rozvoje nemoci. Vtomto sméru je nadéje vkladdna do studia miRNA, a to zejména téch
obsaZenych v krvi. V tomto projektu jsme se zaméfili na prozkoumdni a porovnani relativni
exprese miRNA v séru pacientd s plicni sarkoidézou, a to u pacient s akutnim stadiem

provazenym Léfgrenovym syndromem s pacienty v pokrocilém stadiu onemocnéni.

Klicova slova: plicni sarkoidéza, bronchoalveolarni CD4* a CD8" T-lymfocyty, RNA-

vazebné proteiny, miRNA, real-time PCR



Summary

Sarcoidosis is a systemic granulomatous disease affecting various organs. Pulmonary
sarcoidosis is the most common in the European population. Sarcoidosis can resolve in its
initial phase, nevertheless, it can deteriorate in one third of patients. These patients need

a pharmacological therapy. However, current treatment could have side effects.

In pulmonary sarcoidosis, there is a development of T helper 1 (Thl) immune
response with the increase of CD4* T-lymphocytes in bronchoalveolar space and their
decrease in peripheral blood. The research in the field of bronchoalveolar CD4* T-
lymphocytes in particular pulmonary sarcoidosis stages and its comparison with other
interstitial pulmonary diseases could improve the knowledge about bronchoalveolar CD4* T-
lymphocytes. So far, no publication about comparison of the bronchoalveolar CD4* and CD8*
T-lymphocytes of individual pulmonary sarcoidosis stages with other interstitial lung diseases
has been published. Patients in this study were all non-smokers, because smoking may affect

cell populations in the lungs.

Relative counts of bronchoalveolar CD4* and CD8* T-lymphocytes and calculation of
their ratio (CD4*/CD8") is today still a part of the diagnostic process of sarcoidosis. CD4* T-
lymphocytes are also interesting in terms of the development of new therapies. Therefore it
could be useful to study relative bronchoalveolar T-lymphocytes in more detail in more
precisely divided sarcoidosis stages. This could contribute to reveal the mechanism of

sarcoidosis origin, which is not still clarified.

New ways of therapies for patients with sarcoidosis are still being sought. Molecules
that are considered to be potential therapeutic targets are RNA-binding proteins. These
molecules participate on regulation of transcription in the cells. As regards to the pulmonary
diseases, RNA-binding proteins are currently potential therapeutic targets in malignant
pulmonary disease. The knowledge about their expression in bronchoalveolar cells could
contribute to the issue of new therapies in pulmonary sarcoidosis. In our work, we
determined relative mRNA expression of RNA-binding proteins in patients with pulmonary
sarcoidosis and we compared it with the relative mRNA expression determined in
obstructive pulmonary diseases (asthma and chronic obstructive pulmonary disease),

idiopathic interstitial pneumonias and healthy controls.



Diagnosis of sarcoidosis could be determined by combination of laboratory
examination, medical imaging methods, functional examination of lungs and sometimes
invasive bronchoscopic examination that could be associated with biopsy of pulmonary
tissue. The course of the disease can be variable and difficult to predict. Therefore, there
remains a need to find new non-invasive ways to diagnose the further development of the
disease. In this regard, hope is placed in the study of miRNAs, especially those contained in
the blood. In this miRNAs project, we focused on determination and comparison of the
relative miRNA expression in the serum of patients with pulmonary sarcoidosis, notably in
sarcoidosis patients with an acute stage with Lofgren's syndrome and patients in an

advanced stage of the disease.

Keywords: pulmonary sarcoidosis, bronchoalveolar CD4* and CD8* T-lymphocytes,

RNA-binding proteins, miRNA, real-time PCR.
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A. Uvod
A.1l. Sarkoidodza

Sarkoiddza patfi mezi intersticidlni plicni onemocnéni, charakteristické kombinaci
zanétu a na néj navazujici fibrézy plicniho parenchymu. Tato onemocnéni mohou byt
onemocnéni. Do skupiny intersticidlnich plicnich onemocnéni patfi také napfiklad
hypersenzitivni pneumonie a idiopaticka plicni fibréza. (Meyer, Raghu et al. 2012; Kalchiem-

Dekel, Galvin et al. 2018).

V roce 1999 bylo pfijato spolecné prohlaseni Americké hrudni spolecnosti (ATS =
American Thoracic Society), Evropské respiracni spolecnosti (ERS = European Respiratory
Society) a Svétové asociace sarkoiddzy a jinych granulomatdéznich onemocnéni (WASOG =
World Association of Sarcoidosis and Other Granulomatous Disorders), ve kterém je
sarkoiddza definovédna jako onemocnéni neznamé pficiny, postihujici pacienty mladé nebo
stfedniho véku. Sarkoiddza se projevuje jako oboustrannd hilova lymfadenopatie, plicni
infiltraty, pripadné jako ocni nebo kozni léze. MlzZe postihovat jatra, slezinu, slinné Zlazy,
srdce, nervovy systém, kosti, svaly (Costabel a Hunninhake 1999). U 90 % vSech
diagnostikovanych pacientt byva sarkoidézou postizeno dychaci Ustroji (Kolek, Zérkova et al.

2019).

Diagndza sarkoiddzy je stanovena, pokud je klinicky a radiologicky prokazana
pritomnost nekaseifikujiciho epiteloidniho granulomu. Granulomy vytvorené ze zndmych
pricin by mély byt vyloudeny. V misté postizeni byvad charakteristickd zvySena imunitni
odpovéd pomocnych Thl (T helper 1) T-lymfocyt. Akutni nastup plicni sarkoidézy spolu
s noddznim erytémem nebo asymptomatickou bilaterdini hilovou lymfadenopatii mohou
naznacovat, Ze dojde ke spontdnnimu uzdraveni pacienta. Postupny nastup nemoci
s vyraznéjSim mnoZstvim mimoplicnich |ézi miZe predznamenavat rozvoj nevratné fibrézy
plic a jinych orgadn( (Costabel a Hunninhake 1999). Kolek et al. (2019) doplniuji, Ze se zménily
nékteré aspekty, které plvodni definici jiz nevyhovuji. Onemocnéni se posouva do vyssSich
vékovych kategorii, objevuji se nové biomarkery a bunky imunitniho systému podilejici se na

onemocnéni, které jsou podrobnéji charakterizovany (Kolek, Zarkova et al. 2019).
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A.1.1. Granulom - specificka struktura sarkoidézy

Za specifickou strukturu sarkoiddzy je oznacovan granulom. Tato struktura vznika
nasledkem zanétlivé reakce u rady onemocnéni. Sarkoidéza neni zdaleka jediné onemocnéni,
u néhoz vznikaji granulomy z neznamych pficin. | pfi ndlezu granulomu se diagnostika

sarkoiddzy opira o dalsi klinické a laboratorni informace (Kolek, Zéirkova et al. 2019).

Predpokladany rozvoj granulomu pravdépodobné zacdind fagocytézou antigenu
antigen prezentujici burikou, napriklad makrofagem nebo dendritickou burikou. Antigen
prezentujici burika zpracuje antigen a predklada jej pomoci lidského leukocytarniho antigenu
(HLA = Human Leukocyte Antigen) Il. tfidy. Antigen vystaveny na povrchu buriky je predloZen
T bunéénym receptortiim na naivnich T-lymfocytech nesoucich na svém povrchu CD4* znaky.
Dochdzi k polarizaci T-lymfocytl na pomocné Thl a atrakci dalSich bunék do mista, kde se
antigen nachdzi. Jadro granulomu je tvofeno epiteloidnimi histocyty odvozenymi
z makrofagl a velkymi mnohojadernymi bunkami, mezi kterymi jsou rozptyleny CD4* T-
lymfocyty (Baughman, Culver et al. 2011). Infiltrace aktivovanymi CD4* T-lymfocyty
v bronchoalveolarni lavazi je jednim ze znakd sarkoiddzy (Drent, Mansour et al. 2007). Na
povrchu granulomu se vyskytuji CD8* T-lymfocyty, fibroblasty, regulaéni T lymfocyty a B-
lymfocyty (Baughman, Culver et al. 2011). Epiteloidni a mnohojaderné bunky uvnitf
granulomu produkuji fadu cytokinl a jejich receptor(i. Dochazi k expresi interleukin( IL-1a,
IL-1 B, IL-6, IL-12, IL-18, chemokinl CCL5, CXCR3, CXCR6 a jejich receptort CCR a CCR2. Déle
jsou produkovany dalsi vyznamné cytokiny, tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a),
interferon gama (IFN-y) a transformuijici rlstovy faktor beta (TGF-B). TNF-a je ustredni
cytokin podilejici se na tvorbé granulomu (viz Obrazek 1) (Kolek, Zarkova et al. 2019). K vy3e
zminénému mechanismu rozvoje onemocnéni musime pfidat i nesporné zapojeni

genetickych faktor(i, HLA gen(, gen(i pro cytokiny a jejich receptory (Kishore a Petrek 2013).
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Obrazek 1: Schéma rozvoje imunitni odpovédi u plicni sarkoidézy s postupnym

formovanim granulomu (Baughman, Culver et al. 2011).

Monocyt

o .4,9-.‘ Gra.nulom
¥ Y ks
s £

TNF

aktivovana antigen ' :
prezentujici bunka CD4+ Q\\.
Thl IL-2

burika

Legenda k obrazku 1: Ag peptid = antigenni peptid, INF-y = interferon-gama, HLA =
(Human Leukocyte Antigen) lidsky leukocytarni antigen, TCR = (T cell Receptor) receptor T-

lymfocytl, TNF = tumor nekrotizujici faktor.

A.1.2. Prevalence a incidence sarkoidozy

Sarkoiddza je celosvétové rozsifrena, postihuje muze i Zeny rlizného véku. Rozsireni
sarkoiddzy se lisi v souvislosti s etnickou pfislusnosti, kdy je u Afroamericand a u Evropant
na severu pozorovan nejvysSi vyskyt. V Tabulce 1 jsou uvedeny pfriklady incidenci

a prevalenci v nékterych statech, pripadné u urcitého etnika (Gerke, Judston et al. 2017).
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Tabulka 1: Priklady incidenci a prevalenci sarkoiddzy (Gerke, Judston et al. 2017).

Nazev studie nebo zemé, ve které | Incidence (na 100 000 Prevalence (na 100 000
byl vyzkum proveden obyvatel) obyvatel)
U.S. Optum Database

(Baughman, Field et al. 2016):

Afro-Americané 17,8 141,4
Bila rasa 8,1 49,8
Hispanci 4,3 21,7
Asiaté 3,2 18,9
Svédsko  (Milman _a _ Selroos 24 64
1990):

Finsko (Pietinalho, Hiraga et al. 11,4 28,2
1995):

Ceska republika (Morava a 3,3-4,4 41,3-63,1
Slezsko) (Kolek 1994):

Recko (Karakatsani, Papakosta et 1,07 5,89
al. 2009):

Japonsko, Hokkaido (Pietinalho, 1 3,7
Hiraga et al. 1995):

A.1.3. Lofgreniv syndrom

Lofgrentv syndrom patii mezi akutni a specifické projevy sarkoiddzy. Mezi priznaky
patfi oboustranné zvétSené mizni hrudni uzliny, plicni parenchym se zanétlivou infiltraci
nebo bez infiltrace, horecka, erythema nodosum a artritida. Pacienti maji obvykle vyssi
predpoklad k uzdraveni (Grunewald a Eklund 2009). Pacienti s L6fgrenovym syndromem maji
lepsi progndzu v porovnani s ostatnimi formami. Lofgrentv syndrom byva obvykle spojen s
rentgenologickym stadiem |, mnohem méné casto se stadiem Il a vyjimecné se stadiem O

(Vasakova, Sterclova et al. 2009).

A.1.4. Klasifikace sarkoidozy podle nalezu na rentgenologickém snimku hrudniku

Stadium 0: Normadlni ndlez na snimku hrudniku. Onemocnéni muZe byt lokalizovano

mimo plice. MUZe se i jednat o asymptomatické stadium.

Stadium |I: Symetrické bilaterarni zvétSeni hilovych uzlin beze zmén v plicnim
parenchymu. ZvétSeni uzlin mlze byt spojeno s erythema nodosum a Lofgrenovym

syndromem, s plicnimi obtizemi nebo mimoplicni lokalizaci sarkoiddzy.

Stadium II: Jedna se o postizeni plicniho parenchymu s hilovou lymfadenopatii.
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Stadium lll: Je spojeno s postizenim plicniho parenchymu bez znamek zvétSeni
nitrohrudnich uzlin.
Stadium IV: Je spojeno s fibrotickymi zménami v plicnim parenchymu. Zmény jsou

ireverzibilni (Hunninghake, Costabel et al. 1999; Kolek, Ztirkova et al. 2019).

A.2. Dalsi intersticidlni plicni procesy

Intersticidlni plicni procesy jsou nesourodou skupinou onemocnéni postihujicich
plicni intersticium, coZ je prostor mezi plicnimi kapildrami a sténou plicnich sklipkd, ktery je
vyplnén elastickym pojivem (Vasdkova 2010). Mezi dalsi intersticidlni plicni procesy patfi
idiopatické intersticidlni pneumonie (lIP). Mezi hlavni IIP patfi idiopaticka plicni fibréza (IPF),
idiopatickd nespecificka intersticialni pneumonie, respiraéni bronchiolitida, deskvamativni
intersticidlni pneumonie a kryptogenni organizujici pneumonie. Ddle jsou rozeznavany
vzacné formy IIP, jako je napriklad lymfoidni intersticidlni pneumonie (Antoniou,
Margaritopoulos et al. 2014). Nékteré pfripady intersticialnich plicnich onemocnéni zlstavaji
neklasifikovany i navzdory multidisciplinarnim diagnostickym pfistupdm (Wallis a Spinks

2015; Skolnik a Ryerson 2016; Kalchiem-Dekel, Galvin et al. 2018).

A.2.1. Idiopaticka plicni fibréza

Idiopaticka plicni fibréza (IPF) je nejbéinéjSim onemocnénim ze skupiny
intersticidlnich plicnich nemoci. Pfi¢ina vzniku je nezndmda. Onemocnéni ma S3patny
dlouhodoby vyhled pro uzdraveni a nizkou terapeutickou odpovéd (Kalchiem-Dekel, Galvin
et al. 2018). IPF je jednou z nejagresivnéjsich forem idiopatickych intersticidlnich pneumonii.
Je charakterizovana progresivni fibrézou s nedprosnym poklesem plicnich funkci, naslednym
respira¢nim selhanim a dmrtim (Barratt, Creamer et al. 2018). Mezi klinické projevy IPF patfi
v pribéhu c¢asu se zhorsujici ndmahova a klidova dusnost, dale unava a kasel. V pozdéjsim
stddiu nastupuje hypoxemie i cyandéza. U nékterych pacientd muize byt fenotypovym
projevem vznik pali¢kovitych prstl. V plicich je typické zmnoZeni neutrofilnich granulocytt

s mensim mnoZstvim eozinofill. Lymfocyty jsou zvySeny minimalné (Vasakova 2015).

Prevalence a incidence IPF je zavislda na pouZitych diagnostickych postupech
a zkoumané populaci. Prevalence IPF v USA je odhadovdna mezi 14 az 27,4 ptipad( na
100 000 obyvatel a v Evropé se prevalence IPF pohybuje mezi 1,25 az 23,4 pfipadu
nemocnych na 100 000 obyvatel. Ro¢ni incidence IPF se v USA pohybuje mezi 6,8 az 8,8
postizenych IPF na 100000 a v Evropé mezi 0,22 a 7,4 pfipadd na 100 000 obyvatel.
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Incidence a prevalence se zvySuje s vékem, je Castéjsi u muzl (Nalysnyk, Cid-Ruzafa et al.
2012). V Ceské republice se incidence hlddené IPF pohybuje nad 1 pfipad na 100 000
obyvatel ro¢né, prevalence nad 10 pripadd na 100 000 obyvatel (Vasakova 2010).

A.2.2. Hypersenzitivni pneumonie

Hypersenzitivni pneumonie se muzZe rozvinout po imunologicky indukovaném zanétu
plicniho parenchymu zasahujiciho alveoly, termindini bronchy a intersticium. NejbéznéjSimi
agens zpusobujicimi hypersenzitivni pneumonii jsou antigeny mikrobidlni a ptaci. Tyto
antigeny s uréitym nastavenim genetického pozadi mohou pfispét k rozvoji plicniho zanétu.
Akutni HP se vyznacuje zvySenim neutrofil( v plicich, u chronické HP dochazi k aktivaci T-
bunéc¢né imunitni odpovédi a rozvoji tzv. T-lymfocytarni alveolitidy (Spagnolo, Rossi et al.
2015). Soucasna literatura naznacuje, ze pomér CD4*/CD8* T-lymfocytd mUze byt u pacientt
s HP znacéné variabilni v zavislosti na dobé od posledni expozice (Trentin, Marcer et al. 1988;
Drent, van Velzen-Blad et al. 1993), povaze pfipadné davce antigenu (Ando, Konishi et al.
1991). Prevalence onemocnéni se dosti méni. Je rlznda mezi zemémi a je ovlivnéna

klimatickymi faktory, rGznymi pracovnimi podminkami a koufenim (Bourke, Dalphin et al.

2001).

A.3. Obstrukcni plicni onemocnéni

Bronchidlni astma a chronicka obstrukéni nemoc (CHOPN) jsou chronickd obstrukéni
plicni onemocnéni postihujici dychaci systém chronickym zdnétem. Obé onemocnéni jsou
charakterizovana obstrukci, zUzenim dychacich cest, které je reverzibilni u astmatu
a u CHOPN je progresivni a ireverzibilni. U obou onemocnéni dochazi k rozvoji chronického
zanétu, ktery je fizen zvySenou expresi mnoha zanétlivych proteinll, zahrnujicich cytokiny,
chemokiny, zanétlivé enzymy a receptory. Onemocnéni jsou provazena akutnimi zhorsenimi,

exacerbacemi, kdy intenzita zanétu stoupd (Barnes 2008).

A.3.1. Chronicka obstruk¢ni plicni nemoc

Chronicka plicni obstrukéni nemoc (CHOPN) je v soucasné dobé Ctvrtou nejcastéjsi
pricinou Umrti na svété a v roce 2020 by se mohla stat tfeti nejéastéjsi pri¢inou umrti. V roce
2012 zemrely na CHOPN vice nez tfi miliony lidi, coz tvofi 6 % z celkové globalné zemfelych.
CHOPN predstavuje nemoc |éCitelnou a preventivnimi pfistupy ji lze v mnoha pfipadech

zabrdnit (Augusti, Beasley et al. 2020). Onemocnéni nastupuje ve stfednim nebo vyssim véku
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(Koblizek a Zatloukal 2019). Rozvoj onemocnéni je pomaly. Je charakterizované obstrukci
dychacich cest a muze vést krespiracnimu selhdni (Raherison a Girodet 2009). Jako
nejCastéjsi pri¢ina CHOPN v zdpadnich zemich je vdechovani cigaretového koure
a dlouhodobd expozice znecisténému vzduchu (smog, latky z pracovniho prostiedi —
chemické produkty, produkty horeni, drobné prachové castice) (Bourdin, Burgel et al. 2009;
Koblizek a Zatloukal 2019). BéZznymi symptomy jsou dusnost, kasel, produkce sputa. CHOPN

muzZe byt provazena opakujicimi se exacerbacemi (Augusti, Beasley et al. 2020).

Latky obsazené v cigaretovém koufi narusuji funkci plicniho epitelu a podporuji
procesy vedouci krozvoji zdnétu a strukturdlnim zméndm tkdné. Pretrvdvajici zdnét
podporuje zvySeni oxidativniho stresu a nerovnovdhu mezi protedzami a anti-protedzami
a naruseni plicni tkané (Bourdin, Burgel et al. 2009). Oxidativni stres vyrazné zesiluje rozvoj
zanétu. Latky, které podporuji oxidativni stres, jsou obsaZeny v cigaretovém koufi, ale jsou
produkovany i bunkami imunitniho systému Gc¢astnicimi se zanétu. Jsou to hlavné makrofagy
a neutrofily (Augusti, Beasley et al. 2020). Zanét v plicich u CHOPN je provazen zvySenim

CD8* T-lymfocytu (Spurzem a Rennard 2005).

Biopsie plicni tkané u pacientli s CHOPN vykazuji infiltraci T-lymfocyty a neutrofily,
a to zejména v lumen dychacich cest (Barnes 2008). Buriky imunitniho systému spolecné
s epitelidinimi bufnkami produkuji zanétlivé medidtory. Chemotaktické faktory pritahuji dalsi
bunky z periferie, prozanétlivé cytokiny amplifikuji zanétlivé procesy a rlstové faktory
indukuji strukturalni zmény ve tkani (Augusti, Beasley et al. 2020). Epitelidlni buriky
a makrofagy uvolnuji transformujici rlstovy faktor-beta (TGF-B = Transforming growth
factor-B), ktery stimuluje proliferaci fibroblast(i a rozvoj fibrézy (Barnes 2008). Postupnym
hojenim dochazi knahrazovani puUvodni funkéni tkdné extraceluldrni  matrix
a k rozvoji fibrézy (Navratilova, Petrek et al. 2016). Fibréza se objevuje kolem malych
dychacich cest a predpoklada se, Ze je jednim z hlavnich faktort, které odpovidaji za jejich

ireverzibilni zuZovani (Barnes 2008).

Buniky zanétu produkuji zvySena mnoiZstvi protedz, jez narusuji pojivovou tkan plic
(Augusti, Beasley et al. 2020). Mezi tyto proteolytické enzymy patfi napriklad matrix
metaloproteindzy (MMP) a neutrofilni elastdzy (Barnes 2008; Navratilova, Petrek et al.

2016). Neutrofilni elastazy odpovidaji za hypersekreci hlenu. Dochdzi k proteolyze elastinu.
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Apoptdze podléhaji pneumocyty I. fadu, které odpovidaji za vyménu plynd, a endotelidlni

bunky. Tyto déje vedou k destrukci stén alveol(i nazyvané emfyzém. (Barnes 2008).

A.3.2. Bronchidlni astma

Bronchidlni astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, které
uvnimavého jedince zpUsobuje typické opakované stavy dusnosti provazené piskoty
a sevienim na hrudi. | presto je pro astma typicka velka variabilita pfiznak( (Krémova a
Novosad 2010, Mims 2015). Nékdy mazZe mit pacient pouze urcity pfiznak, suchy drazdivy
kasel nebo pretrvavajici dusnost (Krécmovd a Novosad 2010). Onemocnéni je provazeno
astmatickymi epizodami, exacerbacemi, pfi nichz dochazi k otoku a konstrikci praduskovych
svalll. Tyto astmatické epizody a zhorSovani zanétu mohou byt iniciovany rtiznymi spoustéci,
respiracnimi virovymi infekcemi, cigaretovym koufem, casticemi znedistujicimi ovzdusi,

zménami teplot, stresem nebo pfiliSnou fyzickou ndmahou (Mims 2015).

Na rozdil od CHOPN, u néhoZ dochazi k rozvoji Thl imunitni odpovédi, je pro astma
charakteristicka Th2 imunitni odpovéd (Spurzem a Rennard 2005). Senzibilizace alergenem
muze probéhnout jiz v détstvi (Krémova a Novosad 2010; Kudo, Ishigatsubo et al. 2013).
Alergeny jsou pohlcovany antigen prezentujicimi burikami, napfiklad dendritickymi bufikami,
které antigen zpracuji a nasledné jej pak prezentuji T-lymfocytim. Dochazi k proliferaci Th2
bunék produkujicich interleukin-4 a interleukin-13 a ty stimuluji B-lymfocyty k produkci
protilatek, imunoglobulini tfidy E (IgE) (Barnes 2008). Zanét pridusek vede ke zvySené
produkci hlenu, bronchokonstrikci, depozici kolagenu a zuzovani dychacich cest (Mims

2015).

A.4. Bronchoalveolarni lavaz

Bronchoalveolarni lavaz (BAL) je uziteCnym diagnostickym nastrojem pro stanoveni
intersticidlnich plicnich onemocnéni. Bunécny profil ziskany BAL muZe, ve spojeni s dalSimi
diagnostickymi postupy a zobrazovacimi metodami, dopomoci k presnéjsi diagnostice
onemocnéni (Meyer, Raghu et al. 2012; Costa e Silva a Rolo 2017). Cytologické vysetreni je
uzitecné pro stanoveni diferencidlnich bunécnych poctl a identifikaci neobvyklych typa
bunék v plicich (plasmatické buriky, mastocyty, apoptotické makrofagy) (Meyer a Raghu
2011).
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Zvyseni lymfocyt v BAL bylo pozorovano u pacientl se sarkoiddzou, hypersenzitivni
pneumonii a ostatnimi intersticidlnimi plicnimi onemocnénimi jako jsou napfiklad
kryptogenni organizujici pneumonie, pneumokoniéza nebo nespecificka intersticidlni
pneumonie. Mezi dal$i vyznamnou populaci bunék v BAL patfi neutrofily a eozinofily. Jejich
zvyseni je béZné u intersticidlnich plicnich onemocnéni charakterizovanych fibrézou. Zvysené
mnozstvi neutrofill je zaznamenano u pacientld sidiopatickou plicni fibrézou,

s diferencialnim bunéénym poctem kolem 21 % (Costa e Silva a Rolo 2017).

Vyuziti stanoveni lymfocytarnich subpopulaci v bronchoalveoldrni lavazi pfi
diferencidlni diagndze intersticidlnich plicnich onemocnéni zGstava kontroverznim tématem.
Pro aktivni plicni sarkoidézu je typické zvySeni CD4* T-lymfocytli a poméru CD4* ku CD8*
(CD4*/CD8*) subpopulaci. U zdravych jedinc se pomér CD4* a CD8* T-lymfocytd pohybuje
mezi hodnotami 1,5 az 2. Hodnota 2 3,5 je docela specifickd pro sarkoidézu, nicméné ma
nizkou senzitivitu, protoZze mnoho pacienttd se sarkoidézou ma hodnotu poméru CD4*/CD8*
mensi nez 3,5 (Meyer 2007). Pacienti sodliSnymi stadii plicni sarkoidézy, pacienti
s Lofgrenovym syndromem (LS) a pokrocilé treti az ¢tvrté rentgenologické stddium mohou

mit zcela odliSny BAL bunécny profil (Danila, Norkuniene et al. 2009).

S postupujicim onemocnénim se pocet CD4* T-lymfocytl sniZuje a pocet CD8* T-
lymfocytl se zvysuje, to vede ke snizeni poméru CD4*/CD8* (Danila, Jurgauskiene et al.
2008). Z BAL parametr( vyuzivanych pro diagnostiku zUstava zvySeny pomér CD4*/CD8" stale
specificky pro akutni sarkoidézu. Prace zabyvajici se hlubSim vyuZitim bronchoalveolarnich
(BA) bunék k predpovédi nasledujiciho vyvoje onemocnéni jsou sporadické. Nicméné se
objevuji publikace, které se snazi nalézt prinosy i dalSich BA bunéénych populaci nez pouze
lymfocytl. Napftiklad Kinder et al. (2008) nalezli vztah mezi zvySenymi diferencidlnimi pocty
neutrofild v BAL tekutiné a ndslednou mortalitou u pacientl s idiopatickou plicni fibrézou

(IPF) (Kinder, Brown et al. 2008).

A.5. RNA-vazebné proteiny

Regulace stability medidtorovych RNA (mRNA = messenger RNA) v bunce je
vyznamnym mechanismem pro kontrolu genové exprese. Zmény v mRNA stabilité se
nasledné odrazi na proteinové uUrovni a jsou zasadni pro homeostazu bunék (Palanisamy,
Jakymiw et al. 2012). Post-transkripéni kontrolni mechanismy obvykle cili na

3" nepreklddanou oblast (UTR = untranslated region) v mRNA sekvenci (Anderson 2010).
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V tomto useku mRNA se nachazi konzervativni vazebné domény pro RNA-vazebné proteiny
s misty bohatymi na adenin a uridin (ARE = Adenylate-Uridylate rich Elements). Transkripty
genu, které jsou exprimovany brzy po zahdjeni imunitni odpovédi, maji vice usekd bohatych
na adenin a uridin, nezZ ty, které jsou exprimovany pozdéji (Palanisamy, Jakymiw et al. 2012).
Timto zplsobem dokdze imunitni systém na post-transkripcni Urovni tlumit proteinovou
expresi a regulovat zanét tak, aby nedoslo k poskozeni tkani (Anderson 2010; Ivanov a
Anderson 2013). RNA-vazebné proteiny jsou schopné ovliviiovat expresi cytokin(, které jsou
medidtory imunitni odpovédi. Jsou to naptiklad rtzné interleukiny (IL-3, IL-5, IL-8, IL-10), dale
tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a), vaskuldrni endotelidlni rdstovy faktor (VEGF =
Vascular Endothelial Grow Factor), faktor stimulujici kolonie granulocytd a makrofaga (GM-
CSF = Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor) nebo cyklooxygenaza-2 (COX-2)
(Palanisamy, Jakymiw et al. 2012).

AUF1 (AU-rich element RNA-binding protein 1) je protein, jehoZz primarni funkci je
rychld degradace mRNA, ale pfileZitostné plsobi i jako stabilizacni faktor. AUF1 se podili na
degradaci cytokinovych a proto-onkogennich mRNA, a to mechanismem destabilizace, ktery
MRNA predurci k rychlé degradaci (Moore, Chenette et al. 2014). Jednim z dalSich RNA-
vazebnych proteind je HuR (tj. ELAV1 = ELAV like RNA-binding protein 1), ktery stabilizuje
napriklad transkripty matrix metaloproteindz (Ezegbunam a Foronjy 2018). Matrix
metaloproteindzy jsou skupinou enzymU vyznamné se podilejicich na patologickych
procesech probihajicich v plicich nemocnych (Fireman, Kraiem et al. 2002; Henry, McMahon
et al. 2002; Craig, Zhang et al. 2015). Protein HuR ochrarfiuje mRNA pred degradaci, a to tim
zplUsobem, Ze kompetuje s mikroRNA, které navadi mRNA k proteinovému komplexu RISC
(RNA Induced Silencing Complex) a ten je poté rozstépi (Srikantan, Tominaga et al. 2012).
Dalsi RNA-vazebné proteiny KSRP (KH-type splicing regulatory protein) a TTP (Tristetraprolin)
se podileji na procesu odstranéni poly-A konce ze sekvence mRNA, pficemZ mRNA je

nasledné urychlené degradovana (Gherzi, Lee et al. 2004; Lai, Kennington et al. 2003).

RNA-vazebny protein TIA-1 (T-cell-restricted intracellular antigen 1) se ucastni
alternativniho sestfihu pre-mRNA a je schopny inhibovat translaci vazbou na sekvence
v mRNA genl TNF-a a COX-2, které jsou bohaté na adenosin a uridin (Lopez de Silanes,
Galban et al. 2005). TIAR (TIA-1 related protein) mliZe asociovat s transkripénim faktorem c-
Myc, ktery reguluje proteiny spojené s translaci v bufice. Mezi tyto proteiny patfi napftiklad

transkrip¢ni faktory elF4E nebo elF4A a dal$i (Mazan-Mamczarz, Lal et al. 2006).
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DalSim proteinem, ktery jsme zkoumali na mRNA urovni, je nukleolin (NCL). NCL je
multifunkéni protein, vyskytuje se v jadre i v cytoplazmé, ale i na plazmatické membrané
bunék. NCL se podili na remodelaci chromatinu, transkripci ribozomalnich RNA, transportu
ribozomdlnich podjednotek zjadra do cytoplazmy a sestaveni ribozoml v cytoplazmé

(Abdelmohsen a Gorospe 2012).

A.6. Inhibitory matrix metaloproteinaz

Matrix metaloproteindzy (MMP) jsou rodina proteolytickych enzymua, které maji
vyznamnou Ulohu v remodelaci extracelularni matrix, zajistovani bunééné migrace a dale
napfiklad aktivaci cytokinll. Nicméné, nadbytecnd aktivita MMP mzZe vést k poskozovani
tkani (Elkington a Friedland 2006; Navratilova, Petrek et al. 2016). Mnoho enzymu z rodiny
MMP je zvySenych v plicich pacientll béhem zanétlivych procestd (Greenlee, Werb et al.

2007).

Jednou z molekul, kterou jsme se zabyvali v nasi prdci, v ndvaznosti na predchozi
studii matrix metaloproteinaz (Navratilova, Zatloukal et al. 2012) je protein RECK (reversion
inducing cysteine rich protein with kazal motifs). Tato molekula se vyskytuje na povrchu
bunék a pusobi jako inhibitor MMP-9 a MMP-2 (Takahashi, Sheng et al. 1998; Oh, Takahashi
et al. 2001). DalSim inhibitorem, kterym jsme se v nasi praci zabyvali, je multifunkcni protein
PTEN (phosphatase and tensin homolog deleted on chromosome ten). PTEN také inhibuje
funkci MMP-2 a MMP-9 (Park, Kim et al. 2002). Dale ovliviiuje mnoho bunécnych funkci, jako
je rust, proliferace a bunéény metabolismus. PTEN odpovida za regulaci bunééného cyklu,
blokuje vstup buriky do S-faze a pusobi tak jako nadorovy supresor (Fata, Debnath et al.

2012).

A.7. MikroRNA

MikroRNA (miRNA) jsou jednovldaknové nekddujici RNA o délce 18—24 nukleotidd.
MiRNA se vazou na sekvence messengerovych RNA (mRNA) a mohou tak potladit naslednou
mMRNA translaci nebo mohou pfimo podpofit destabilizaci mRNA a jejich Stépeni, rozklad.
Témito mechanismy potlacuji expresi protein kodujicich gend na post-transkrip¢ni Urovni.
(Sonkoly a Pivarcsi 2009). Exprese miRNA se vyrazné lisi mezi tkanémi a jejich deregulace
muZe pfispivat k rozvoji onemocnéni. Detekce deregulované exprese mize odlisit zdravou
a nemocnou tkan. Kromé malignich plicnich onemocnéni byla zaznamenana deregulace

exprese miRNA u zanétlivych plicnich onemocnéni jako je astma, chronicka obstrukéni plicni
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nemoc, cysticka fibréza a idiopaticka plicni fibréza (Oglesby, McElvaney et al. 2010; Kishore,

Borucka et al. 2014).

Tvorba miRNA zacina syntézou primarnich miRNA (pri-miRNA), jejichZ transkripty
maji velikost od nékolika stovek nukleotidl po nékolik kilo-bazi. Pri-miRNA jsou Stépeny na
prekurzorové miRNA (pre-miRNA) nukledzou RNasa lll, také nazyvanou Drosha. Z jadra jsou
pre-miRNA transportovany do cytoplazmy a zde jsou Stépeny cytoplazmatickou RNazou Il
(Dicer) (Denli, Tops et al. 2004; Han, Lee et al. 2004). Vznikaji miRNA duplexy dlouhé
pfiblizné 22 nukleotidl a ty se nazyvaji zralé miRNA (Han, Lee et al. 2004). Jeden z fetézcu
zralé miRNA poté vstupuje do miRISC (microRNA Induced Silencing Complex) a spolecné
s proteinem Argonaut je tento komplex transportovan kcilové mRNA. Protein Argonaut
odpovida za inkorporaci zralé dvouvlaknové miRNA do miRISC. V sekvenci kazdé miRNA je
usek 2—-8 nukleotidl, pomoci kterého se miRNA ptipojuji k cilové mRNA. Sekvence pro vazbu
miRNA se obvykle nachazi na 3" neprekladané oblasti mMRNA sekvence. Vazba miRNA na
mMRNA sekvenci inhibuje translaci, nebo muze vést i k degradaci mRNA (Oglesby, McElvaney

et al. 2010).

A.7.1. Cirkulujici miRNA jako biomarkery

Identifikace urcitych miRNA, jejichZz exprese je deregulovana kv(li nemoci ve tkanich
nebo extraceluldrnich tekutinach, by mohla z takto vybranych miRNA vytvofit potencidlni
biomarker pro diagnostiku ur¢itého onemocnéni. Potencidl miRNA jako biomarkeru se skryva
v jejich zakladnich vlastnostech. Lze je izolovat témér ze vSech bunék, ze vSech tkani a télnich
tekutin jako jsou sérum, plazma, mog¢, sliny, materské mléko, slzy, vydechovany kondenzat

z plic nebo také z bronchoalveolarni lavaze (Blondal, Jensby Nielsen et al. 2013).

Cirkulujici miRNA nachdzejici se v krvi vykazuji charakteristické znaky pro biomarkery.
Jsou vysoce stabilni i mimo bunécné prostredi. Obvykle jsou vazany v komplexu s proteiny, a
to je chrani pred degradaci RNazami. Nebo mohou byt obaleny extraceluldrnimi vezikulami,
exozomy nebo mikrovezikulami. DalSim jejich charakteristickym znakem je, Ze jsou
vsudypritomné (Blondal, Jensby Nielsen et al. 2013; Kishore, Borucka et al. 2014). Cirkulujici
miRNA jsou snadno dostupné, jelikoz odbér krve neni pfilis invazivni zakrok. Co se tyce
stability pti zpracovavani biologického materialu, jsou miRNA stabilni i pfi zmrazovani a

rozmrazovani vzorku. Exprese cirkulujicich miRNA mulzZe byt u urcitych onemocnéni
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specificka. Cirkulujici miRNA jsou snadno detekovatelné a kvantifikovatelné (Ortiz-Quintero

2016).

A.8. Reverzni transkripce a PCR v realném case

A.8.1. Reverzni transkripce mRNA a miRNA

Pro studium mRNA a miRNA exprese metodou PCR vredlném case (real-time
Polymerase Chain Reaction) je potfeba vyizolovanou mRNA a miRNA prepsat do sekvence

cDNA. cDNA je poté poutZita jako vstupni material pro naslednou PCR reakci.

Hlavnimi slozkami reakce pro reverzni transkripci mRNA sekvenci jsou enzym reverzni
transkriptaza, Ctyfi deoxynukleotidtrifosfaty a primer pro prepis mRNA, ktery ve své sekvenci
obsahuje nékolik tymidint (Anchored oligo (dT)is primer) a oznacuje tak pocatek prepisu
mRNA od 3’-poly(A) konce. Reverzni transkriptdza syntetizuje dlouhé cDNA (az 14 kb) pfi
teploté az +65 °C. Tohoto principu vyuZiva kit pro reverzni transkripci mRNA Transcriptor

First Strand cDNA Synthesis Kit (LifeScience, Roche).

U reverzni transkripce miRNA se ovSem pouziva jinych typU primerQ. Primery pro
reverzni transkripci uréitych miRNA jsou sekvencné specifické, kazdd miRNA potrebuje pro
svlj prepis vlastni primer. Zralé miRNA maji délku pouze ~22 nukleotidl a nelze vyuzit
konvencnich primerd pro reverzni transkripci mRNA. Primer specificky pro miRNA ma
vldsenkovou strukturu (Stem Loop Structure). Tyto primery jsou dodavany napftiklad v kitu

TagMan microRNA Assay (Applied Biosystem, Thermofisher).

A.8.2. Slozeni chemikalii a teplotni profil pro PCR v redlném case

Metoda PCR v readlném case (real-time PCR) se stala jednou z nejbéinéji uzivanych
metod pro genovou kvantifikaci. Real-time PCR vyuZziva fluorescence, jejiz intenzita koreluje
s koncentraci PCR produktu (Wong a Medrano 2005). Pro detekci PCR produktu lze vyuZivat
razné typy sond, napriklad fluorescenéné znacené LNA (Locked Nucleic Acid) sondy (LNA,
Universal Probelibrary; Roche Applied Science, Indianapolis, USA) (Kriegova, Arakelyan et al.

2008).

Zaclenéni uzamcenych nukleovych kyselin do sekvence sond, jako jsou napfiklad
TagMan sondy, zvysSuje stabilitu vzniku duplexu sondy a cilové cDNA sekvence. LNA jsou

analogy nukleotid(, které maji vétsi vazebnou silu v porovnani se standardnimi nukleotidy.
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LNA zajistuji sondam urcitou specifitu a teplotu tani, ktera je potfebna pro hybridizaci sondy

na cilovou sekvenci (Bonetta 2005).

PCR reakéni mix se sklada z cDNA, kterd pochdzi z vyizolované mRNA prepsané
reverzni transkripci do podoby cDNA. Dale jsou soucdsti reakce chlorid horecnaty, smés
deoxynukleotidtrifosfatli (ANTP), termostabilni polymeraza, PCR pufr, LNA sonda a primery
ohranicujici studovanou sekvenci. Obvykly teplotni profil reakce za¢ina denaturaci pfi 94 °C
(jeden cyklus 15 min) a pokracuje 40 cykli amplifikace (94 °C po dobu 45 s, 60 °C po dobu
30 s) (Kriegova, Arakelyan et al. 2008).

A.8.3. Relativni kvantifikace mRNA exprese

Béhem relativni kvantifikace jsou zmény vgenové expresi méreny na zakladé
externiho standardu nebo referencniho vzorku, ktery je znamy jako kalibrator (Livak a
Schmittgen 2001). Jako kalibrator Ize vyuzit napriklad cDNA syntetizované z univerzalni
referenéni RNA (Stratagene QPCR Human Reference Total RNA, La Jolla, CA, USA). Relativni

koncentrace kazdého vzorku je ptirovnana ke kalibracnimu vzorku a je vypocitana na zdkladé
potate¢niho bodu (TakeOff) a reakéni efektivity neboli Géinnosti (Rotor-Gene® Q MDx User

Manual, 2010, Hilden).

Relativni expresi mRNA je moziné spocitat metodou druhé derivace. Metoda druhé
derivace je kvantifikaéni metoda zaloZena na vypoctu druhé derivace amplifikaéni krivky,
kterd odpovidd nardstu fluorescence v reakci. Pocatecni bod (TakeOff) je definovan jako
cyklus, béhem kterého zacina konec fluorescenéniho Sumu a dochazi k prechodu do
exponencidlni faze reakce. TakeOff point je zde druhou derivaci, kterd je na 20 % své
maximalni Urovné (RotorGene Software 6.1.71, Corbett Research, Sydney, Austrélie). Po
vypoctu hodnot TakeOff kalibratoru a vzorku je ziskana priimérna hodnota amplifikace a z ni
relativni koncentrace. Relativni koncentrace pro kaidy vzorek je spocitdna jako:

Relativni koncentrace = Amplifikace (TakeOff Kalibratoru — TakeOff Vzorku)

Pro PCR je dllezZité sledovat hodnotu ucinnosti reakce neboli G¢innosti amplifikace.
Videalnim pripadé by se hodnota ucinnosti amplifikace rovnala Cislu 2, ucinnost PCR pro
kazdy vzorek by byla 100%. To by znamenalo, Ze béhem kaidého cyklu by se mnoZstvi

amplikonG zdvojnasobilo. Pfi metodé druhé derivace je ucinnost amplifikace spocitana pro
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kazdy vzorek zcasti sklonu kiivky mezi TakeOff bodem a jejim maximem (Kriegova,

Arakelyan et al. 2008).

A.9. Pritokova cytometrie

Pratokovy cytometr je zatizeni skladajici se ze tfi hlavnich systéma: kapalinového,
optického a elektronického. Kapalinovy systém transportuje ¢astice do paprsku laseru
k analyze. Opticky systém se skldada z laseru ozarujiciho vzorek v proudu kapaliny a optickych
filtrG pro smérovani svételnych signall k detektordm. Systém elektronicky prevadi
detekované svételné signaly do elektronickych, které jsou zpracovany pocitacem

(Introduction to flow cytometry: A Learning guide, © 2002 Becton, Dicinson Company).

Buniky prochdzeji skrze laserovy paprsek a svétlo rozptyluji. Zaroven protilatky
s fluorochromy navdzanymi na bunky vyzaruji svétlo (fluoreskuji). Rozptylené (scattered)
a fluorescencni svétlo je sbirano ¢ockami. Kombinace rozbocovacl paprskd a filtrad Fidi
rozptylené a fluorescencni svétlo k pfisluSnym detektorim. Rozptyl svétla je zavisly na
fyzickych vlastnostech castic, naptiklad na jejich velikosti a vnitfni komplexnosti. Faktory,
které ovliviuji rozptyl svétla, jsou bunécnd membrdna, jadro, granularita bunécné
cytoplazmy ¢i tvar buriky. Pfedni rozptylené svétlo (Forward-scattered light = FSC) je Umérné
velikosti bunécného povrchu (Obrazek 2). FSC detekuje castice nezavisle na jejich
fluorescenci. Bo¢ni rozptyl svétla (Side-scattered light = SSC) je Umérny granularité buriky.
Bocni rozptyl svétla predstavuje svétlo, které je sbirano pod uhlem 90° a je kolmé k plvodni
draze laserového paprsku (Introduction to flow cytometry: A Learning guide, ©2002 Becton,
Dicinson Company) (Obrazek 2). Korelace naméreného FSC a SSC mUzZe dovolit diferenciaci
raznych bunécénych populaci. Hlavni populace leukocytl mohou byt diferenciovany pomoci

FSC a SSC (Obrazek 3).

27



Obrazek 2: Pfedni a bo¢ni rozptyl svétla (Introduction to flow cytometry: A Learning

guide, ©2002 Becton, Dicinson Company).

Boé&ni rozptyl svétla

Predni rozptyl svétla
Zdroj svétla

Obrazek 3: Bunécné populace lymfocytl v krvi zobrazené pomoci predniho a boc¢niho

paprsku (Introduction to flow cytometry: A Learning guide, ©2002 Becton, Dicinson

Company).
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A.9.1. Fluorescence v priitokové cytometrii

Fluorescencni slozka systému, fluorochrom, absorbuje svételnou energii v rozmezi
vinovych délek charakteristickych pro urcity fluorochrom. Absorpce svétla zpUsobuje, Ze
elektron fluorochromu se dostava na vyssi energetickou Uroven. Excitovany elektron se
rychle navraci do svého plvodniho stavu a emituje energii v podobé fotonli. MnoZstvi
detekovaného fluorescenéniho signdlu je Umérné poctu molekul fluorochromu na
detekované ¢astici. Fluorochrom konjugovany k protilatce maze identifikovat urcity bunécny

typ v zavislosti na antigenech bunky. MlZeme pouZit rdzné protilatky znacené rlznymi
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fluorochromy k odliseni riznych bunécnych populaci. V kombinaci s daty FSC a SSC mlUzeme
zjistit, které bunky se ve vzorku nachdzi a spocitat jejich relativni procento (Introduction to

flow cytometry: A Learning guide, ©2002 Becton, Dicinson Company).

B. Material a metody

B.1. Material a metody pro porovnani relativnich po¢td bronchoalveolarnich CD4* a CD8*
T-lymfocytl u pacientd s plicni sarkoid6zou a ostatnich intersticialnich plicnich
nemoci

B.1.1. Soubor pacientli pro porovnani relativnich pocti bronchoalveolarnich CD4* a CD8*

T-lymfocyta

Provedli jsme analyzu bunééného profilu ziskaného bronchoalveolarni lavazi (BAL)
u 297 pacientl s intersticidlnimi plicnimi nemocemi. Pacienti byli diagnostikovani na Klinice
plicnich nemoci a tuberkulézy ve Fakultni nemocnici Olomouc (FNOL) a vzorky byly odebrany
v letech 1995-2013. VSechny osoby ve studii byly nekuraci. Charakteristiky pacient(
nekufdkl jsou uvedeny v Tabulce 2. Do studie byli zahrnuti pacienti se sarkoiddzou
s Lofgrenovym syndromem (LS) (n=18) a bez LS (n=64) s rentgenologickym (RTG)
stddiem < 1, ddle pacienti s RTG stadiem 2 (n = 113) a pacienti s pokrocilym RTG stadiem > 3
(n=26). Tyto skupiny pacientd s plicni sarkoidézou byly porovnavany s dalSimi
intersticialnimi  plicnimi  nemocemi, jako jsou idiopatickd plicni fibréza (n=22),
hypersenzitivni pneumonie (HP) (n =15) a skupina ostatnich intersticialnich idiopatickych
pneumonii (OIIP) (n = 39). Skupina OIIP byla sloZena z pacientl s nespecifickou intersticidlni
pneumonii (n =10), kryptogenni organizujici pneumonii (n=6), idiopatickou lymfoidni
intersticialni pneumonii (n =1), deskvamativni intersticialni pneumonii (n=1) a skupinou
pacientl s IIP, které nelze presné klasifikovat (n = 21). Pohlavi a vék pacientll v jednotlivych

skupindch jsou uvedeny v Tabulce 2.

B.1.2. Zpracovani bronchoalveolarni lavaZe a stanoveni relativnich pocti CD4* a CD8* T-
lymfocytl pratokovou cytometrii

Diferencialni bunééné pocty byly stanoveny rutinné cytologickou laboratofi na Klinice
plicnich nemoci a tuberkuldézy ve FNOL. Buriky fixované na sklo byly barveny pomoci May-
Grunwald Giemsa barveni. Subpopulace BAL lymfocytt byly méreny pfi rutinnim zpracovani

pro diagnostické ucely. Bronchoalveolarni tekutina byla ziskdna a zpracovana podle

doporucenych postupl (Petrek a Kolek 1993; Petrek, Gibejova et al. 2002). V letech 1995-
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2004 byl bunécény profil T-lymfocytl méren pratokovym cytometrem Coulter Epics XL
(Beckman Coulter). Od roku 2004 byl pouzivan priatokovy cytometr BD FACSCanto (Becton
Dicinson, USA). Pro testovani vzork(l s cytometrem BD FACSCanto byly burnky znaceny
protilatkami Simultest CD4/CD8 Reagent (342407) (CD4-FITC/CD8-PE) od BD Biosciences.

Charakteristiky bronchoalveolarnich bunéénych populaci jsou uvedeny v Tabulce 2.

B.1.3. Statistické vyhodnoceni dat relativnich poctt u CD4* a CD8* T-lymfocytul

Rozdily v bunécnych subpopulacich T-lymfocytli a mezi skupinami pacientl byly
vyhodnoceny pomoci Mann-Whitney testu v programu SPSS 23. Vysledné p hodnoty byly
upraveny pomoci FDR (False Discovery Rate) korekce podle Benjamina a Hochberga pro
odstranéni fale$né pozitivnich vysledkd (Benjamini a Hochberg 1995). Uroven signifikance

byla nastavena na p < 0,05.
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Tabulka 2: Charakteristiky pacientd nekufdkl s intersticialnimi plicnimi nemocemi. Data jsou uvedena jako primér + smérodatna

odchylka priméru.

> RT(Gnile;Z;ez LS ?nRIGl 1‘5 > R(TnGjllg)s LS 5(51622)3 IPF(n=22) | OIP(n=39) | HP(n=15)

Vék musi/ feny 45,5 +11,9/ 40,2 + 8,0/ 33,2+ 4/ 42,4+10,5/ | 62,4+10,0/ | 59,1+12,8/ 55+5,3/
53,8+11,7 52,0+12,8 33,2+4 57 +11,7 58,2 + 13,0 57,3+15,9 | 53,0%10,2

Pohlavi muzi/zeny 23/41 45/68 6/12 9/17 9/13 14/25 5/10
RTG stadium 0/1 9/55 - 1/17 - - - -
RTG stadium 3/3-4/4 - - - 22/2/2 - - -
BAL bunécny profil
BAL névratnost [%] 62,1+9,2 61,7 +10,2 64,1+7,1 60,2+ 11,4 66,8 + 8,9 62,2+11,0 | 64,9+11,0
Celkovy po€. bunék [x10°l] 0,8+0,6 09+05 1,0+0,3 0,9+0,8 1,5+0,9 1,3+1,0 0,8+0,4
Makrofagy relativni po¢. [%] 75,8 +11,1 73,2 12,9 78,3+11,8 75,7+17,6 76,7 +13,8 70,3+19,2 | 61,1+17,9
Makrofagy absolutni po¢. [x10°] 06+04 0,7+04 0,8+0,3 0,75+0,74 1,1+0,7 0,9+0,8 0,5+0,3
Lymfocyty relativni poc. [%] 21,8+11,1 21,8+9,9 20,1+12,0 18,3+£13,2 9,4+9,4 15,3 +14,5 28,3+17,7
Lymfocyty absolutni po¢. [x10°] 06+0,4 0,2+0,2 0,2+0,1 0,2+0,1 0,2+0,3 0,2+0,3 0,2+0,2
Neutrofily relativni poc. [%)] 2,0+3,8 3,4+4,9 1,23+£1,21 5,5+14,0 11,1+£13,9 11,9+£13,8 7,3+5,4
Neutrofily absolutni po&. [x10°] 0,02 £ 0,04 0,4+3,7 0,01+0,01 0,03+0,1 0,2+0,2 0,1+0,1 0,1+0,1
Eozinofily relativni poC. [%] 0,5+0,9 0,8+2,1 0,4+0,5 0,6+1,6 29+3,2 2,5+4,6 3,3+4,4
Eozinofily absolutni po¢. [x10°] 0,01+0,02 0,01+0,03 0,01 +0,01 0,002 0,01 0,1+0,1 0,02+0,04 | 0,03+0,05
CD3" relativni poc. [%] 83,5+15,4 80,9 +£14,2 86,0 + 11,5 76,6 + 16,0 71,8+11,9 73,5+20,9 | 79,5+12,5
CD4* relativni po. [%] 65,4 + 20,8 60,0 +19,7 71,5 + 16,5 53,5+ 16,0 42,9+16,1 38,9+18,7 | 39,5+15,7
CD8" relativni po&.[%] 16,2 + 11,1 19,2 14,0 13,1+7,5 20,4+ 10,5 25,8+ 14,0 32,8+20,7 | 39,4+19,0
CD4*/CD8* pomér 7,5+7,7 5,7 +5,4 9,4 +8,6 4,09 + 4,06 2,9+3,2 2,2+2,7 1,5+1,5

Legenda k Tabulce 2: S = sarkoiddéza; RTG = rentgenologické stadium; LS = Léfgrenliv syndrom; IPF = idiopaticka plicni fibrdza, OlIP = ostatni

idiopatické intersticidlni pneumonie, HP = hypersensitivni pneumonie, po¢.= pocet.
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B.2. Material a metody pro studium exprese Sesti RNA-vazebnych proteini a dvou
inhibitord matrix metaloproteinaz u pacientti s plicni sarkoidézou, chronickou
obstrukéni plicni nemoci, astmatem a idiopatickymi intersticialnimi pneumoniemi

B.2.1. Soubor pacientd pro studium relativni mRNA exprese RNA-vazebnych proteini
a inhibitori matrix metaloproteinaz v bronchoalveolarnich burikach

Diagndza plicni sarkoiddzy byla provedena podle kritérii obsazenych v dokumentu
vydaném Americkou hrudni spole¢nosti (ATS = American Thoracic Society), Evropskou
respiracni spolec¢nosti (ERS = European Respiratory Society) a Svétovou asociaci sarkoiddzy
a jinych granulomatdéznich onemocnéni (WASOG = World Association of Sarcoidosis and
Other Granulomatous Disorders) (Costabel a Hunninhake 1999). Vzorky bronchoalveolarni
lavaze byly ziskany od ceskych pacientd s plicni sarkoidézou (n =50). Tito pacienti neméli
Lofgrentv syndrom a rentgenologické (RTG) vySetfeni hrudniku zobrazilo, Ze se nachazeji
v RTG stadiu 1 (n=25) a RTG stddiu 2 (n =25). Pro studium relativni mRNA exprese RNA-
vazebnych proteind v bronchoalveoldrnich bunkach bylo do skupiny pacientd s plicni
sarkoiddzou zarazeno 25 muzl a 25 Zen. Skupina méla primérny vék 44 let v rozmezi 21-77
let. Ddle bylo do studie zafazeno 17 zdravych muzl a 6 zdravych Zen s priimérnym vékem 43

let v rozmezi 19-78 let.

Chronickd obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) a astma byly definovany podle kritérii
spolec¢nosti zabyvajicich se CHOPN (GOLD = Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease) (Rabe, Hurd et al. 2007) a astmatem (GINA = Global Initiative for Asthma) (GINA
2014). Pacienti s CHOPN méli mirnou ¢i stfedni obstrukci dychacich cest charakterizovanou
pomérem parametrd FEV1/FVC (usilovné vydechnuty objem za 1 sekundu / usilovnd vitalni
kapacita) s vyslednou hodnotou poméru < 0,7 a parametrem FEV1 % s rozmezim hodnot 50—
79 %. Skupina pacientll s CHOPN obsahovala 18 muz(i a 12 Zen s vékovym primérem 64 let
vrozmezi 40-84 let. Do skupiny pacientl s astmatem bylo zafazeno 5 muzli a 14 Zen

s primérnym vékem 45 let v rozmezi 20-83 let.

Dale jsme pro studii vybrali pacienty s idiopatickymi intersticialnimi pneumoniemi
(IIP) podle jejich klinickych a radiologickych priznak(i podporenych histologickym vysetfenim
plicni tkané (Katzenstein a Myers 2000; ATS a ERS 2002; Travis, King et al. 2002). Ve skupiné
pacientl sIIP bylo 6 muzl a 13 Zen svékovym priimérem 57 let vrozmezi 33-80 let.

Bronchoalveolarni bunécny profil jednotlivych skupin je uveden v Tabulce 3.

32



Tabulka 3: Bunécny profil bronchoalveoldrni lavaze (BAL) u pacientU s intersticidlnimi plicnimi nemocemi, s CHOPN, s astmatem a zdravymi
kontrolami, u kterych byla v BAL na irovni mRNA mérena exprese Sesti RNA-vazebnych proteinli a dvou inhibitor(i matrix metaloproteinaz.

Celkovy
. poCet BAL | Makrofagy | Lymfocyty | Neutrofily | Eozinofily | CD3* | CD4* | CD8* | CD4*/CD8* | CD19*
percentil N
bunék
x10°/1ml % % % % % % % % %

25. 0,6 90,1 2,5 0,7 0,4 68,4 32,3 (26,3 |1,0 0,0
K (n=23) median |0,8 94,2 53 1,3 0,5 81,5 41,5 (32,0 |1,3 1,0

75. 1,1 95,8 7,0 3,0 0,5 89,0 48,8 39,8 |2,0 1,0

25. 0,46 64,0 16,0 0,0 0,0 82,8 47,3 19,8 2,7 0,0
S(n=50) median | 0,68 72,5 24,0 2,0 0,0 89,0 71,5 |13,0 |5,7 0,0

75. 0,99 78,0 31,0 4,0 1,0 92,0 78,3 (17,3 |7,3 1,0

25. 0,5 72,0 0,5 1,2 0,0 42,0 18,0 |10,0 (0,9 0,0
CHOPN (n=30) |median [0,9 85,4 2,5 3,8 0,3 74,0 34,0 (17,0 |1,5 0,0

75. 1,9 93,0 11,7 5,7 1,3 79,0 45,0 (38,0 |4,2 0,0

25. 0,5 76,8 2,0 0,6 0,4 45,5 27,5 |13,0 |0,8 0,0
Astma (n=19) |median |0,6 84,0 6,0 1,5 2,0 68,5 33,0 20,5 |1,9 0,1

75. 1,2 94,0 12,5 3,8 8,1 84,0 53,5 |28,0 [3,7 1,0

25. 1,1 74,6 6,9 1,8 0,1 66,0 17,5 |20,0 (0,6 0,0
IIP (n=19) median 1,5 82,3 8,5 2,5 0,8 74,0 34,0 (24,0 |1,3 0,0

75. 2,4 89,6 14,6 5,8 4,5 90,0 55,5 (41,5 |3,0 1,0

Legenda k Tabulce 3: K = zdravé kontroly, S = pacienti s plicni sarkoidézou, CHOPN = chronicka obstrukéni plicni nemoc, IIP = idiopaticka
intersticialni pneumonie.
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Vzorky bronchoalveolarni lavaze (krve) byly ziskany od pacientl se sarkoidézou/
zdravych kontrol/ CHOPN/ astma/ IIP pacientt ktefi nikdy nekoufili (35(6)/13/8/9/9), byli ex-
kuuraci po dobu nejméné dvou let (11(3)/6/14/6/4) a ti co v dobé odbéru vzorkd koufili
(2(0)/4/8/3/4). Informace o koufeni nebyla dostupnd u 2/0/0/1/2 subjektl sarkoidézou/
zdravych kontrol/ CHOPN/ astma/lIP. V ¢ase odbéru BAL (krve), 33 (4) pacient( s plicni
sarkoiddzou, 15 pacientll s IIP mélo steroidni lécbu. 21 pacientd s CHOPN a 15 pacient(
s astmatem bylo také lé¢eno steroidnimi pripravky. Zadny ze zdravych subjektd nemél

chronické respiracni pfiznaky a méli normalni BAL bunécny profil.

B.2.2. Izolace mRNA z bronchoalveolarnich bunék a studium mRNA exprese RNA-
vazebnych protein a inhibitord matrix metaloproteinaz pomoci PCR v realném case
Bronchoalveoldrni buriky byly ziskdny z tekutiny lavaZze centrifugaci (Petrek, Gibejova

et al. 2002). Zbunék byla izolovana celkovd RNA pomoci High Pure miRNA kitu (Roche,
Némecko). Reverzni transkripce byla provedena pomoci chemikdlii obsazenych v

Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kitu (Roche, Némecko).

Pro studium relativni exprese mRNA v bunkach bronchoalveolarni lavaze byl jako
referencni gen vybran PSMB2 (Homo sapiens proteasome (prosome, macropain) subunit,
beta type, 2). Podminky reakce a pouzity referencni gen jsou popsany v praci Kriegova et al.
(2008) (Kriegova, Arakelyan et al. 2008). Po fazi pocatec¢ni denaturace (94 °C, 15 min) byla
provedena amplifikace cDNA, ziskané reverzni transkripci, ve ¢tyriceti cyklech (94 °C, 45 s a
60 °C, 30 s) pomoci pristroje RotorGene3000 (Corbett Research, Sydney, Austrélie). Relativni
exprese byla vypoctena s pouzitim metody druhé derivace (RotorGene Software 6.1.71,
Corbett Research, Sydney, Austrdlie). Jako kalibrator slouZila cDNA, kterd byla prepsana z
lidské univerzalni referencni RNA (Stratagene, La Jolla, CA, USA) pfi vstupni koncentraci 1,25
ng/5ul RNA. Celé nazvy genl, odpovidajici sekvence primer( a sonda, pro geny, u kterych

byla méfena mRNA exprese, jsou uvedeny v Tabulce 4.
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Tabulka 4: Sekvence primer( pro studium mRNA exprese RNA-vazebnych proteint, dvou inhibitor( proteolytické aktivity a referen¢niho genu.

Zkratka Nazev genu anglicky Obecna funkce (velmi | Pristupové Cislo v | Sekvence forward a | LNA
genu zkracené) GeneBank reverse primeru sonda
RNA-vazebny | AUF1 Human AU-rich U02019.1 gcgaagattgacgccagta | #88
protein element RNA-binding mRNA destabilizace pfi tcccagctaaggectectat
protein AUF1 mRNA, vazbé na ARE sekvenci
complete cds
HuR Human HuR RNA U38175.1 ccaggcgcagagattca #72
binding protein (HuR) MRNA destabilizace pri ggt'?:taiatiaiaatgfa
vazbé na ARE sekvence
MmRNA ccag
NCL Homo sapiens biosyntéza ribosomalni | NM_005381.2 ccacttgtccgcttcaca #70
nucleolin RNA tcttggggtcaccttgattt
TIA Human polyadenylate M77142.1 agggagctggacctggag | #46
binding protein tggaaaggttaccgacgta
Inhibice translace taga
TIAR GDB Homo sapiens M96954.1 ggcaaccatggaatcaaca | #84
nucleolysin TIAR mRNA agcaccaaatccacccatc
PCBP2 H_om_o sapiens_, poly(rC) MRNA splicing NM_005016.5 agatctgcgtggtcatgttg | #14
binding protein 2 tgctgtacctgtcctgacca
Inhibitory RECK Homo sapiens NM_021111.2 caagtgtccttcgctcttgg | #42
proteolytické reversion-inducing- Inhibice sekrece MMP a cacataatgggcaacaagc
aktivity cysteine-rich protein indukce jejich inhibitora a
with kazal motifs
PTEN Homo sapiens Inhibice sekrece MMP a NM_000314.4 gcacaagaggccctagatt | #60
phosphatase and . o tc
. indukce jejich inhibitoru
tensin homolog cgcctctgactgggaatagt
Referencni PSMB2 Homo sapiens NM_002794.4 gtgagagggcagtggaact | #50
gen pro PCR proteasome (prosome, Housekeeping gen pro C
reakci macropain) subunit, bronchoalveolarni buriky gaaggttggcagattcagg
beta type, 2 a
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B.2.3. Izolace mononuklearnich bunék z krve a studium proteinové exprese dvou RNA-
vazebnych proteinli pomoci pritokové cytometrie v CD4* a CD8* burikach periferni
krve
RNA-vazebné proteiny byly stanoveny na proteinové Urovni v burikach periferni krve

u deviti Svédskych pacientl s plicni sarkoidézou bez/s Lofgrenovym syndromem (n =2/7)
s RTG stddiem 1 (n=1),2(n=3),2-3(n=1),3 (n=2) a4 (n=2). Soubor obsahoval 5 muz{i
a 4 Zzeny s pramérnym vékem 54 let v rozmezi 41-80 let. Jako kontrolni soubor slouZilo Sest
zdravych subjektd, 1 muz a 5 Zzen s prmérnym vékem 45 let v rozmezi 35-59 let. Vzorky krve
byly odebrany na Karolinském institutu ve Stockholmu ve Svédsku. Svédsti pacienti poskytli
informovany souhlas s Ucasti na studii, ktera byla schvalena etickou komisi na Karolinském

institutu.

Pro izolaci mononuklearnich bunék byla odebrana periferni krev do
zkumavek s heparinem. Mononuklearni buriky byly separovédny na gradientu s médiem Ficoll
(Ficoll Paque PLUS, GE Healthcare, Uppsala, Sweden) a dvakrat promyty roztokem slozenym
z PBS, 0,5% BSA a 0,02% NaNs. U kazdého vzorku, bylo odebrano 0,5 x 108 bunék a ty byly
fixovany a permeabilizovany (Fixation/Permeabilization Concentrate and Diluent,
eBioscience). Pomoci fluorescenéné znacenych protilatek byly oznaceny povrchové znaky
bunék CD3* (CD3-Pacific Blue, BD Pharmigen), CD4* (anti-CD4-APC-H7, BD Pharmigen) a CD8*
(CD8-AmCyan, BD Pharmingen). Pro intraceluldrni znaceni byly pouzity protilatky
polyklonalni krali¢i 1gG proti proteinu AUF1 (anti-AUF1-APC, LifeSpan BioSciences)
a protilatky monoklondlni mysi IgGl-kappa proti proteinu HuR (anti-HuR-APC, LifeSpan
BioSciences). Ddle byly pouZity izotypové kontroly, mysi 1gG1l-kappa znacena APC (BD
Pharmigen) a krali¢i 1gG izotopova kontrola znacena APC (Santa Cruz Biotechnology) pro
stanoveni nespecifického znaceni vzorku protilatkami. Tyto izotypové kontroly byly protilatky
se stejnym izotypem jako protilatky proti RNA-vazebnym proteindm. Izotypova kontrola byla
pouzita u kazdého vzorku jak u nemocnych, tak i u pacientd. Fluorescence izotypové kontroly
byla odectena od fluorescence protildtek proti RNA-vazebnym proteiniim. Vysledky jsou
uvedeny jako primérna intenzita fluorescence (mean fluorescence intensity = MFI) bunék, u
kterych doslo k navazani protilatky v populaci. Vzorky byly méfeny pomoci pritokového

cytometru FACSCanto Il flow cytometer (Becton Dickinson, USA).
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B.2.4. Analyza a statistické zpracovani vysledkl relativni mRNA exprese RNA-
vazebnych proteint a inhibitorti matrix metaloproteinaz

Analyza dat namérenych PCR v redlném case byla provedena programem RotorGene

Software 6.1.71 (Corbett Research, Sydney, Australie). Relativni mRNA exprese byla

normalizovana k relativni expresi mRNA genu PSMB2.

Pomoci Mann-Whitney testu byl detekovan mozny vliv cigaretového koure a starnuti
u jednotlivych skupin pacientl a zdravych kontrol. Tyto vlivy byly testovany pouze u plicni

sarkoiddzy, CHOPN a astma, protoZe pouze zde byly znamy udaje tykajici se koureni.

Kruskal-Wallis(iv test a Dunn(v test mnohondsobného porovnavani byly vyuzity pro
analyzu exprese mRNA u vSech pacientld ve studii a k nasledné subanalyze s ohledem na
koureni u pacientli. Korela¢ni analyzy byly hodnoceny pomoci Spearmanova koeficientu
poradové korelace (SPSS 12.0, SPSS, Chicago, IL, USA). Signifikantni hodnoty byly stanoveny

parametrem (p < 0,05).

B.2.5. Analyza a statistické zpracovani dat proteinové exprese RNA-vazebnych
proteini AUF1 a HUR

Data byla analyzovdna pomoci programu Flowjo 10 (Treestar, Ashland, Oregon, USA).

Vysledky jsou uvedeny jako primérna intenzita fluorescence (mean fluorescence intensity =

MFI) bunék u kterych doslo k navazani protilatky v populaci. Hodnoty MFI mezi skupinami

byly porovnany pomoci Mann-Whitney testu (SPSS 12.0, SPSS, Chicago, IL, USA). Hodnota

signifikance byla nastavena na p < 0.05.

B.3. Material a metody pro studium relativni exprese miRNA v séru u pacientt s plicni
sarkoiddzou a u zdravych kontrol

B.3.1. Soubor pacientt s plicni sarkoidézou a zdravymi kontrolami pro studium exprese
miRNA v séru
Pro studium extracelularnich miRNA bylo ziskano sérum od 13 zdravych kontrol a 24
pacientl s plicni sarkoidézou podle standardniho protokolu (Witwer, Buzas et al. 2013).
Pacienti s plicni sarkoiddzou byli diagnostikovani podle kritérii Americké hrudni spole¢nosti
(ATS), Evropské respiracni spolecnosti (ERS) a Svétové organizace pro sarkoidézu a dalsi
granulomatoézni onemocnéni (WASOG) (Costabel a Hunninhake 1999). Néktefi pacienti méli
priznaky Lofgrenova syndromu, ktery je charakterizovany erythema nodosum, bilateralni

hilovou lymfadenopatii, zvySenou teplotou a bolesti kloubt. Vsichni pacienti s Lofgrenovym
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syndromem méli rentgenologické (RTG) stadium < 1 (n = 12). Ostatni pacienti bez Léfgrenova
syndromu méli RTG stadium >3 (n=12). Klinické charakteristiky a bronchoalveolarni

bunécny profil jsou uvedeny v Tabulce 5 a 6.

Vzorky od pacientli pochdzeji z Oddéleni plicnich nemoci a tuberkulézy ve Fakultni
nemocnici Olomouc. Studie byla provedena se souhlasem Etické komise Lékarské fakulty
Univerzity Palackého v Olomouci a Fakultni nemocnice Olomouc. Informované souhlasy byly

poskytnuty vSemi subjekty ve studii.

Tabulka 5: Klinické charakteristiky subjektd, u kterych byla studovdna exprese miRNA

Vv séru.
Zdravé S s Lofgrenovym S bez Lofgrenova
kontroly syndromem syndromu
n=13 RTGs.<1(n=12) | RTGs.23(n=12)
Pohlavi: muzi/Zzeny 2/11 8/4 6/6
Pramérny vék (min—max) 45,6 (23 -62) 45,5 (32 -62) 46,6 (26 — 72)
Historie koureni
(nekuraci/ex— 13/0/0/0 9/1/1/1 9/2/1/0
kuraci*/soucasni kuraci/NH
RTG stadium 0/1 - 12 -
RTG stadium 3/4 - - 10/2
FEV1 (min — max) (%) - 106 (99 — 109) 90 (59 - 113)
FEV1/VC (min — max) (%) - 81 (69 —90) 76 (74 — 80)
Primérna hodnota DLCO -
(min — max) (%) 101 (82 — 131) 78 (46 — 98)
Primérna hodnota -
DLCO/VA (min — max) (%) 90 (84 —94) 103 (95 - 115)

Legenda k Tabulce 5: S = sarkoiddza; RTG s. = rentgenologické stadium; DLCO (diffusing
capacity of the lungs for carbon mono-oxide) = difuzni kapacita plic pro oxid uhelnaty; FEV1
(forced expiratory volume in 1 second) = usilovné vydechnuty objem za jednu sekundu, VA
(alveolar volume) = alveolarni objem; VC (vital capacity) = vitdIni kapacita; *ex—kuraci,
skupina pacientu, ktefi nekoufili nejméné 2 roky pred odbérem séra; NH = neznama historie
koureni.
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Tabulka 6: Bronchoalveolarni bunéény profil u pacientl s plicni sarkoidézou, u kterych byla
mérena relativni exprese miRNA.

S s Lofgrenovym S bez Lofgrenova syndromu

sy”dm";f‘rz (lRZT)G s.<1) (RTG s. 23) (n = 12)
Bunécny profil Primér (min—max) Prdmér (min—makx)
Celkovy potet bun&k 108/1ml 0,85 (0,40—1,35) 0,72 (0,10-1,40)
Makrofagy absolutni pocty 0,66 (0,28-1,02) 0,58 (0,09-1,40)
(x10°)
Makrofagy relativni pocty (%) 77,31 (57,00-91,10) 76,67 (43,00-90,70)
Lymfocyty absolutni pocty 0,18 (0,06—0,45) 0,14 (0,01-0,33)
(x10°)
Lymfocyty relativni pocty (%) 20,58 (8,60-41,00) 20,08 (8,00-46,00)
Neutrofily absolutni pocty 0,01 (0,00-0,04) 0,02 (0,00-0,05)
(x10°)
Neutrofily relativni pocty (%) 1,68 (0,00-8,00) 2,27 (0,00-6,00)
Eozinofily absolutni pocty 0,00 (0,00-0,01) 0,00 (0,00-0,02)
(x10°)
Eozinofily relativni pocty (%) 0,43 (0,00-2,00) 0,99 (0,00-7,00)
CD3" relativni pocty (%) 84,62 (58,00-94,00) 75,00 (36,00-96,00)
CD4" relativni pocty (%) 71,69 (35,00-90,00) 55,58 (29,00-89,00)
CD8" relativni pocty (%) 13,08 (3,00-31,00) 21,00 (4,00-53,00)
CD4*/CD8* 9,45 (1,13-30,00) 5,34 (0,55-22,25)

Legenda k tabulce 6: S = sarkoiddza; RTG s. = rentgenologické stadium.

B.3.2. Izolace extracelularnich miRNA ze séra a stanoveni jejich exprese pomoci PCR
v realném case
Vzorky séra byly zkontrolovany, zdali nejsou kontaminovany erytrocytarnimi miRNA
po hemolyze. Hemolyza byla kontrolovana spektrofotometricky (NanoDrop 1000, USA) pfi
vinové délce 414 nm, pfi niz absorbance o hodnoté vyssi nez 0,2 znamend hemolyzu

(Witwer, Buzas et al. 2013). Nevyhovuijici vzorky byly vyrazeny.

Extracelularni miRNA byly izolovany z 300 pl séra pomoci izolaéniho kitu miRCURY™
RNA (Exigon, Dansko). Podminky pro reverzni transkripci, pre-amplifikaci a PCR reakci byly
vytvoreny podle doporuceni od Applied Biosystems s pouzitim kitd pro TagMan® MicroRNA
Assay.

Reverzni transkripce vybranych miRNA byla provedena v multiplexu. V jedné reakci
u kazdého pacientského vzorku bylo soucasné prepsano nékolik miRNA pomoci TagMan
MicroRNA Reverse Transcription kit (Applied Biosystems, Thermofisher). Z primerd pro

reverzni transkripci jednotlivych miRNA (TagMan MicroRNa Assay; Applied Biosystems,
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Thermofisher) byl vytvofen smésny mix (tzv. RT Primer Pool), 5X nafedény pomoci Tris-EDTA
(TE) pufru. Po reverzni transkripci v multiplexu nasledovala pre-amplifikace nékolika
studovanych miRNA soucasné v kazdém vzorku pacientd a kontrol. Ktomu byl vyuZit
TagMan PreAmp Master Mix s pouzitim smésného premixu primer0 (tzv. PreAmp Primer
Pool) z TagMan MicroRNA Assay (Applied Biosystems, Thermofisher) pfipraveného redénim
20X s 1X TE pufrem. Pre-amplifikace umoznuje zvysit koncentraci specifickych cDNA, pred
jejich detekci pomoci PCR reakce, a sniZuje potfebné mnoiZstvi plavodni vstupni cDNA
z reverzni transkripce do PCR rekce. Po reverzni transkripci a pre-amplifikaci byla exprese
miRNA mérena pomoci PCR vredlném case. K pre-amplifikované cDNA byl pipetovan
specialni premix gPCRBIO Probe Mix No-ROX (PCR Biosystems, United Kingdom) a specifické
miRNA sondy (20X TagMan MicroRNA Assay; Applied Biosystems, Thermofisher). Po
pocatecni denaturaci (94 °C, 15 min) byla provedena amplifikace cDNA ve 40 cyklech (94 °C,
45 sa 60 °C, 30 s) pomoci pfistroje RotorGene3000 (Corbett Research, Sydney, Austrdlie).
Relativni exprese byla vypoctena s pouzitim metody druhé derivace (RotorGene Software
6.1.71, Corbett Research, Sydney, Australie). Jako kalibrator slouzila cDNA, kterd byla
prepsana z lidské univerzalni referencni RNA (Stratagene, La Jolla, CA, USA) pfi vstupni

koncentraci 1,25 ng/5ul RNA. Seznam vybranych miRNA sekvenci je uveden v Tabulce 7.
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Tabulka 7: Seznam studovanych miRNA v séru pacientl s plicni sarkoiddzou s cislem

TagMan eseje (miRNA ID) a miRNA sekvenci.

Nazev miRNA miRNA ID miRNA sekvence

let-7a-5p ID 000377 UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUU
miR-1 ID 002222 UGGAAUGUAAAGAAGUAUGUAU
miR-16-5p ID 000391 UAGCAGCACGUAAAUAUUGGCG
miR-17-5p ID 002308 CAAAGUGCUUACAGUGCAGGUAG
miR-19a-3p ID 000395 UGUGCAAAUCUAUGCAAAACUGA
miR-19b-3p ID 000396 UGUGCAAAUCCAUGCAAAACUGA
miR-27a-5p ID 002445 AGGGCUUAGCUGCUUGUGAGCA
miR-29b-3p ID 000413 UAGCACCAUUUGAAAUCAGUGUU
miR-30b-5p ID 000602 UGUAAACAUCCUACACUCAGCU
miR-31-5p* ID 002279 AGGCAAGAUGCUGGCAUAGCU
miR-33b-3p* ID 241007 CAGUGCCUCGGCAGUGCAGCCC
miR-92b-5p° ID 002343 AGGGACGGGACGCGGUGCAGUG
miR-93-5p ID 001090 CAAAGUGCUGUUCGUGCAGGUAG
miR-122a-5p ID 002245 UGGAGUGUGACAAUGGUGUUUG
miR-125a-5p° ID 002198 UCCCUGAGACCCUUUAACCUGUGA
miR-142-5p° ID 002248 CAUAAAGUAGAAAGCACUACU
miR-142-3p ID 000464 UGUAGUGUUUCCUACUUUAUGGA
miR-148a-3p ID 000470 UCAGUGCACUACAGAACUUUGU
miR-155 ID 000479 UUAAUGCUAAUCGUGAUAGGGG
miR-181b-1*-3p ID 462578 CUCACUGAACAAUGAAUGCAA
miR-191-5p ID 002299 CAACGGAAUCCCAAAAGCAGCUG
miR-193a-3p ID 002250 AACUGGCCUACAAAGUCCCAGU
miR-200b-5p ID 002274 CAUCUUACUGGGCAGCAUUGGA
miR-204-5p ID 000508 UUCCCUUUGUCAUCCUAUGCCU
miR-206° ID 000510 UGGAAUGUAAGGAAGUGUGUGG
miR-212-3p ID 000515 UAACAGUCUCCAGUCACGGCC
miR-214 -3p ID 002306 ACAGCAGGCACAGACAGGCAGU
miR-302c-3p ID 000533 UAAGUGCUUCCAUGUUUCAGUGG
miR-335-5p ID 000546 UCAAGAGCAAUAACGAAAAAUGU
miR-340-5p ID 2258 UUAUAAAGCAAUGAGACUGAUU
miR-362-3p*® ID 002117 AACACACCUAUUCAAGGAUUCA
miR-425-5p ID 001516 AAUGACACGAUCACUCCCGUUGA

Legenda k tabulce 7: ®* Tyto miRNA nebyly analyzovany kvili nizké Gcinnosti PCR.
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Tabulka 7 (pokracovani): Seznam studovanych miRNA vséru pacientl s plicni

sarkoiddzou s ¢islem TagMan eseje (miRNA ID) a miRNA sekvenci.

miR-451a ID 001141 AAACCGUUACCAUUACUGAGUU
miR-487b-3p* ID 1285 AAUCGUACAGGGUCAUCCACUU
miR-502-5p ID 001109 AUCCUUGCUAUCUGGGUGCUA
miR-505*-5p ID 002087 GGGAGCCAGGAAGUAUUGAUGU
miR-770-5p ID 002002 UCCAGUACCACGUGUCAGGGCCA
miR-21-5p ID 000397 UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA
miR-26a-5p ID 000405 UUCAAGUAAUCCAGGAUAGGCU
miR-146a-5p ID 000468 UGAGAACUGAAUUCCAUGGGUU
miR-150-5p ID 000473 UCUCCCAACCCUUGUACCAGUG

Legenda k tabulce 7 (pokracovani): ®* Tyto miRNA nebyly analyzovany kvali nizké

ucinnosti PCR.

B.3.3. Analyza exprese miRNA v séru a statistické zpracovani dat

Data z PCR vredlném case byla analyzovdana metodou druhé derivace, jak jiz bylo
popsano drive v literature (Kriegova, Arakelyan et al. 2008). Byla stanovena hodnota Cq
(prahova hodnota) a ucinnost PCR v redlném case. Pouze miRNA s ucinnosti PCR 1,7 —2,0 (27
miRNA) byly pouzity pro dalsi analyzu (Forlenza, Kaiser et al. 2012). Celkové byla studovana
exprese 41 miRNA, z nichZ 8 nebylo analyzovano kvli nizké ucinnosti PCR reakce (Tabulka
7). Pro stanoveni nejvhodnéjsiho normaliza¢niho faktoru pro analyzu relativni exprese
miRNA v séru bylo vyuZito algoritm( GeNorm a NormFinder (Vandesompele, De Preter et al.
2002; Andersen, Jensen et al. 2004). 23 miRNA bylo exprimovany ve vsech subjektech a tyto
miRNA mély nejnizsi variabilitu exprese ve vSech vzorcich. Geometricky priimér téchto

miRNA byl pouzit jako normalizacni faktor pro vypocet relativni exprese miRNA.

Exprese jednotlivych miRNA mezi skupinami pacientl byla analyzovana pomoci
Mann-Whitney testu. Pfi mnohonasobném porovnavani mize dochazet k falesné pozitivnim
vysledkiim, proto byla provedena korekce p hodnoty pomoci FDR (False Discovery Rate)
metody podle Benjamina a Hochberga (1995) (Benjamini a Hochberg 1995), kde byla
poZadovana hladina vyznamnosti 5 %. Pro nase vysledky jsme vybrali pouze miRNA, u nichz

byly hodnoty signifikance p <0,03.
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Dale jsme provedli multivaria¢ni analyzu s vyuZitim programu SIMCA P verze 13.5.0

(Unimetrics, AB, Umead, Svédsko). Data jsme podrobili analyze hlavnich komponent (PCA

Principal Component Analysis) a ortogonalni projekce do latentnich struktur (OPLS

Orthogonal Projection to Latent Structures) (Levanen, Bhakta et al. 2013).

Multivariacni statistika pomdaha redukovat dimenzionalitu velkého mnozstvi dat
a nalézt vztah mezi studovanymi subjekty a namérfenymi daty. MUzZe slouzit k identifikaci
biomarkerl pro rozliseni napfiklad mezi zdravymi a nemocnymi jedinci. Pfevedeni mnoha
proménnych do jednoho bodu (tzv. komponenty) pomahd lépe propojit data ziskana
u raznych proménnych (napriklad protein ¢i metabolitl). Pro pocatecni analyzu dat se
vyuziva analyza hlavnich komponent (PCA), ktera identifikuje odlehlé hodnoty. Dale Ize
vyuzit ortogonalni projekce do latentnich struktur (OPLS), coz mize byt metoda vhodna pro
vybér biomarker(, naptiklad pro oddéleni dvou skupin, zdravi a nemocni, od sebe (Wheelock
a Wheelock 2013).

Vykonnost OPLS modelu (z angl. model performance) je zaznamenana jako
kumulativni korelagni koeficient R? a prediktivni vykonnost modelu je zaznamendana jako Q2.
Prediktivni vykonnost modelu Q? je zaloZend na sedmindsobném kfiZovém ovéfeni (cross-
validation) (Levdnen, Bhakta et al. 2013). Q2 zndazorfiuje korelaci zaloZenou na priméru
vysledkll opakovanych kfiZovych ovéreni a reprezentuje miru prediktivni sily modelu
(Wheelock a Wheelock 2013). OPLS modely s R? vétsi nez 0,9 a Q? vétsi nez 0,5 mohou byt
hodnoceny jako dobré modely (Eriksson, Jaworska et al. 2003). Signifikantni rozdily mezi
skupinami jsou vyjadreny jako p hodnota, ktera je vypocitana testem CV-ANOVA. Hodnota p

mensi nez 0,05 je hodnocena jako signifikantni (Yang, Kohler et al. 2018).

B.3.4. Analyza signalnich drah u deregulovanych miRNA v séru

Exprese miRNA, které byly deregulovdny mezi pacienty a kontrolami, byly testovany
v databazi miRSystem (verze 20150312). Tato databdze zobrazuje signalni drahy v organismu
a v nich geny, na které mohou miRNA pusobit (Lu, Lee et al. 2012). Pomér hodnot expresi
(pacienti/kontroly) byl zadan do databaze Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes
(KEGG) Pathway. V databazi jsme z vybéru analyz zvolili analyzovat drahy s vice nez 25 geny

a méné nez 500 geny.
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C. Vysledky

C.1. Vysledky analyzy porovnani relativnich po¢tli bronchoalveolarnich CD4* a CD8* T-
lymfocytl a jejich poméru u pacientli se sarkoid6zou a ostatnimi intersticialnimi
plicnimi nemocemi
Porovnavali jsme T-lymfocytdrni subpopulace CD3*CD4*, CD3*CD8" a pomeér

CD3*CD4*/CD3*CD8* v bronchoalveolarni lavazi u ¢tyf stadii pacientl s plicni sarkoidézou
s ostatnimi intersticidlnimi plicnimi nemocemi u pacientd nekufdakd. Po FDR korekci
p hodnot, jsme pozorovali rozdily mezi pacienty sLofgrenovym syndromem a pacienty
v rentgenologickém (RTG) stadiu > 3. Pacienti s Lofgrenovym syndromem méli zvySené
relativni po¢ty CD3*, CD3*CD4* bunék, a vyssi pomér CD3*CD4*/CD3*CD8* neZ pacienti s RTG
stadiem 2 3 (Obrazek 4a, 4b, 4d).

Rozdily v relativnich poctech CD3*, CD3*CD4*, CD3*CD8* T-lymfocytl a poméru
CD3*CD4*/CD3*CD8* byly zaznamenany u tfi skupin pacientd se sarkoidézou s/bez
Lofgrenova syndromu s RTG stadiem <1 a pacienty se sarkoidézou s RTG stadiem 2
v porovnani se skupinami s idiopatickou plicni fibrézou (IPF), ostatnimi idiopatickymi

intersticialnimi pneumoniemi (OIIP) a hypersenzitivni pneumonii (HP) (Obrazek 4a-d).

Porovnani pacientl s pokrocilym stadiem sarkoidézy, RTG stadium = 3 se skupinou
s IPF neukazalo zadné rozdily v relativnich poc¢tech CD3*, CD3*CD4*, CD3*CD8* T-lymfocytl
a poméru CD3*CD4*/CD3*CD8* T-lymfocytll. PokrocCilé stadium sarkoiddzy ukazalo narust
relativnich poc¢td CD3*CD4* T-lymfocytl a zvySeny pomér CD3*CD4*/CD3*CD8* v porovnani
s OlIP skupinou (Obrazek 4b, 4d). U skupiny sarkoiddzy s pokrocilym stadiem RTG >3 byly
nalezeny zvysené relativni pocty CD3*CD4* T-lymfocytl a pomér CD3*CD4*/CD3*CD8* T-
lymfocytd v porovnani s pacienty s HP (Obrazek 4b, 4d). Dale pacienti s pokroCilym stadiem
plicni sarkoidézy méli snizené relativni pocty CD3*CD8* T-lymfocytl v porovnani ke skupiné
s HP (Obrazek 4c). Data jsou vyjadrena jako krabicovy graf (boxplot), ktery vyznacuje 25. az
75. percentil. Medidn je vyznaden jako vodorovna spojnice v grafu. Ddle krabicovy graf
zobrazuje minimalni a maximalni hodnotu v souboru. Vysledky subanalyzy BA CD3*CD4"* a
CD3*CD8* T-lymfocytl a ostatnich bunécnych populaci u pacientl kurdk( a nekurakl jsou
uvedeny v kapitole H.1. Pfiloha v Tabulkach 1 a 2. Nebyly nalezeny rozdily v CD3*CD4* a

CD3*CD8"* T-lymfocytech a jejich poméru mezi kurdky a nekuraky.
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Obrazek 4a-d: Porovnani relativnich poctt subpopulaci T-lymfocytl u intersticidlnich

plicnich onemocnéni.
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**%*p < 0,001, ****p < 0,0001.
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Ostatni Idiopaticka

Pneumonie, *p<0,05, **p<0,01,
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C.2. Vysledky studia exprese RNA-vazebnych proteini a inhibitord matrix
metaloproteinaz (MMP) u pacientt s plicni sarkoidézou

C.2.1. Vysledky porovnani bronchoalveolarni mRNA exprese RNA-vazebnych protein(
a inhibitort MMP u pacientl s plicni sarkoidézou v porovnani se zdravymi
kontrolami

Po Kruskal-Wallisové testu byly Ctyfi skupiny pacientl a skupina zdravych kontrol
porovnany Dunnovym testem mnohondsobného porovnani. Analyza zahrnovala subjekty bez
ohledu na koureni a ukazala signifikantni pokles relativni exprese AUF1 (p <0,001), HuR
(p<0,001), TIA (p<0,001), TIAR (p<0,05), NCL (p<0,001) a inhibitoru MMP RECK
(p<0,001) vBAL bunkdch u pacientd splicni sarkoidézou v porovnani se
zdravymi kontrolami (Obrazek 5, Tabulka 8). Relativni mRNA exprese genu PTEN se nelisila
mezi pacienty s plicni sarkoidézou a zdravymi kontrolami. Nebyl nalezen Zadny rozdil
v expresi RNA-vazebnych protein( a ani u inhibitord MMP (RECK, PTEN) mezi pacienty
s plicni sarkoiddzou v rentgenologickém stadiu 1 a stadiu 2 (p > 0,05). Subanalyza u subjekt(,
které nikdy nekoufily, ukazala, Ze relativni mRNA exprese genl AUF1 (p <0,001), TIA
(p<0,001), NCL (p<0,01) a RECK (p<0,05) byla snizend u pacientl se sarkoiddzou

v porovnani se zdravymi kontrolami (Obrazek 5, Tabulka 8).

C.2.2. Vysledky porovnani bronchoalveolarni mRNA exprese RNA-vazebnych protein

a inhibitorit MMP u pacientt s plicni sarkoidézou, CHOPN, astmatem a IIP
Bez ohledu na kouteni byla vyhodnocena snizenda exprese AUF1 (pchorn< 0,001;
Pastma< 0,01), TIA (pcropn< 0,001; Pastma<0,001) a NCL (pcrorn< 0,001; pastma< 0,001)
v bronchoalveoldrnich burikdch u pacientli se sarkoidézou ve srovndni s obstrukénimi
nemocemi, CHOPN a astmatem (Obrazek 5, Tabulka 8). Subanalyza nekufakd, pacientd, ktefi
nikdy nekoufili, ukdzala pokles exprese TIA (pchopn< 0,05; pastma<0,05) u pacientd se
sarkoidézou v porovndni s obéma obstrukénimi nemocemi (CHOPN, astma) a ddale NCL
(pcHopn < 0,05) ve srovnani s CHOPN (Obrazek 5, Tabulka 8). Data jsou vyjadiena jako
krabicovy graf (boxplot), ktery vyznacuje 25. a 75. percentil. Median je vyznacen jako
vodorovna spojnice v grafu. Dale krabicovy graf zobrazuje minimalni a maximalni hodnotu

v souboru.
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C.2.3. Vysledky porovnani bronchoalveolarni mRNA exprese RNA-vazebnych protein

a inhibitord MMP u zdravych kontrol s pacienty s CHOPN, astmatem a IIP
Porovndni mezi zdravymi kontrolami a kontrolnimi skupinami nemoci (CHOPN, astma
a lIP) jsou shrnuty v kapitole H.2. Pfiloze Tabulka 1. Bylo nalezeno sniZeni relativni exprese
AUF1 (p<0,001), TIA (p <0,001), NCL (p<0,001), PCBP2 (p<0,001) a RECK (p <0,001) ve
skupiné lIP v porovnani se zdravymi kontrolami. Vliv koureni na BAL bunécny profil je uveden

v kapitole H.2. Pfiloha Tabulka 1.
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Obrazek 5: Dunniv test mnohondsobného porovnani relativni exprese mRNA

u vybranych RNA-vazebnych proteinli a inhibitoru MMP bez ohledu na koureni.
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Tabulka 8: Relativni mRNA exprese RNA-vazebnych proteint a inhibitoru proteolytické aktivity MMP (RECK) u pacienti s plicnimi onemocnénimi
a skupinou kontrol. V tabulce jsou uvedeny vysledky Dunnova testu mnohondsobného porovnani mezi skupinou se sarkoidézou a kontrolami. Dale

jsou v tabulce uvedeny vysledky porovnani mezi skupinou se sarkoidézou a tfemi skupinami plicnich onemocnéni (CHOPN, astma, IIP).

Onemocnéni
(n) P”C”(":i"ggi)déza Zdravé kontroly (1=23) | CHOPN (n = 30) Astma (n = 19) IIP (n = 19)

Nazev genu

AUF1 0,34 (0,15;0,58) | 1,89 (1,24; 2,13)***### | 1,16 (0,83; 1,92)*** 1,31(0,38;1,92)** 0,15 (0,04; 0,29) ns
HuR 0,24 (0,02; 0,57) | 0,93 (0,6; 1,49)*** 0,46 (0,15; 1,06) ns 0,76 (0,22; 1,01)* 0,15 (0,02; 0,25) ns
NCL 0,33 (0,16; 0,66) | 2,24 (1,75; 2,94)***## | 1,71 (1,03; 2,39)***# 2,36 (0,97;3,47)*** | 0,14 (0,02;0,29) ns
TIA 0,14 (0,01;0,31) | 0,83 (0,63; 1,04)***### | 0,62 (0,44;0,93)***# | 0,81(0,31; 1,16)***# | 0,06 (0,03; 0,14) ns
AR 0,92 (0,47, 1,20) | 1,24 (1,05, 1,54)* 1,2 (0,92; 1,44) ns 1,35 (0,98; 1,83) ns 0,36 (0,19; 0,57)*
PCBP2 0,19 (0,01;0,74) | 0,58 (0,36; 1,78) ns 0,38 (0,18; 0,82) ns 0,57 (0,01; 1,23) ns 0,01 (0,01; 0,02)**#
RECK 0,02 (0,01; 0,09) | 0,12 (0,10; 0,16)***# | 0,07 (0,05; 0,13) ns 0,09 (0,05; 0,13)* 0,01(0,01;0,02) ns

Legenda k Tabulce 8: Hodnota relativni exprese je uvedena jako median. V zavorkdch je uveden 25. a 75. percentil relativni mRNA exprese; CHOPN =

chronicka obstrukéni plicni nemoc; IIP = Idiopatické intersticialni pneumonie; n = pocet subjektli ve skupiné; ns = neni signifikantni.

Dunnuyv test mnohonasobného porovnani:
Mnohonasobné porovnani bez ohledu na koureni ***p < 0,001; **p <0,01; *p < 0,05
Mnohonasobné porovnani u nekurakl ###p < 0,001; ##p < 0,01; #p < 0,05.
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C.2.4. Vysledky korela¢ni analyzy bronchoalveolarni mRNA exprese RNA-vazebnych
proteind, inhibitorli matrix metaloproteindaz a bronchoalveolarnich bunécnych
populaci
Korela¢ni analyza byla provedena za Uéelem nalezeni vztahu mezi RNA-vazebnymi

proteiny a inhibitory matrix metaloproteinaz, jejichz mRNA sekvence obsahuji vazebnd mista
bohata na adenosin (ARE = Adenosine-Rich Elements). Tyto mRNA se mohou stdt cilem RNA-
vazebnych proteini. U pacientd s plicni sarkoidézou byla mRNA exprese inhibitoru MMP
RECK sniZena soucasné se snizujici se mRNA expresi genli AUF1 (p = 0,002), NCL (p =0,02),
HuR (p = 0,002), TIA (p <0,001) a TIAR (p =0,007). Nebyl nalezen Zadny vztah mezi PTEN a

RNA-vazebnymi proteiny u pacientt s plicni sarkoiddzou.

Korelacer mMRNA exprese RNA-vazebnych proteind sbunétnym profilem
bronchoalveolarni lavaze zjistila negativni korelaci mRNA exprese u genu PCBP2
s absolutnimi i relativnimi pocty lymfocytl (p =0,003 a p=0,003) u pacient s plicni
sarkoiddzou. Dalsi informace o vztahu BAL bunécného profilu a mRNA exprese u dalSich
pacientskych skupin jsou uvedeny online v nasi publikaci o RNA-vazebnych proteinech

v doplriujicim dokumentu S1 File (https://doi.org/10.1371/journal.pone.0161669).

C.2.5. Vliv koufeni a véku na bronchoalveolarni mRNA expresi RNA-vazebnych protein

u pacientu s plicni sarkoidézou
Zdali ma kouteni vliv na expresi RNA-vazebnych proteind bylo analyzovano
porovnanim mezi kurdky a nekurdky, viz H.2. Pfiloha Tabulka 1. U pacientl s plicni
sarkoidézou se relativni mRNA exprese RNA-vazebnych proteind a inhibitoru
proteolytickych enzymd RECK neliSila mezi nekurdky a kuraky. Skupina kutrdkd zahrnovala

ex-kuraky (subjekty, které prestaly koufit) se stale kouficimi pacienty (p > 0,05).

Analyza provedena s ohledem na vék pacientl nenasla rozdil mezi mladymi (< 45 let,

n = 25) a starSimi (> 45 let, n = 25) pacienty s plicni sarkoidézou (p > 0,05).
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http://doi.org/10.1371/journal.pone.0161669

C.2.6. Vysledky porovnani relativni proteinové exprese dvou RNA-vazebnych proteint

v mononuklearnich bunkach periferni krve u pacientd s plicni sarkoidézou a
zdravych kontrol

Na proteinové Urovni byly stanoveny dva z nejvice studovanych RNA-vazebnych

proteinli, AUF1 a HuR. Jejich exprese byla stanovena na systémové urovni v bunkach

periferni krve. Nizsi prGmérna fluorescencni intenzita (MFI = Mean Fluorescence Intensity)

u proteinu AUF1 (p<0,02) a HuR (p<0,03) byla stanovena v CD3* CD4* a CD8" T-

lymfocytech u pacientl se sarkoiddzou v porovnani se zdravymi kontrolami (Obrazek 6).
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Obrazek 6: Porovnani pramérné fluorescencni intenzity (MFI = Mean fluorescence intensity)

proteind AUF1 a HuR vCD3*, CD4* a CD8" pozitivnhich bunécnych populacich
v mononukledrnich burikach periferni krve.
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Legenda k obrazku 6: K = zdravé kontroly, S = pacienti s plicni sarkoidézou, MFI (Mean
Fluorescence Intensity) = primérnd fluorescencni intenzita. Data jsou vyjadiena jako
krabicovy graf (boxplot), ktery vyznacuje 25. az 75. percentil. Median je vyznacen jako
vodorovna spojnice v grafu. CD3 = CD3* bunky; CD4 = CD4* buriky, CD8 = CD8* bunky
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C.3. Vysledky stanoveni relativni exprese miRNA v séru u pacientt s plicni sarkoidézou
a zdravymi kontrolami

C.3.1. Vysledky Mann-Whitney testu pfi porovnani exprese miRNA v séru

V porovnani se zdravymi kontrolami byla pozorovana zvySena relativni sérova
exprese miR-146a-5p a miR-16-5p a sniZzend exprese miR-425-5p a miR-93-5p v obou
skupinach pacientd s plicni sarkoidézou s Lofgrenovym syndromem a bez Lofgrenova
syndromu (Obrazek 7a-d). Exprese tfi miRNA (miR-150-5p, miR-1 a miR-212-3p) byly snizeny
u nasich pacientl bez Léfgrenova syndromu v porovnani se zdravymi kontrolami (Obrazek
8a-c). Exprese miR-21-5p byla zvySend u naSich pacientd s Loéfgrenovym syndromem
v porovnani se zdravymi kontrolami (Obrazek 9a). Naopak miR-340-5p byla sniZena
u pacientd s Léfgrenovym syndromem v porovndni se zdravymi kontrolami (Obrazek 9b).
Pacienti bez Lofgrenova syndromu méli snizenou expresi miR-212-3p a miR-21-5p a zvySenou

expresi miR-340-5p v porovnani s pacienty s Lofgrenovym syndromem (Obrazek 8c, 9a a 9b).
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Obrazek 7: Sérova relativni exprese miRNA deregulovanych v obou skupinach

pacientu s plicni sarkoidézou s Lofgrenovym syndromem a bez Léfgrenova syndromu

v porovnani se zdravymi kontrolami.
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Obrazek 8: Sérova relativni exprese miRNA deregulovanych u pacientt s plicni sarkoidézou

s Lofgrenovym syndromem a bez Léfgrenova syndromu v porovnani se zdravymi kontrolami.

Sérova exprese miR-150-5p

Legenda k obrazku 8: LS = Lofgrentv syndrom; RTG = rentgenologické stadium.
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Obrazek 9: Sérova relativni exprese miRNA deregulovanych v obou skupinach pacient(

s plicni sarkoiddzou s Lofgrenovym syndromem a bez Lofgrenova syndromu v porovnani se

zdravymi kontrolami.

Sérova exprese miR-21-5p

Legenda k obrazku 9: LS = Léfgrentv syndrom; RTG = rentgenologické stadium.
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C.3.2. Vysledky analyzy signalnich drah miRNA deregulovanych v séru pacientt s plicni
sarkoid6zou

Data o expresi deregulovanych miRNA jsme podrobili analyze v databazi miRSystem,
ktera zobrazuje signalni drahy a v nich geny, které jsou miRNA schopny ovliviiovat. Analyzou
jsme zjistili, na které geny, v urcitych signalnich drahach mohou nase deregulované miRNA
pusobit.

Do databdze miRSystem jsou zadavany poméry prdmérnych expresi jednotlivych
miRNA u porovnavanych skupin pacientl a zdravych kontrol. Expresni profily miRNA, které
byly nalezeny deregulované u pacientl s LS a bez LS v porovnani s kontrolnim souborem,
ukazaly nejvyssi miRSystem skére pro tzv. signalni drahu rakoviny (Pathway in Cancer)
(p=5,0x10°ap=9x107).V této draze viech 6 miRNA (miR-146a-5p, miR-16-5p, miR-425-
5p, miR-93-5p, miR-21-5p a miR-340-5p), které byly deregulovany u pacientl s Lofgrenovym
syndromem v porovnani s kontrolami, pravdépodobné ovliviiuji expresi 103 gend. Interakce

genu s urcitou miRNA byla podle databaze miRSystem experimentalné ovérena.

Dale sedm miRNA (miR-146a-5p, miR-16-5p, miR-425-5p, miR-93-5p, miR-150-5p,
miR-1 a miR-212-3p) deregulovanych u pacient(l bez Lofgrenova syndromu pravdépodobné
moduluje expresi 112 gen0 v tzv. signalni draze rakoviny (Pathway in Cancer), u kterych je

jejich interakce s miRNA podle miRSystem experimentdalné ovérena.

mMRNA sekvence genl obsazenych ve draze transformujiciho rlistového faktoru (The
Transforming Growth Factor (TGF)-beta signalling pathway) jsou cilem tfi miRNA (miR-340-
5p, miR-212-3p a miR-21-5p) deregulovanych mezi skupinami pacientl s LS a bez LS. Podle
miRSystem skére je TGF-beta signdlni draha signifikantné ovlivnéna témito tfemi miRNA

(p = 1,9x1010).

C.3.3. Vysledky multivariacni analyzy exprese deregulovanych miRNA v séru pacientt
se sarkoiddzou

Jako dopliujici analyzu jsme provedli multivariaéni modelovani pro nalezeni vztahu
mezi exprimovanymi miRNA vzhledem k nemoci, abychom gzjistili, zdali by deregulované
miRNA mohly slouZit k rozli$eni nemocnych a zdravych. Sest miRNA deregulovanych mezi
pacienty s LS a zdravymi kontrolami a mezi pacienty bez LS a zdravymi kontrolami ukazalo, Ze
OPLS modelovani nalezlo statisticky vyznamny rozdil u téchto dvou porovnani s prediktivni

hodnotou 72% a 65% (R>=0,737, Q*=0,717, p=9.2x107; R*=0,692, Q*=0,652,
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p = 9.6 x 10°°). Multivariacni analyza pro tfi miRNA deregulované mezi dvéma stadii plicni
sarkoiddzy (s Ls a bez Ls) ukazala signifikantni separaci obou soubord ale s velmi slabou

prediktivni hodnotou pouze 44 % (R? = 0,536 a Q%= 0,443; p = 2,2 X 1079).
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D. Diskuse

Diagnostika a |é¢ba intersticidlnich plicnich onemocnéni je komplexni proces a snahy
o jejich zlepSeni jsou vkladany do studia molekul, jako jsou mikroRNA nebo RNA-vazebné
lymfocyty, a snaii se nalézt jejich novy vyznam v ndvaznosti na moznou lécbu. Studium
molekul jako jsou miRNA a RNA-vazebné proteiny, které jsou u sarkoidézy madlo
prozkoumany, by mohlo pomoci k rozvoji dalSich diagnostickych postupt, pfipadné k rozvoji

nové lécby. Avsak k tomu je potfeba prozkoumat plicni sarkoidézu u rlznych stadii.

D.1. Diskuse: Porovnani relativnich poctd bronchoalveolarnich CD4* a CD8* T-lymfocytl

u plicni sarkoiddzy a ostatnich intersticidlnich plicnich onemocnéni
Doposud je malo informaci o porovnani bronchoalveolarnich (BA) subpopulacich
CD4* a CD8* T-lymfocytl a jejich poméru (CD4*/CD8*) u jednotlivych stadii plicni sarkoiddzy
s ostatnimi intersticidlnimi plicnimi nemocemi. Stanoveni poméru CD4*/CD8* v BA je stdle
jednim z testl u komplexniho procesu diagnostiky intersticidlnich plicnich onemocnéni, i-
kdyzZ je v soucasnosti pouze pomocnym diagnostickym kritériem (Meyer, Raghu et al. 2012).
Podrobnéjsi charakterizace BA bunééného profilu u jednotlivych stadii plicni sarkoidézy by
mohla pfispét k lepSimu popisu jednotlivych fazi nemoci a mozné predpovédi dalSiho vyvoje
onemocnéni. AvSak takovych studii, které by na vétsich souborech pacientl prozkoumaly BA
bunécény profil, je prozatim malo. Studie zabyvajici se porovnanim BA subpopulaci T-
lymfocytl mezi sarkoiddézou a ostatnimi intersticialnimi nemocemi obvykle nerozdéluji
pacienty s plicni sarkoiddzou do jednotlivych stadii, napriklad podle rentgenologickych stadii
hrudniku (Jara-Palomares, Martin-Juan et al. 2009; Vasakova, Sterclova et al. 2009;

Capelozzi, Faludi et al. 2013; Lee, Chung et al. 2015).

U naSich pacientld s plicni sarkoidézou s a bez Lofgrenova syndromu (LS) s RTG
stadiem <1 a RTG stddiem 2 jsme pozorovali rozdily v BA CD4*, CD8* T-lymfocytech a jejich
poméru (CD4*/CD8*) v porovnani s ostatnimi skupinami intersticialnich plicnich nemoci.
Zvyseni CD4* bunék v BA lavazi u pacientl se sarkoidézou s LS v porovnani s ostatnimi
skupinami plicni sarkoiddzy je v souladu s predchozimi pozorovanimi (Danila, Jurgauskiene et
al. 2008; Danila, Jurgauskiene et al. 2009; Danila, Norkuniene et al. 2009). Avsak doposud

nebyla uvedena studie, kterd by porovnala jednotliva stadia plicni sarkoidézy s ostatnimi
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intersticidlnimi nemocemi, proto je sloZité porovnavat naSe vysledky se soucasnou

literaturou.

NaSe analyza neukazala signifikantni rozdily u T-lymfocytarnich subpopulaci mezi
pokrodilym stadiem plicni sarkoiddzy a skupinou pacientt s idiopatickou plicni fibrézou (IPF).
To muZe u pacientl s plicni sarkoidézou poukazovat na zménu imunologické odpovédi
smérem k fibréze, ktera je prvkem IPF. V soucasné dobé je malo poznatkll o porovnani
relativnich poctd BA CD4* a CD8* T-lymfocytli mezi pokrocilym stadiem sarkoiddzy a IPF. Jsou
popsany histologické zmény ukazujici postup od granulomatdzniho zdnétu smérem k
fibrotizaci tkdné u pacientl s pokrocilym stadiem sarkoiddzy (Shigemitsu a Azuma 2011).
Podle soucasnych poznatkl(i se domnivame, Ze dochdzi k posunu od zanétlivé Thl imunitni
odpovédi k Th2 imunitni odpovédi, ktera rozviji hojici fibrotické procesy. Pfitom dochazi ke
zméné sloZeni bunécénych populaci a mediator(i, které procesy fidi, jak bylo popsano u
pacientd v rlznych stadiich sarkoidézy a IPF (Antoniou, Soufla et al. 2009; Vasakova,
Sterclova et al. 2009). Dostatek novych poznatkl o rozdilech v relativnich poctech
bronchoalveolarnich CD4* a CD8* T-lymfocytl u pokrocilé sarkoiddzy a IPF by mohl pomoci

objasnit dal$i podobnosti a rozdily u obou nemoci.

CD4* T-lymfocyty jsou potencidlnim cilem pro nové terapie. Napriklad steroidni léky
potlacuji expresi zanétlivych mediatord produkovanych CD4* T-lymfocyty. Mezi tyto
medidtory patfi napfiklad interleukin-2, tumor nekrotizujici faktor-alfa a interferon-gama.
Tato forma |éCby je pouzivana u rGznych stadii sarkoidézy, nicméné se ukazalo, Ze lécba
o mnoho lépe (Celada a Drake 2015). Oswald-Richter et al. (2013) predpokladaji, Ze lokalni a
systémové CD4* T-lymfocyty u sarkoiddzy vykazuji defekt v bunécné funkci. Zjistili, Ze klinické
zlepseni pacientl korelovalo s obnovenim spravné funkce CD4* T-lymfocytll, a to hlavné v
expresi cytokin( a proliferaci (Oswald-Richter, Richmond et al. 2013). Proto jsou T-lymfocyty
u sarkoiddzy stdle potencialnim terapeutickym cilem pro specificky cilenou IéCbu (Patterson
a Chen 2018). Zkoumani BAL bunécéného profilu by proto mélo pfinést dalsi poznatky o T-

lymfocytech u intersticidlnich plicnich onemocnéni, zejména u rliznych stadii sarkoidézy.
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D.2. Diskuze: Exprese RNA-vazebnych proteinl v bronchoalveolarnich burikach u plicni
sarkoiddzy

Snahy o nalezeni novych biomarkert a zplsobU IéCby u sarkoiddzy vedou k vyzkumu

doposud malo prozkoumanych molekul. Mezi né patfi napfiklad RNA-vazebné proteiny,

které jsou prozatim prozkoumany hlavné u onkologickych plicnich onemocnéni (Kechavarzi a

Janga 2014; Hong 2017). Co se tyce exprese RNA-vazebnych proteind u plicni sarkoiddzy,

existuje o ni malo informaci, témér zadné.

V nasi studii jsme v bronchoalveolarnich bunkach pacientl s plicni sarkoidézou
stanovili snizenou relativni mRNA expresi vybranych RNA-vazebnych proteind v porovnani se
skupinami obstruk¢nich plicnich nemoci a skupinou idiopatickych intersticialnich pneumonii.
Dale jsme na proteinové uUrovni stanovili snizenou relativni expresi dvou RNA-vazebnych

proteinll v CD4*a CD8* T-lymfocytech, a to na systémové uUrovni v periferni krvi.

Obecné byl vyssi vyskyt RNA-vazebnych proteinli zaznamenan u nadorovych plicnich
onemocnéni (Kechavarzi a Janga 2014). To je vSak v rozporu s nasim pozorovdnim, kdy jsme
u nasich pacientl s plicni sarkoidézou nalezli snizenou expresi AUF1, NCL a TIA na mRNA
urovni v bronchoalveolarnich burikach. Ddle jsme nalezli snizenou proteinovou expresi AUF1
a HuR v T-lymfocytech z periferni krve. Ve zdravé plicni tkani a leukocytech jsou RNA-
vazebné proteiny vysoce exprimovany, vice nez miRNA a dokonce vice nez transkripéni
faktory. To ukazuje na vyznamnou roli RNA-vazebnych proteinl pfi regulaci zanétu v plicich

(Kechavarzi a Janga 2014).

MuUzZzeme se pouze domnivat, zdali snizend exprese RNA-vazebnych proteint
u sarkoiddzy podporuje rozvoj nedostate¢ného mechanismu pro degradaci mRNA kéduijicich
cytokiny (napf. IL-6), chemokiny (napf. IL-8) a proteolytické enzymy (napf. MMP-9), které se
na zanétu podili (Fireman, Kraiem et al. 2002; Henry, McMahon et al. 2002; Paschoud, Dogar
et al. 2006; Liu, Rosenberg et al. 2006; Chowdhury, Dijkhuis et al. 2013). Terapie zamérené
na RNA-vazebné proteiny prevladaji prozatim u malignich onemocnéni. U RNA-vazebného
proteinu HuR, ktery je spiSe u malignich onemocnéni zvySeny, jsou nové terapeutické
pfistupy zamérfeny na snizeni exprese HuR. Lipidové nanocastice obsahujici kratké
interferujici RNA proti HUR mRNA, které ucinné redukuji invazi, migraci a viabilitu bunék
karcinomu plic (Muralidharan, Babu et al. 2016; Muralidharan, Babu et al. 2017). Dale je

mozné v molekule proteinu HuR blokovat vazebné misto pro molekuly mRNA (Wu, Lan et al.
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2015). U naSich pacientl s plicni sarkoidézou jsme nasli snizenou mRNA expresi RNA-
vazebnych proteind v bronchoalveolarnich burikdch. Nové zpUsoby terapii u sarkoidézy by
mohly mit napfiklad zaklad v obnoveni dostatecné koncentrace RNA-vazebnych proteinu

v bunce.

Inhibitor proteolytickych enzymd RECK, ktery podléha post-transkripéni kontrole
vedené RNA-vazebnymi proteiny, mél niz$i expresi v BA bunikdch ve vsech skupinach
pacientd s plicnim onemocnénim v porovnani se zdravymi kontrolami. Déle exprese nékolika
RNA-vazebnych proteini korelovala s bronchoalveoldrni mRNA expresi proteinu RECK
urdznych plicnich onemocnéni. Ackoliv tyto korelace poskytuji pouze nepfimy dlikaz
o0 mozné primé interakci mezi RNA-vazebnymi proteiny a proteinem RECK, jejich in vivo
interakce jsou i tak pravdépodobné. Z tohoto drobného poznatku vyplyva, jak je regulace
zanétu komplexni. Nizkd mRNA exprese genu RECK u naSich pacientll mlzZe byt soucdsti
procesu naruSené proteolytické degradace pojivovych tkani u zanétlivych plicnich

onemocnéni (Raghavan, Ogilvie et al. 2002; Skjgt-Arkil, Clausen et al. 2012).

D.3. Diskuze: Exprese miRNA v séru u pacientt s plicni sarkoidézou

Optimalni stanoveni diagnézy sarkoiddzy se opird o klinicko-radiologicky obraz
a morfologicky prikaz granulomu. Bronchoskopie a s ni spojeny odbér BA tekutiny a tkané s
granulomem je povaziovana za pomérné invazivni zdkrok a je spojovana s naslednymi
zdravotnimi riziky (Kolek, Zdrkova et al. 2019). V soucasné dobé se hledaji nové diagnostické
a prognostické markery v materialu ziskaném od pacientd méné invazivnimi metodami,
napfiklad z krve (Brown, Rahman et al. 2014). miRNA by se diky své stabilité v séru mohly
stat novymi diagnostickymi markery onemocnéni, pripadné by mohly slouzit k progndze
dalsiho vyvoje. K tomu je ale potfeba prozkoumat miRNA komplexné u zdravych jedincu

a nasledné u rlznych stadii sarkoiddzy (Jazva, Kasper et al. 2015).

Nase studie poskytuje ndhled na exprese miRNA, které jsou deregulovany u pacient(
s plicni sarkoiddzou. V soucasné dobé neni dostatek informaci o stabilnich miRNA v séru
u pacientu s plicni sarkoiddzou, které by bylo mozné vyuzit k normalizaci dat z real-time PCR.
Jiz dfive byl nalezen pfistup, ktery vyuzivd geometrického prdméru expresi genl
k normalizaci PCR dat (Vandesompele, De Preter et al. 2002). Testovali jsme nékolik zplUsobU,
jak nase data normalizovat a geometricky primér se ukdzal byt nejvhodnéjsi, jelikoZz byl

nejstabilnéjsi. Exprese miRNA normalizovana geometrickym priimérem (23 exprimovanych
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miRNA) ukdzala, Ze miR-146a-5p, miR-16-5p, miR-425-5p, a miR-93-5p jsou deregulovany u
pacientl s plicni sarkoidézou bez ohledu na stadium (s LS /bez LS) v porovnani s kontrolami.
Pacienti bez LS méli deregulovanou expresi miR-150-5p, miR-1, a miR-212-3p v porovnani se
zdravymi kontrolami. Pacienti s LS méli deregulovanou expresi miR-21-5p a miR-340-5p ve

srovnani se zdravymi kontrolami.

Jazva et al. (2015) také studovali expresi miRNA miR-16-5p, miR-146a-5p a miR-150-
5p, ale pouzili jiny pfistup pro normalizaci exprese miRNA u pacientl s plicni sarkoiddzou.
U Zadné z téchto miRNA nenalezli deregulaci v expresi (Jazva, Kasper et al. 2015). Tyto
vysledky jsou sice v rozporu s nasi studii, avSak my jsme pouZzili jiny normalizaéni ptistup pro
real-time PCR data. Jazva et al. (2015) maji také jiné sloZeni souboru pacientli s plicni

sarkoiddzou (Jazva, Kasper et al. 2015).

Databdze miRSystem predpovédéla, Ze nalezené deregulované miRNA jsou schopné
ovliviiovat geny, které koduji molekuly pattici do tzv. signalni drahy rakoviny (z angl.
Pathways in Cancer). Deregulace miRNA u pacientl se sarkoidézou miZe vést k rozvoji
zanétlivych procesl, apoptdze a angiogenezi, které doprovazi kancerogenezi (Landskron, De
la Fuente et al. 2014; Khoury a Tran 2015; Kiess, Wang et al. 2015). To, Ze je tzv. drdha
rakoviny (Pathways in Cancer) zapojena do patogeneze plicni sarkoiddzy, zjistili i dalSi autofi
(Singla, Zhou et al. 2017). Dale je exprese nékterych miRNA spojena se signalni drahou TGF-
B, jez je asociovdna spiSe s pribéhem onemocnéni. Pro-fibrotické vlastnosti TGF-B mohou
pUsobit béhem procesl, jez probihaji v pozdéjsich fazich plicni sarkoidézy (Massague 2012;

Loke, Herbert et al. 2013).

Nase multivariaéni analyza ukdzala signifikantni rozdil mezi pacienty s plicni
sarkoiddzou a kontrolami. Avsak tfi miRNA (miR-21-5p, miR-340-5p a miR-213-3p), které byly
nalezeny deregulované mezi pacienty se sarkoiddzou s Lofgrenovym syndromem a bez
Lofgrenova syndromu nejsou dostacCujicimi markery pro rozliSeni pacientd. Prozkoumani
exprese vétsiho mnozstvi miRNA by mohlo dopomoci k odhaleni miRNA profil(i, dostatecné

specifickych a sensitivnich pro urcita stadia sarkoiddzy.

Metodou multiplexni PCR jsme prozkoumali expresi vétsiho mnozstvi miRNA v séru
pacientU s plicni sarkoidézou, nez bylo doposud zkoumano (Jazva, Kasper et al. 2015). Ale i
presto multiplexni PCR nedovoluje high-throughput screening, ktery by mohl odhalit vice

miRNA s deregulovou expresi, které by se mohly stat biomarkery pro prognézu onemocnéni.
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Srovnani mezi vSemi péti rentgenologickymi stadii by mohlo objasnit nékteré
z aspektlh prubéhu onemocnéni, od abnormalit zahrnujicich postizeni lymfatickych uzlin aZ
po postizeni plicniho parenchymu a fibrézu plic patrnou v pokrocilejsich stadiich plicni
sarkoiddzy (Valeyre, Prasse et al. 2014). | pfes mnoho novych informaci o miRNA, z(stavaji
nadéje, Ze se miRNA stanou klinicky vyuZitelnymi biomarkery u sarkoiddzy, prozatim

nenaplnény (Bonham 2018).
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E. Zavér

Dil¢i vysledky vyzkumu ukazuji, Ze plicni sarkoiddéza je onemocnéni, jehoz
patofyziologie se odehrava na mnoha uUrovnich. V soucasné dobé je znamo mnoho oblasti,
od kterych by se mohl odrazit vyzkum novych terapii, pfipadné diagnostiky. CD4" T-
lymfocyty, RNA-vazebné proteiny i miRNA se zdaji byt nadéjnymi cili s ohledem na poznatky

ostatnich védcu, at jiz pochazeji z vyzkumu jinych onemocnéni, nez je sarkoidéza.

Zména imunologické odpovédi provazi rlizné faze onemocnéni. U akutniho stadia
s Lofgrenovym syndromem m(iZe dochdzet k vyraznému zvyseni CD4* T-lymfocytl a naopak
u pokrocilého rentgenologického stadia > 3 dochazi k poklesu CD4* T-lymfocytl v porovnani
k nékterym intersticialnim plicnim nemocem. V nékterych studiich zabyvajicich se
bronchoalveoldrnim bunéénym profilem jsou porovnavani pacienti s plicni sarkoidézou bez
ohledu na stadium plicni sarkoiddzy s ostatnimi intersticidlnimi plicnimi nemocemi. To mlze
mit poté zkreslujici vliv na ziskana data tykajici se celkového bronchoalveolarniho bunééného
profilu. Také koufeni by mélo byt brdno jako faktor ovliviujici bunééné populace v plicich.

Avsak nékdy je problematické ziskat pro studii presné specifikovany biologicky material.

Mezi pacienty s pokrocilym stadiem plicni sarkoiddzy a idiopatickou plicni fibrézou
jsme nenalezli rozdily v CD4* T-lymfocytech a poméru CD4*/CD8*. U pokrocilého stadia plicni
sarkoiddzy dochazi k rozvoiji fibréznich procesu, kvili kterym plicni tkan prestava plnit svoji
funkci. Stim souvisi pokles bronchoalveolarnich CD4* T-lymfocytl, které byly snizené
u nasich pacientl s rentgenologickym stadiem > 3. Obnoveni spravné exprese gent u CD4* T-

lymfocytd by mohlo vést ke zlepSeni klinického stavu u pacient(.

Snizend exprese nékterych RNA-vazebnych proteini pravdépodobné vede u plicni
sarkoidézy ke stabilizaci sekvenci mRNA, jejichz translaci vznikaji zanétlivé mediatory
podporujici zanét v plicich. V souéasné dobé je mdlo informaci o expresi RNA-vazebnych
proteind v BA burikdch a jejich vyuziti pfi [é¢bé u plicni sarkoiddzy. Pristupy vyuZivajici RNA-

vazebné proteiny pro terapii byly prozatim zaznamenany u onkologickych onemocnéni.

U sérovych miRNA je patrné, Ze puUsobi na geny vrlznych signdlnich
drahach organismu, které jsou i podle ostatnich autorll zapojeny do patofyziologie
onemocnéni. Avsak prozatim sérové miRNA neni mozné vyuZit jako neinvazivni marker, Ci

jako marker nasledného vyvoje onemocnéni. To bude mozné, aZ budou prozkoumany vétsi
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soubory pacientd v rliznych stadiich a také v dlouhodobéjsich ¢asovych usecich. V soucasné
dobé cirkulujici miRNA poskytuji nahled na klicové regulacni cesty, které by mohly odlisit
sarkoiddzu od ostatnich plicnich onemocnéni a pfipravuji tak prostfedi pro budouci studie

biomarkerud.
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G. Seznam zkratek

Ag antigen

APC Allophycocyanin

APC-H7 Allophycocyanine-Hilite®7-BD

BA Bronchoalveolarni

BAL Bronchoalveolarni lavaz

BSA Bovine serum albumine; hovézi sérovy albumin

CCL Chemokinovy (C-C motiv) ligand; cytokin
patfici do skupiny C-C chemokint

cDNA complementary DNA; komplementarni DNA

CCR CC chemokinovy receptor

Ct value threshold cycle value; Cislo cyklu, ve

kterém fluorescence prekroci prahovou hodnotu

CXC chemokin patfici do skupiny C-X-C chemokin(
CXCR CXC chemokinovy receptor
DNA Deoxyribonucleic Acid;

deoxyribonukleova kyselina

dNTP 2'-deoxynukleosid 5'-trifosfaty
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FDR False Discovery Rate; korekce podle Benjamina
a Hochberga pro odstranéni falesné pozitivnich
vysledk

FEV1/FVC Forced Expiratory volume in one second/ Forced
Vital capacity; usilovné vydechnuty objem za
jednu sekundu/usilovna vitalni kapacita

FEV1% Forced Expiratory volume in one second %;
jednovtefinova vitalni kapacita vyjadrena jako
podil z vitalni kapacity
FEV1 % = (FEV1/VC) x 100 %

FITC Fluorescein isothiocyanate; fluorescein
isothiokyanat

FSC Forward-Scattered Light; pfedni rozptylené
svétlo

GM-CSF Granulocyte Macrophage Colony
Stimulating factor; faktor stimulujici kolonie
makrofagl a granulocyt

HLA Human Leukocyte Antigen; lidsky leukocytarni
antigen

HP hypersenzitivni pneumonie

CHOPN Chronicka obstrukéni plicni nemoc

IgG imunoglobulin tfidy G

IPF Idiopaticka plicni fibréza

P Idiopaticka intersticidlni pneumonie

IL interleukin

IFN-y interferon gamma

K kontroly

LNA Lock Nucleic Acid; uzaméenda nukleova kyselina

LS Lofgrentv syndrom

miRISC microRNA Induced Silencing Complex;

ribonukleoproteinovy complex s miRNA urceny
k regulaci translace

miRNA microRNA
MMP matrix metaloproteinaza
mMRNA mediatorova RNA (messengerova RNA)
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NaN3
ollpP

OPLS

PCA

PBS pufr

PCR

PE
QZ
RZ
RBP

RISC

RNA

RTG stadium
S

SSC light
TAE pufr
TCR

TGF-B

Th1 response, Th2 response

TNF-a
VC

VEGF

azid sodny
ostatni idiopatické intersticialni pneumonie

Orthogonal Projection to Latent
Structures; ortogonadlni projekce do latentnich
struktur

Principal Component Analysis; analyza
hlavnich komponent

Phosphate buffered saline; fosfatovy pufr

Polymerase chain reaction; polymerdzova
retézova reakce

Phycoerythrin; fykoerytrin

prediktivni vykonnost modelu (u OPLS modelu)
kumulativni korela¢ni koeficient (u OPLS modelu)
RNA-binding protein; RNA-vazebny protein

RNA Induced Silencing Complex;
ribonukleoproteinovy komplex s miRNA urceny
k regulaci translace

Ribonucleic acid; ribonukleovd kyselina
rentgenologické stadium

sarkoiddza

Side-scattered light; bocni rozptylené svétlo
Tris-acetat-EDTA pufr

T-cell Receptor; T-bunécny receptor

Transforming Growth factor-; transformujici
rastovy faktor-B

T helper 1 response, T helper 2 response; T
pomocna imunitni odpovéd typu 1 nebo 2

tumor nekrotizujici faktor-alfa
Vital Capacity; vitalni kapacita

Vascular Endothelial Growth Factor; vaskularni
endotelidlni rGstovy faktor
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H. PFilohy

H.1. Pfiloha: Vysledky subanalyzy porovnani BAL bunééného profilu u pacientd kuraka
a nekuraka v riznych stadiich sarkoiddzy s intersticidlnimi plicnimi nemocemi
Zaradili jsme analyzu srovndvajici BAL bunécny profil u kurakl (pacienti, ktefi v dobé
studie koufili a ti, co prestali koufit (ex-kuraky)) a nekurakd. Avsak pro tuto analyzu je
limitujici nizky pocet pacientl ve skupiné kurakl. Po FDR korekci vétSina téchto vysledku

nedosahla statistické vyznamnosti.

U nékterych skupin kouficich pacientl s intersticialnimi plicnimi nemocemi byl
nalezen nardst celkového poctu BAL bunék (x 10°), relativnich a absolutnich pocta
makrofagl v porovnani k nekurakim. Relativni a absolutni pocty lymfocytl byly snizeny
u kuraka v porovnani s nekuraky. Analyza mezi kuraky a nekuraky neukdzala rozdily u CD3",

CD3*CD4*, CD3*CD8* T-lymfocyty a u poméru CD3*CD4*/CD3*CD8*(H.1. Pfiloha Tabulka 1).

Analyza diferencidlnich bunéénych poctd nalezla méné rozdild mezi ex-kurdky
a nekuraky. Nicméné relativni pocty CD3*CD4* bunék byly sniZzeny u kurakd a ex-kurdkd
v porovnani s nekurdky, a to u skupiny pacientl bez Léfgrenova syndromu s RTG staddiem < 1

a u OlIP skupiny (H.1. Pfiloha Tabulka 2).
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H.1. Pfiloha Tabulka 1a: Mann-Whitney test porovndvajici BAL bunécny profil kufdkd a nekurakl v jednotlivych skupinach intersticidlnich plicnich nemoci (IPN).

Pocet .
o Navratno Makrofagy Lymfocyty Neutrofily Eozinofily Makrofagy Lymfocyty Neutrofily Eozinofily
kurakt t lavas Celkovy pocet - L I _— , . . .
IPN st lavaze relativni relativni relativni relativni absolutni absolutni absolutni absolutni
vs. & 5
CuFAci (%) bunek (x10°) potty (%) potty (%) potty (%) polty (%)  pocty (x10°)  pocty (x10°) pocty. (x10%) pocty (x10°)
nekuraci
SsLS 10/18 0,737 0,178 0,332 0,279 0,940 0,139 0,157 0,044 0,681 0,133
(RTG<1)
Shbez LS 6/64 0,406 0,0001 0,007 0,006 0,741 0,129 0,0001 0,054 0,022 0,047
(RTG<1)
SRTG=2 14/113 0,568 0,017 0,047 0,037 0,212 0,443 0,020 0,652 0,926 0,223
SRTG=>3 1/26 0,274 0,898 0,441 0,563 0,847 0,456 0,898 0,700 0,898 0,459
IPF 4/22 0,726 0,056 0,252 0,052 0,799 0,947 0,042 0,161 0,105 1,000
ollp 15/39 0,757 0,072 0,002 0,004 0,134 0,928 0,021 0,258 0,568 0,492
HP 3/15 0,097 0,405 0,028 0,018 0,441 0,432 0,110 0,173 0,553 0,314

Vysledky jsou uvedeny jako P hodnota. Urover signifikance je nastavena na hodnotu P < 0,05. P hodnoty < 0,05 jsou napsany kurzivou. IPN, intersticialni plicni nemoci; S, sarkoidéza;
LS, Lofgrenliv syndrom; RTG s., rentgenologické stadium; IPF, idiopaticka plicni fibréza; OIIP, ostatni idiopatické intersticialni pneumonie; HP, hypersensitivni pneumonie.
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H.1. Pfiloha Tabulka 1b: Mann-Whitney test porovnavajici BAL bunéény profil kurakl a nekurdkd v jednotlivych skupindch intersticidlnich plicnich nemoci (IPN).

Pocet

kuraka ., ., - .

IPN CD3* relativni CDA4" relativni CD8* relativni CD19* relativni CD4/CD8
VS'W pocty (%) pocty (%) pocty (%) pocty (%) pomér

nekuraci
SsLS(RTG<1) 10/18 0,970 0,941 0,525 0,492 0,766
Sbez LS (RTG<1) 6/64 0,437 0,257 0,550 0,030 0,502
SRTG=2 14/113 0,256 0,723 0,476 0,112 0,755
SRTG=>3 1/26 0,898 0,653 0,652 0,424 1,000
IPF 4/22 0,823 0,702 0,849 0,452 0,611
olp 15/39 0,250 0,122 0,549 0,391 0,235
HP 3/15 0,477 0,767 0,906 0,106 0,953

Vysledky jsou uvedeny jako P hodnota. Uroveri signifikance je nastavena na hodnotu P < 0,05. P hodnoty < 0,05 jsou napsany kurzivou. IPN, intersticidni plicni nemoci; S, sarkoidéza; LS,
Lofgrenliv syndrom; RTG, rentgenologické stadium; IPF, idiopaticka plicni fibréza; OIIP, ostatni idiopatické intersticidlni pneumonie; HP, hypersensitivni pneumonie.
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H.1. Pfiloha Tabulka 2a Mann-Whitney test porovnavajici BAL bunécny profil u kurakl plus ex-kufakd a nekurakl v jednotlivych IPN skupindch.

Potet kurakd Celkovy Makrofagy Lymfocyty  Neutrofily  Eozinofily Makrofagy  Lymfocyty Neutrofily Eozinofily

IPN + ex-kuiaka vs  Navratnost  pocet bunék relativni relativni relativni relativni absolutni absolutni absolutni absolutni
nekuci lavaze (%) (x10°) pocty (%) polty (%)  polty (%) polty (%)  poclty (x10°) pocty (x10%) pocty (x10°)  pocty (x10°)

SsLS(RTG<1) 15/18 0,349 0,442 0,212 0,280 0,383 0,087 0,415 0,114 0,143 0,121
Sbez LS (RTG<1) 16/64 0,749 0,248 0,174 0,224 0,971 0,266 0,243 0,605 0,430 0,216
SRTG=2 48/113 0,706 0,101 0,147 0,306 0,349 0,263 0,097 0,965 0,642 0,139
SRTG>3 6/26 0,923 0,961 0,809 0,923 0,716 0,120 0,961 0,772 0,790 0,066
IPF 19/22 0,011 0,235 0,604 0,164 0,658 0,550 0,487 0,168 0,261 0,712
OlIPs 32/39 0,894 0,063 0,014 0,014 0,114 0,429 0,024 0,412 0,563 0,173
HP 14/15 0,275 0,484 0,067 0,036 0,444 0,164 0,138 0,138 0,777 0,265

Vysledky jsou uvedeny jako P hodnota. Uroveri signifikance je nastavena na hodnotu P < 0,05. P hodnoty < 0,05 jsou napsany kurzivou. IPN, intersticidIni plicni nemoci; S, sarkoidéza; LS,
Lofgrenliv syndrom; RTG, rentgenologické stadium; IPF, idiopaticka plicni fibréza; OIIP, ostatni idiopatické intersticidlni pneumonie; HP, hypersensitivni pneumonie.
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H.1. Pfiloha Tabulka 2b Mann-Whitney test porovnavajici BAL bunécény profil u kurakd plus ex-kufaka a nekurakl v jednotlivych IPN skupindch.

Pocet kuraka CD3* relativni  CD4* relativni CD8* relativni CD19* relativni Pomér

PN + ex-kufakd vs. potty (%) potty (%) potty (%) POty (%) (pgr /cpa*
nekufraci

SsLS(RTG<1) 15/18 0,614 0,867 0,580 0,856 0,666
Sbez LS (RTG < 1) 16/64 0,123 0,029 0,455 0,204 0,188
SRTG=2 48/113 0,041 0,077 0,769 0,255 0,365
SRTG>3 6/26 0,809 0,681 0,346 0,653 0,809
IPF 19/22 0,850 0,383 0,791 0,079 0,397
OlIPs 32/39 0,367 0,034 0,367 0,840 0,095
HP 14/15 0,445 0,793 0,132 0,414 0,315

Vysledky jsou uvedeny jako P hodnota. Urovef signifikance je nastavena na hodnotu P < 0,05. P hodnoty < 0,05 jsou napsany kurzivou. IPN, intersticialni plicni nemoci; S, sarkoiddza; LS,
Lofgrendv syndrom; RTG, rentgenologické stadium; IPF, idiopaticka plicni fibrdza; OIIP, ostatni idiopatické intersticidlni pneumonie; HP, hypersensitivni pneumonie.
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H.2. Priloha: Vysledky studia bronchoalveolarni mRNA exprese RNA-vazebnych proteini:

H.2. Priloha Tabulka 1: Porovnani mRNA exprese u RNA-vazebnych proteind a jednoho inhibitoru proteolytické aktivity (RECK) mezi ¢tyfmi kontrolnimi
skupinami zahrnujicimi zdravé jedince a pacienty s chronickou plicni obstrukéni nemoci (CHOPN), astmatem a idiopatickymi intersticidlnimi
pneumoniemi (lIP).

CHOPN (n =30) vs Astma (n =19) vs [IP (n=19) vs
Zdravé kontroly Astma IP (n = 19) Zdravé kontroly P (n = 19) Zdravé kontroly (n = 23)
(n=23) (n=19) (n=23)

AUF1 N++e ns NPk ™+ ¥+ M *FEGHH

HuR N+oe ns J* ns N A

NCL N+oe ns G ns NPk M *FEGHH

TIA e ns NPk ns ¥+ M *FEGHH

TIAR ns ns J F** ns NPl PF**4
PCBP2 ns ns J ¥4 ns NPl N F**HHH

RECK N++e ns NPl ™+ ¥+ M *FEGHH

Legenda k H.2. Pfiloha Tabulka 1: P zvysend mRNA exprese; |, snizend mRNA exprese; CHOPN, chronickd obstrukéni plicni nemoc; IIP, idiopaticka
intersticialni pneumonie; ns, neni signifikantni.

Vysledky Mann-Whitney U testu:

Analyza provedena bez ohledu na koureni ++p < 0,01; +p < 0,05

Soucasni kurdci a ex-kuraci ¢¢p <0,01; ¢p < 0,05

Vysledky Dunnova testu mnohondsobného porovnani:

Mnohonasobné porovnani bez ohledu na kouteni p <0,001; **p <0,01; *p < 0,05

Mnohonasobné porovnani u nekurakl: ###p < 0,001; ##p < 0,01; #p < 0,05
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