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Souhrn
Sarkoidéza a idiopaticka plicni fibroza (IPF-UIP) jsou nejcastéjSi difuzni plicni
onemocnéni. Etiopatogeneze téchto nemoci je velmi komplexni a neni dosud zcela
objasnéna. K pochopeni etiopatogeneze miize vyznamné prispét genové i proteinové
expresni profilovani, které miize pomoci urcit klicové molekuly, které se na rozvoji
onemocnéni podileji.

Tato prace je zaméifena na studium vybranych mediatori zanétlivych
a fibrotizacnich procesti u téchto nemoci svyuzitim nejmodernéjSich molekularné
biologickych a proteomickych metod. Kromé identifikace vhodnych referenc¢nich geni
pro normalizaci expresniho profilovani v buiikdch bronchoalveolarni lavaZze (BAL) jsme
studovali prispévek klicového Th1l transkripéniho faktoru, molekul podilejicich se
na Th17 imunitni odpovédi, cytokin/chemokinovou sit a jeji transkriptni a post-
trankrip¢ni regulaci a funkéni dopad polymorfismu v genu pro annexin 11 (rs1049550,
ANXA11). Soucasné jsme hledali vhodné biomarkery pro prognézovani a sledovani
lé¢ebné odpoveédi, a to v séru i BAL tekutiné pacientii se sarkoid6zou i IPF.

Prioritnim vysledkem naseho vyzkumu bylo nejen prokazani zvySené exprese
Th1l transkripéniho faktoru T-bet u sarkoid6zy, ale také korelace exprese tohoto
transkripéniho faktoru T-bet s expresi IFNG a CXCR3 a dalSich klicovych molekul
Ucastnicich se patogeneze onemocnéni. U progredujici sarkoidézy byla zjiSténa zvySena
exprese transkrip¢niho faktoru STAT-3, ktery je klicovym regulatorem Th17 imunitni
odpovédi. Imunohistochemie lokalizovala STAT3 a IL-17 protein v alveolarnich
makrofazich, a také v tkanovych histiocytech, lymfocytech, a to zejména u pacientli
s progresi onemocnéni. Prioritné byl popsdn mikroRNA profil v BAL burikach
u sarkoidézy, ktery zatim ve svétovém pisemnictvi nebyl publikovan. Ddle jsme

charakterizovali komplexni cytokin/chemokinovou sit u sarkoid6zy, vcetné klicové role



transkripcéniho faktoru T-bet a ,fine tuning” pomoci mikroRNA v jeji regulaci. Proteinové
analyzy v séru a BAL tekutiné identifikovaly fadu novych, dosud nepopsanych proteint
u sarkoidozy a IPF-UIP, vCetné kandidatnich proteini vhodnych pro prognézovani
a sledovani 1é¢ebné odpovédi u téchto nemoci. NaSe studie u sarkoid6zy dale potvrdila,
Ze mnosi¢i ochranné alely rs1049550*T v genu ANXA1l nemaji postiZzeni plicniho
parenchymu a tvofi mens$i granulomy ve srovnani s nenosici této alely.

Ziskand data podporuji klicovou roli Thl a Th17 imunitni odpovédi
v etiopatogenezi sarkoiddzy, vcetné prispévku Th1l trankripéniho faktoru na regulaci
cytokin/chemokinové sité. Prokazali jsme také funkéni dopad polymorfismu rs1049550
v genu ANXA11 na tvorbu granulomi u sarkoidézy. Vysledky této prace mohou prispét
k pochopeni mechanismu zanétlivych a profibrotizacnich procesti u pacientti s difiznimi
plicnimi onemocnénimi, a vrhnout tak svétlo na pri¢iny vzniku a pribéh téchto

onemocnéni a pripadné polozit zaklady pro terapeutické vyuziti.



Summary

Sarcoidosis and idiopathic pulmonary fibrosis (IPF-UIP) are two common forms of
interstitial lung disease. Etiopathogenesis of these diseases is very complex and not yet
fully elucidated. The understanding of disease-associated gene and protein expression
profiles may substantially help to identify key molecules contributing to the
pathogenesis of sarcoidosis and IPF.

This work is focused on the study of selected mediators of inflammatory and fibrotic
processes in sarcoidosis and IPF using the latest molecular biological and proteomic
methods. Besides the identification of suitable reference genes for the normalization of
the expression profiling in bronchoalveolar lavage (BAL) cells, we studied the
contribution of key Th1 transcription factor, molecules involved in Th17 immune
response, cytokine/chemokine network and its transcriptional and post-transcriptional
regulation, and functional impact of polymorphism in annexin 11 gene (rs1049550,
ANXA11). At the same time, we were looking for useful biomarkers for predicting and
monitoring treatment response in serum and BAL fluid of patients with sarcoidosis and
IPF.

The primary result of our research was not only demonstration of increased
expression of Th1 transcription factor T-bet in sarcoidosis but also the correlation of
expression of this transcription factor with INFG and CXCR3 expression, and with other
key molecules involved in the pathogenesis of the disease. In progressive sarcoidosis,
increased expression of the transcription factor STAT-3, which is a key regulator of Th17
immune response, was reported. Immunohistochemistry localized STAT-3 and IL-17
proteins in alveolar macrophages as well as in tissue histiocytes and lymphocytes,
particularly in patients with progressing disease. Importantly, we described the

microRNA profile in BAL cells in sarcoidosis, which has not been published yet.



Furthermore, we characterized the complex cytokine/chemokine network
in sarcoidosis, including the key role of the transcription factor T-bet in its regulation
and microRNAs in its "fine tuning". Protein analysis in serum and BAL fluid identified
a number of novel proteins in sarcoidosis and IPF, not previosly reported in these
diseases, including candidate proteins useful for prediction of disease development and
monitoring the response to therapy in these diseases. In sarcoidosis, our study further
confirmed that the carriers of protective ANXA11 rs1049550*T allele did not displayed
impaired lung parenchyma and formed smaller and less granulomas compared to non-
carriers of this protective allele.

Obtained data support the crucial role of Thl and Th17 immune responses
in etiopathogenesis of sarcoidosis, including the contribution of Th1 transcription factor
in the regulation of cytokine/chemokine network. We also demonstrated the functional
impact of polymorphism ANXA11 rs1049550 on granuloma formation in sarcoidosis.
The results of this study may help to understand the mechanism of inflammatory and
profibrotic processes in patients with diffuse lung diseases, and thus shed light on the

causes and course of the disease and possibly be used in therapy.
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1. Uvod

Difazni plicni onemocnéni (DPO), nékdy téz intersticialni plicni procesy (IPP), jsou
heterogenni skupinou onemocnéni postihujicich dychaci Ustroji, ktera je
charakterizovana akutnim i chronickym zanétem a obvykle irreverzibilnim procesem
fibrozy intersticia a alveolarnich prostor (DuBois 2003). K nej¢astéjSim intersticidlnim
plicnim onemocnénim patii sarkoidéza (S), idiopaticka plicni fibréza (IPF-UIP,
kryptogenni fibrotizujici alveolitida), exogenni alergickd alveolitida (EAA), plicni
postiZeni vramci systémového onemocnéni pojiva a polékové postiZzeni plic.
KvzacnéjSim patii plicni vaskulitidy, lymfangioleiomyomatéza, granulomatéza
z Langerhansovych bunék, alveolarni lipoproteinéza, alveolarni mikrolitidza, tuberézni
skleréza a dalsi.

Jedna se tedy o velmi Sirokou skupinu relativné vzacnych onemocnéni, kterym
diky frekvenci svého vyskytu a zavaznosti dominuji dvé klinické jednotky: sarkoid6za
a idiopaticka plicni fibréza, jejichZ studiu se vénuje i predkladana prace.

Sarkoidéza a dalsi IPP jsou prevdzné onemocnéni typické bunécnou infiltraci
plicnich sklipkli a vmezerené (intersticidlni) tkané v dlsledku alveolarniho
a intersticidlniho zanétu. Dochazi k patologické zméné struktury alveoll, k ukladani
extracelularnich latek a dalSimu rozvoji zanétlivé reakce, coZ vede ke sniZzeni funkcni
kapacity plic. NejzavaznéjSim reprezentantem skupiny je IPF-UIP onemocnéni, pfi némz
dochazi k rozsdhlému a nevratnému jizveni plicni tkané, které ptisobi pozvolnou ztratu
funkce plic a dechovou nedostate¢nost. Pii diagnostice IPP maji nezastupitelnou roli
zobrazovaci techniky. DalSim dilezitym vySetfenim je pak bronchoalveolarni lavaz
a plicni biopsie-bronchoskopicka (transbronchialni) nebo chirurgicka.

Etiopatogeneze téchto nemoci jsou velmi komplexni a nejsou dosud zcela

objasnény. K pochopeni etiopatogeneze miiZe vyznamné prispét genové i proteinové
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expresni profilovani, které miize pomoci urcit klicové molekuly, které se na rozvoji
nemoci podileji. Tato prace je proto zaméfena na analyzu expresnich profili (RNA,
proteinti) vybranych molekul ucastnicich se zanétlivych a profibrotizacnich procesi
u pacientti s DPO. Zejména sledovani expresnich profilti (EP) chemokint, cytokint, jejich
receptorti a dalSich molekul podilejicich se na aktivaci fibroblastli, tvorbé proteini
extracelularni matrix a regulaci zanétu je predmétem této prace. Znalost EP mize
v budoucnu prispét k objasnéni patogenetickych mechanizmt fibrotizace, k rozsiteni
klasifika¢niho schématu fibréz dalsich plicnich nemoci charakteristickych velmi Spatnou
prognoézou, umozni stratifikovat pacienty s rizikem fibrotizace a sledovat 1é¢ebnou
odpovéd.

’

Vystupy téchto analyz umoZnuji v mnoha pripadech novou projekci
etiopatogeneze chorobnych procest surcenim kandidatnich molekul pro prakticky

odraz v diagnostice, prognézovani a neposledni radé i v terapii téchto onemocnéni.



2. Teoreticka cast

2.1 Sarkoidoza

Sarkoidéza je multisystémové granulomatézni onemocnéni neznamé etiologie, které se
vyznacuje akumulaci aktivovanych imunokompetentnich bunék (T-lymfocyta
a makrofagli) v misté aktivniho zanétu (ATS/ERS/WASOG Statement on sarcoidosis
1999, Kolek 1998). Obvykle postihuje pacienty mladého nebo stiredniho véku, nejcastéji
7eny mladsi 40 let. Prevalence sarkoidézy kolisa mezi 6-213/100 000 obyvatel, v Ceské
republice je incidence tohoto onemocnéni 3,1/100 000 obyvatel (LoStakova 2013).

PrestoZe se jedna o systémové onemocnéni, velmi Casto se sarkoid6za projevuje
ve formé klinicky limitované pouze na plice (Kolek 1998). U priblizné 50 % pripadd se
ovSem setkdvdme také s mimohrudnim postizenim, které byva ve vice nez 90 %
asociovano s plicni sarkoidézou (Rodrigues 2011). PostiZzeny vSak mohou byt vSechny
organy, nejcastéji to byvaji lymfatické uzliny, oci, kliZe, jatra, slezina a srdce (Zurkova
2014). Pro toto onemocnéni je typickd pritomnost nekazeifikujicich epiteloidnich
granulomi v postiZenych tkanich (Kolek 1998).

Nemoc miiZe byt zcela asymptomatickd; u Kklinicky manifestni sarkoidézy
dochazi u témér poloviny pacientii k spontanni nebo lé¢bou navozené remisi (Baughman
2003), u 10-20 % pacientli vSak zanét progreduje ve fibrézu (Baughman 2003, Kolek
2011).

Skiagram hrudniku je zakladnim vySetfenim nejen pro stanoveni diagnozy,
ale predevSim pro urceni stadia onemocnéni. Nékdy se tak odhali jinak Klinicky
asymptomatické onemocnéni. Podle ndlezli na skiagramu hrudniku rozliSujeme
rentgenologické (RTG) stadium I aZ IV (Obrazek 1):

[ - postiZeni nitrohrudnich uzlin (spontdnni remise u 60-90 %)



II - zvétSené uzliny + infiltrace plic (spontanni remise u 40-70 %)
[II - pouze plicni infiltrace (spontanni remise u 10-20 %)

IV - fibréza s priikazem vostiny (Uplné ireverzibilni)

Stadium I

.

s
%

Stadium III Stadium IV

Obrazek 1. Skiagram hrudniku. Jednotliva RTG stadia sarkoidézy. Z archivu MUDr. M. Zurkové,
Ph.D.

2.1.1 Etiologie a patogeneze sarkoidozy

Etiologie onemocnéni neni stile objasnéna. Predpoklada se, Ze sarkoid6za je vyvolana
pritomnosti nezndmé noxy antigenni povahy, kterd docasné perzistuje v tkani
a vyvolava abnormalni imunitni reakci u geneticky predisponovanych jedinct (Kolek
2011, Nunes 2005, McGrath 2001). Jako potencidlni ptvodci sarkoidézy byla také
zvazovana Fada infek¢nich agens (Mycobacterium tuberculosis, Propionibacterium acnes,

Chlamydophila pneumoniae, viry, mykobakteriofdgy a dalsi) a neinfekcnich agens (kovy,
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talek, pyl borovic, jil, Skrob), ktera vSak doposud nebyla jednoznacné potvrzena (Kolek
2011, Baugham 2003). Diskutabilni je i pravdépodobny podil environmentalnich faktort
(inhalace skodlivych plynt, prachii a kovii) na patogenezi onemocnéni (Kolek 2011).
Novéjsi studie se dokonce priklani ke klicové uloze kovii jako spoustéce tohoto
onemocnéni (Bindoli 2016).

Z imunologického hlediska je pro sarkoidézu typicka akumulace aktivovanych
CD4+ T-lymfocyti a makrofagl v postizenych tkanich. Pri vySetieni bronchoalveolarni
lavaze (BAL) je typickd pritomnost lymfocytarni alveolitidy se zvySenym
imunoregula¢nim indexem (pomér CD4+ a CD8+ lymfocytt). Vznika tak oligoklonalni
bunécna odpovéd s typickou akumulaci CD4+ Th1-lymfocytt a aktivovanych makrofagi
v misté postizeni, kde dochazi k expresi cytokinti (interleukiny IL-12, IL-18, interferon
gamma (IFNG) a tumor nekrotizujictho faktoru alfa (TNF-alfa)), chemokind a jejich
receptorii (CCL5, CXCR3, CXCR6) (Miyara 2006). Soucasné poznatky poukazuji také
na vyznam Th17 bunék vrozvoji granulomatézni i alveolitické faze onemocnéni
a progresi k fibréze, ve spolupraci také s T-regulacnimi (T-reg) bunkami (Facco 2011,
Miyara 2006) (Obrazek 2).

Dilezitou roli v patogenezi sarkoiddzy hraje genetickd predispozice (Fischer
2014, Spagnolo 2013, Fingerlin 2015). V této souvislosti byl u pacientd se sarkoidézou
popsan vyssi vyskyt HLA A1, B8, B13, B27 a DR3 ve srovnani se zdravymi jedinci.
Nékteré asociace byly popsany ovSem pouze u nékterych populaci. Mezi
nejkonzistentnéjsi nalezy patii asociace HLA alel DRB1*03 a DQB1*02 s akutni formou
nemoci nazyvanou Lofgrentv syndrom (LS) (Sato 2002, Mrazek 2005, Spagnolo 2008).
Naopak u pacientti s progredujicim onemocnénim byla popsdna asociace s alelami HLA-
DRB1*15 (Rutherford 2004, Voorter 2005) a HLA-DQB1*06:02 (Voorter 2005).

Dale byla popsana celd rada asociaci mezi dalSimi kandidatnimi geny

a sarkoido6zou, jejichZ vyCet by byl nad ramec této prace. Mezi nejvyznamnéjsi nalezy
5



patfi asociace s genem koédujicim butyrofilin (BTNL2, rs2076530) (Valentonyte 2005,
Rybicki 2005, Adrianto 2012), ktery se podili na aktivaci a regulaci T-lymfocyt(. Dalsi
kandidatni geny byly nominovany na zakladé celogenomovych asociac¢nich studif
(GWAS). Jednim znich je gen kodujici annexin 11 (ANXA11, rs1049550) (Hofmann
2008), ktery byl potvrzen v radé populaci (Mrazek 2011, Levin 2013, Adrianto 2012,
Zhou 2016). Byla popsana i fada polymorfism modifikujicich onemocnéni, jde o geny
cytokint a jejich receptorti TNF-alfa, IL-6, IL-14A, IL-1 beta, CCR5, CCR2, TGF-beta aj.

(Mrazek 2011, Levin 2013, Adrianto 2012, Zhou 2016).
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Obrazek 2. Imunopatogeneze sarkoiddzy.
(Prevzato: https://www.hindawi.com/journals/ijcd/2013/928601/#B2).



2.2 Idiopaticka plicni fibréza (IPF)

Idiopaticka plicni fibréza (IPF) patfi mezi nejobtiznéji 1éCitelné a zaroven prognosticky
nejzavaznéjsi plicni nemoci (Obrazek 3). Soucasna definice popisuje IPF jako
specifickou formu chronické progredujici fibrotizujici intersticidlni pneumonie
postihujici pouze plice a spojené s histopatologickym a/nebo radiologickym obrazem
obvyklé intersticialni pneumonie (UIP) (Raghu 2011, Vasakova 2011, Vasakova 2014).
Diagnoéza IPF vyZaduje vylouceni jinych forem intersticidlnich pneumonii, zvlasté ostatni
idiopatické intersticialni pneumonie (IIP), systémové nemoci pojiva a intersticidlni
plicni procesy (IPP) spojené s expozici vliviim prostredi.

Vyskyt IPF je nejcastéjSi v dospélém veéku nad 50 let. Typickymi klinickymi
symptomy u IPF je postupné progredujici pondmahova dusnost a neproduktivni kasel.
Pokud je onemocnéni vcasné diagnostikovano a je zahdjena antifibroticka 1écba, lze
onemocnéni pozitivné 1é¢ebné ovlivnit, a tim vyrazné zlepSit prognézu nemocnych
(Vasakova 2014). IPF je onemocnéni se zavaznou progndzou, primérné pieZivani
pacientt je 3,2-5 let (Khalil 2004). Nejcastéjsi pricinou smrti je respiracni selhani (40 %
pacientli) (ATS/ERS international consensus statement IPF 2000).

IPF postihuje asi 5 miliont lidi na celém svété. V CR probé&hlé epidemiologické
studie (Kolek 1995, Homolka 1999) odhaduiji incidenci IPF na 1/100 000 obyvatel. IPF
nema dle provedenych vyzkumi Zadnou jednoznac¢nou geografickou, socialni a rasovou

distribuci. Obvykle se vyskytuje sporadicky, familiarni ptripady jsou vzacné (5 %).



Obrazek 3. HRCT plicni fibrézy. Z archivu MUDr. M. Zurkové, Ph.D.

2.2.1 Etiologie a patogeneze IPF

Etiologie IPF je neznama. Je také povaZovana za multifaktoridlni nemoc, na které se
podileji hereditarni faktory ve spojitosti s faktory prostredi. Nékteré faktory prostiedi,
jako jsou koureni a nékteré druhy zaméstnani, byly asociovany s vyssi incidenci IPF
(Khalil 2004).

Predpoklada se, Ze IPF vznikd jako odpovéd na neznamy stimulus, jenZ
zpusobuje opakované poskozeni vystelky plicnich sklipki, vyustujici v nekontrolované
a progredujici jizveni. Na zac¢atku patologického procesu u IPF pravdépodobné dochazi
k obnazZeni bazdlni membrany, aktivaci fady cytokind, chemokini a enzymi
a alternativni aktivaci alveolarnich makrofagi, které se pak podileji na dal$im rozvoji
a udrZovani procesu fibroprodukce a jizveni plicni tkané (Noble 2003). Pro IPF je
charakteristické selhani alveolarni reepitelizace, perzistence fibroblastli v plicni tkani,
nadmérnd tvorba extracelularni matrix a z toho plynouci zména plicni architektury,
ktera konciva respiracnim selhanim. Nedavné studie prokazaly, Ze ke vzniku IPF miiZe

prispivat také autoimunitni reakce (Rangarajan 2016, Feghali-Bostwick 2011, Donahoe



2015). Perspektivy zacileni na autoimunitni procesy v terapii bylo prokazano u IPF
pacienti s exacerbacemi (Donahoe 2015).

Také v pripadé IPF se predpoklada vliv genetickych faktordi, které zvysuji
vnimavost k onemocnéni a mohou mit také podil na heterogenité onemocnéni z hlediska
podstatnych rozdili v klinickém pribéhu a piezivani u postizenych jedinct (Spagnolo
2014, Zhou 2016, Garcia 2011, Kropski 2013). Mezi klicové geny predisponujici k rozvoji
IPF patii geny kodujici telomerasu (TERT a TERC) (Mushiroda 2008). Dale byly popsany
mutace v genech kddujicich proteiny plicnitho surfaktantu (SFTPC a SFTPA2) (van
Moorsel 2010), které ovliviiuji alveolarni epitelidlni buriky. Soucasnd prace také
prokazala vliv vybranych polymorfismi v genech TOLLIP a MUC5B na ucinnost
imunosupresivni a antioxida¢ni 1é¢by u IPF (Lozano-Wilhelmi 2015). Mezi dal$i geny
predisponujici k IPF patii geny koédujici cytokiny (typu Th2 imunitni odpovédi)
(Vasakova 2009), metaloproteinazy (MMP7) a dalsi, které zvysuji sklon

k fibroproliferativnimu hojeni plicni tkané.
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2.3 Metody zaloZené na PCR

Metody molekularni biologie umoZniuji analyzu biologicky vyznamnych molekul,
zejména téch, které nesou a nasledné uskutecCiiuji genetickou informaci - nukleovych
kyselin a bilkovin. Dnes nejuzivanéjSi metody v diagnostice jsou zaloZeny
na polymerazové retézové reakci (PCR). Vyhody metod zaloZenych na PCR spocivaji
predevsim ve vysoké specifi¢nosti, citlivosti, moZnosti standardizovaného pristrojového
provedeni s minimalnim mnozZstvim biologického materialu potrebného k vySetieni, coz

prispiva k dosazeni vcasnych a presnych vysledki.

2.3.1 Reverzni transkripce

Analyza exprese gend na urovni RNA ma velky vyznam v zakladnim lékaiském,
farmaceutickém a obecné biologicky orientovaném vyzkumu. Urcovani pritomnosti RNA
ma rovnéz vysokou vypovédni diagnostickou hodnotu. V soucasné dobé jsou tradi¢ni
metody identifikace pritomnosti mRNA nahrazovany metodou RT-PCR, kterd spociva
v reverzni transkripci RNA na komplementarni DNA (cDNA) a nasledné amplifikaci
cDNA fragmentu polymerazovou retézcovou reakci. Vyhody této metody spocivaji
v rychlosti, snadnosti provedeni a nezavislosti na pouziti radioaktivnich latek.

V této praci byla syntetizovana cDNA z mRNA, kterd podléha posttranskripéni
modifikaci - polyadenylaci. Procesem polyadenylace jsou na 3' konci mRNA navazany
adeninové nukleotidové sekvence, které v bunkach usnadiuji transport mRNA z jadra
do cytoplazmy a prispivaji k vétsi stabilité mRNA. Schéma revezni transkripce vyuzivané
v této praci je uvedeno na Obrazku 4. Nasledné ziskana cDNA slouzila k amplifikaci

pomoci PCR.
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Obrazek 4. Schéma reverzni transkripce svyuzitim anchored oligo dT primert
(Prevzato: www.lifetechnologies.com)

2.3.2 Real-Time PCR

Real-time PCR (quantitative PCR, q-PCR) je metoda umozZnujici pfesnou kvantifikaci
cilové cDNA sekvence ve vzorku. VyuZiva se zde nékolika moZnosti detekce. VSechny
jsou zaloZeny na narulstu fluorescen¢niho signalu vlivem zvysujiciho se poctu nové
syntetizovanych molekul DNA. Principidlné nejjednodussi je metoda vyuzivajici
fluorescencnich barviv, ktera se interkaluji mezi baze DNA (napi. Sybr Green),
nartstajici fluorescence pak odpovida vzrlstajicimu mnoZstvi DNA ve vzorku.
V soucasnosti je ovSem asi nejvice rozsifend metoda vyuZivajici 5’-exonukleasové
aktivity DNA polymerasy. KlicCovym bodem je zde pouZiti oligonukleotidu - sondy
(nejcastéji TagMan sondy), ktera se specificky vaZe na sekvenci mezi obéma primery.
Sonda je na jednom svém Kkonci oznacena fluorescen¢ni znackou a na druhém Kkonci
zhaSecem fluorochromu. Pri syntéze komplementarnich vldken hydrolyzuje DNA
polymerasa diky své 5’-exonukleasové aktivité TagMan sondu, dojde k uvolnéni
navazaného fluoroforu a k nartistu fluorescence, ktera je detekovana a zaznamenana
v readlném case (Obrazek 5). Na zakladé standardizacnich Kkiivek lze presné

kvantifikovat mnoZstvi cilové cDNA sekvence ve vzorku.
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Obrazek 5. Znazornéni qPCR procedury svyuzitim fluorescencné znacenych sond
(prepracovano podle www.labguide.cz).

2.3.3 ,Antibody-based Proximity Extension Assay“ technologie (PEA)

Tato inovativni, vysoce senzitivni metoda s velkym dynamickym rozsahem umoziiuje
stanoveni limitnich koncentraci proteini pouze z1 ul séra, plazmy nebo témér
jakéhokoli jiného typu biologického materidlu. S vyuZitim imunologickych C¢i
onkologickych panel umoZiuje tato vysokokapacitni metoda stanovit az 92 biomarkert
u 96 vzorkid béhem jedné analyzy.

Metoda pracuje na principu ELISA rozpoznanim cilového proteinu pridanou
dvojici protilatek. Kazda dvojice protilatek obsahuje navazané specifické sekvence

oligonukleotidd. Pouze po rozpoznani analytu a nasledném navazani obou protilatek
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miZze dojit khybridizaci a nasledné amplifikaci DNA spostupné pridanymi
amplifikacnimi primery. Real-time PCR produkt je pak detekovan a kvantifikovan HD
Systémem BioMark (Fluidigm Corporation, South San Francisco, CA) (Obrazek 6).

Tato kombinace Kklasické imunochemické reakce sPCR technikou umozZiuje
detekovat proteiny v dynamickém rozsahu nékolika radd a az s 100x vyssi citlivosti

ve srovnani s klasickou metodou ELISA.

1. Inkubace 2. Extenze 3. Detekce

oS

ot mj ﬂ%

Obrazek 6. Schématické znazornéni principu ,Antibody-based Proximity
Extension Assay"“. (Pirevzato: http://www.olink.com/data-you-can-trust/technology/)
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3. Cile prace

Cilem disertani prace bylo studovat genové a proteinové expresni profily vybranych
kandidatnich molekul dcastnicich se zanétlivych a profibrotizacnich procest u pacienti
s difdznimi plicnimi onemocnénimi s vyuzitim molekularné biologickych metod
zaloZenych na principu PCR.

Prace byla rozdélena do nékolika dil¢ich celki:

3.1 Hledani vhodného referen¢niho genu pro normalizaci qRT-PCR pro bunky
bronchoalveolarni lavaze (BAL)

3.2 Studium exprese klicového Th1 transkrip¢niho faktoru T-bet a jeho regula¢niho
vlivu na geny asociované se sarkoidézou

3.3 Role Th17 imunitni odpovédi u progrese sarkoidézy

3.4 Prispévek transkrip¢ni a post-transkrip¢ni regulace na cytokin/chemokinovou
sit’ u plicni sarkoidézy

3.5 Studium proteinovych expresnich profild v séru a BAL tekutiné u pacientli
s idiopatickou plicni fibrézou (IPF-UIP) a sarkoidézou a jejich klinické vyuZziti

3.6 Studium funk¢niho dopadu polymorfismu ANXA11 rs1049550 u sarkoidézy
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4. Prakticka cast

4.1 Hledani vhodného referen¢niho genu pro normalizaci qRT-PCR

pro buiiky bronchoalveolarni lavaze (BAL)

4.1.1 Uvod do problematiky

Kvantitativni polymerazova retézova reakce (qRT-PCR) se stala nasi metodou volby
pro expresni studie genid asociovanych se sarkoid6zou u Kklinickych vzorkl pacientt
s timto onemocnénim. Aby vSak bylo moZné presné kvantifikovat zmény na urovni
exprese cilovych genti qRT-PCR, a tudizZ i méreni mnozstvi vzniklych transkripti mRNA,
je treba stanovit gen(y), jejichz produkce (tj. mnozstvi vzniklych transkriptii) zdstava
konstantni (standardni) bez ohledu na funk¢ni stav buniky (Bustin 2005). Tyto geny se
nazyvaji ,referencni“ nebo také ,housekeepingové“ geny a v idedlnim piipadé by mély
byt konstitutivné exprimovany ve vSech typech bunék a nemély by byt ovlivnény
onemocnénim, ani experimentalnimi postupy a podminkami (Dheda 2004). Ackoli jsou
housekeepingové geny exprimovany vSemi buiikami, jejich exprese se liS{ mezi raznymi
typy bunék/organti (Hsiao 2001, Warrington 2000). PouZiti vhodnych referencnich
genl pro urcity druh vzorku a experimentalni podminky by mélo byt proto vzidy
ovéreno.

Scilem provést genové profilovani v buiitkdch bronchalveolarni lavaZe (BAL)
ziskané u pacientt s intersticidlnimi plicnimi nemocemi bylo nutné najit gen(y) vhodné
pro normalizaci mRNA exprese cilovych genli v BAL bunikdch. Navrhli jsme skupinu
kandidatnich genti: 1) geny bézné pouzivané k normalizaci v literature (ACTB, GAPDH,
G6PD) (Zhao 2006, Ye 2005, Choi 2006), 2) geny s nejkonstantnéjsi expresi u 19 tkani

dle mikrocipovych studii uvadénych v literature (ARF1, CANX, GPS1, PSMB2, PSMD2)
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(Hsiao 2001, Warrington 2000) a 3) geny validované u bronchoalveolarnich makrofaga
u chronické obstrukéni plicni nemoci (GNB2L1, RPL32) (Ishii 2006).

Volba spravného ,normalizatoru“ ma zasadni vliv na spravnost vysledki
ziskanych kvantitativni polymerazovou retézovou reakci (qRT-PCR), nebot stabilné
exprimovany gen(y) umozZni normalizovat rozdily v kvalité a kvantité ziskané RNA mezi
jednotlivymi Kklinickymi vzorky. Abychom ovérili vhodnost vybéru navrhovanych
referencnich genti v BAL bunkach, sledovali jsme stabilitu jejich mRNA exprese
v zavislosti na BAL bunécném profilu u rtznych respira¢nich onemocnéni a soucasné

také vliv proménnych jako byly koureni, pohlavi, 1é¢ba a vék.
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4.1.2 Metody
4.1.2.1 Studovany soubor

Skupina studovanych jedinci byla rozdélena do dvou kohort, priCemz u obou byl
proveden odbér BAL dle standardniho postupu (Petrek 1993). Prvni kohortu tvorilo
71 pacientd s plicnimi nemocemi, ktefi byli diagnostikovani vletech 2004-2008
ve Fakultni nemocnici Olomouc. Diagnéza byla stanovena dle kritérii mezinarodnich
standardl pro jednotlivd onemocnéni. Blizsi klinicka a laboratorni charakteristika je

uvedena v Tabulce 1.

Tabulka 1. Charakteristika pacientti 1. kohorty (n=71)

1. kohorta pacientii

Plicni onemocnéni

Intersticialni*/ nadory 26/19/26
plic/CHOPN

45/26
35/36
28/10/3

Lécba pired odbérem BAL 47/24
37/28
16/19
18/17
15/20

*Skupina intersticialnich plicnich onemocnéni zahrnovala tato onemocnéni: Sarkoidéza,
Idiopaticka intersticialni plicni pneumonie, Sekundarni fibréza, Azbest6za, Lipoproteindza a
Siliké6za.

tHrani¢ni hodnoty pro pocty bunék v BAL byly stanoveny dle Meyer a spol (Meyer 2004):

makrofagy > 85 %, lymfocyty < 11 %, neutrofily < 3 %, eozinofily < 1 %, N - negativni,
P - pozitivni.

Druhou kohortu zvolenou pro validaci stability mRNA exprese studovanych
referencnich genl tvorilo 63 pacientli se sarkoid6zou a 17 kontrolnich jedincu.
Kontrolni skupina podstoupila BAL vySetfeni kvili nezanétlivému onemocnéni
(psychogenni kaSel, kaSel asociovany s gastroesofagedlnim refluxem nebo plicni

hypertenze). VSichni kontrolni jedinci méli normadlni vysledky cytologického,
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imunologického a mikrobiologického vySetfeni a také normalni pomér CD4+/CD8+.

Dalsi charakteristiky podskupin 2. kohorty jsou popsany v Tabulce 2.

Tabulka 2. Charakteristika pacientti 2. kohorty (n=80)

Sarkoiddza Kontrolni

n=63 skupina
n=17

26/37 11/6

18/45 5/11/1

17/46

11/52

15/48

14/49

56/7

58/5

tHrani¢ni hodnoty pro pocty bunék v BAL byly stanoveny dle Meyer a spol (Meyer 2004):
makrofagy > 85 %, lymfocyty < 11 %, neutrofily < 3 %, eozinofily < 1 %, N - negativni,
P - pozitivni.

Tato studie byla schvalena etickou komisi Lékat'ské fakulty Univerzity Palackého

a Fakultni nemocnice Olomouc. VSechny subjekty podepsaly informovany souhlas

s vyuzitim biologického materialu k diagnostickym i vyzkumnym tcellim této studie.

4.1.2.2 Zpracovani BAL bunék, qRT-PCR

BAL buriky (0,5 - 1,5 x 10°) byly separovany od BAL tekutiny centrifugaci (400 g, 20 min,
4°C), dvakrat promyty 10 ml fosfatového pufru (PBS) (Exbio, Olomouc, CR).
Po okamzitém piidani 300 pul RNA lateru (Ambion, Austin, TX, USA) byly bunky
skladovany pfti teploté 4°C pres noc a nasledné pri teploté -20°C. Doba zpracovani BAL
bunék od jejich odbéru do doby ptidani protektivniho cinidla RNA lateru nepiesahla
2 hodiny.

Celkova RNA byla z BAL bunék izolovana s pouZitim izola¢niho kitu mirVana™

miRNA (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) dle doporuceni vyrobce. Reverzni
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transkripce byla provedena pomoci Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kitu
(Roche, Mannheim, Némecko) pti 50°C po dobu 60 min ve tfech opakovanich pro kazdy
vzorek a skladovana pfri -20°C aZ do pouziti.

Pro méreni genové exprese vybranych genti (Tabulka 3) byla pouzita metoda
qRT-PCR se 100 nM fluorescen¢né znacenymi sondami LNA (Univerzal Probe Library;
Roche Applied Science, Indianapolis, USA) a 900 nM primery (Metabion, Mnichov,
Némecko). 25 pl PCR reakéni smési bylo pripraveno takto: 5 pl cDNA (coZ odpovida
20 ng vstupni RNA) bylo pridano k 20 pul PCR-mixu (Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA). Po pocate¢ni denaturaci (94°C, 15 min) byla provedena v 40 cyklech
amplifikace cDNA (94°C, 45 sa 60°C, 30 s) na pristroji RotorGene 3000 (Corbett
Research, Sydney, Austrdlie). Relativni exprese byla vypoctena s pouzitim metody druhé
derivace (RotorGene Software 06.01.71, Corbett Research, Sydney, Australie), cDNA
z lidské univerzalni referentni RNA (Stratagene, La Jolla, CA, USA) byla pouZita jako

kalibrator (v kvadruplikatech) v koncentraci 1,25 ng vstupni RNA.

Tabulka 3. Popis studovanych genti

Actin, beta NM_001101.2 Cytoskeletalni
strukturalni protein

ADP-ribosylation factor 1 NM_001658.3 Aktivator fosfolipazy D

Calnexin NM_001746.3 Molekularni chaperon

Glucose-6-phosphate dehydrogenase X03674.1 Produkce NADPH

Glyceraldehyde-3-phosphate NM_002046.3 Glykoliza¢ni enzym

dehydrogenase

Homo sapiens guanine nucleotide NM_006098.4 Receptor aktivace C-

binding protein (G protein), beta kinazy

polypeptide 2-like 1

G protein pathway suppressor 1 U20285.2 Supresor G proteinu

Proteasome (prosome, macropain) NM_002794.3 Stépeni peptidi

subunit, beta type, 2

26S proteasome subunit p97 D78151.1 Stépeni peptidt

Ribosomal protein L32, transcript NM_000994.3 Ribosomalni protein

variant 1

Interferon gamma NM_000619.2 Cytokin
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Logaritmicka transformace relativnich hodnot genové exprese byla provedena
pomoci softwaru SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Pro porovnani stability genové
exprese byly pouzity nasledujici statistické testy: Test rovnocennosti (Wellek 2003,
Haller 2004), BestKeeper (Pfaffl 2004), geNorm (Vandesompele 2002) a NormFinder
test (Andersen 2004). Normaliza¢ni faktory pro jednotlivé geny a genové pary byly

vypocteny podle Vandesompele a spol (Vandesompele 2002).

4.1.3 Vysledky

Abychom vyhodnotili stabilitu genové exprese studovanych referencnich gend,

porovnali jsme hodnoty mRNA exprese BAL bunék vsSech pacientii z prvni kohorty.

vV

nalezena

u genu PSMB2 (primér Ct+SD, 23,66+0,86) a RPL32 (18,65+0,92) (Obrazek 7).

350

A
dy %

100

Take off value (CTt)
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RPL32 ACTE ARF1 GERD AN
GAPDH EPS1 PSMD2 GMB2L1 PSMBZ

Obrazek 7. Expresni profily 10 referencnich gent v BAL buiikach pacientii 1. kohorty
(n=71). Data jsou prezentovana jako krabicové grafy, kde hranice boxl predstavuji 25-75
percentil a linie mezi nimi vymezuje hodnotu medianu. Hrani¢ni linie znazornuji minimalni
a maximalni hodnoty.
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Pro potvrzeni této skuteCnosti byly pouZity Ctyri statistické pristupy: Test
rovnocennosti, BestKeeper test, geNorm test a NormFinder test, které srovnavaly
stabilitu testovanych gentl v zavislosti na pohlavi pacientti, véku, koureni, 1éCby, typu

onemocnéni a poctu bunék v BAL (Obrazek 8).
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Obrazek 8. Test rovnocenosti pro srovnani stability exprese 10 referenc¢nich gent
u pacientti 1. kohorty v zavislosti na proménnych parametrech. V grafu jsou znazornény
priameéry a intervaly spolehlivosti log2 transformovanych relativnich expresi. Osa Y znazornuje
fold change hodnoty exprese v ramci podskupin.
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S cilem potvrdit skute¢nost, Ze geny PSMB2 a RPL32 jsou nejstabilnéjsi referencni
geny u BAL bunék prokdzané analyzou u prvni kohorty pacientli, provedli jsme tato
srovnani také u druhé kohorty (63 pacientli se sarkoidézou a 17 kontrolnich jedincti).
Stabilitu referencnich genli jsme testovali v zavislosti na vlivu téchto proménnych:
pohlavi, status koureni, klinické charakteristiky, pritomnost Loéfgrenova syndromu,
postizeni mimoplicnich organi a diferencialni poc¢ty bunék v BAL. Z deseti testovanych
referencnich genti, pouze geny PSMB2 a RPL32 vykazovaly stabilni expresi v zavislosti
na sledovanych proménnych.

Na ptikladu demonstrovat vliv pouZiti vhodného referen¢niho genu na vyslednou
expresi studovanych cilovych genti v BAL buiikach, jsme vybrali cytokin interferon
Pro srovndni mRNA exprese tohoto cytokinu mezi pacienty a Kkontrolami
2. kohorty jsme pouzili nami validované referencni geny PSMB2 a RPL32 a také tradi¢ni
referencni geny ACTB a GAPDH.

Relativni hladiny mRNA exprese IFNG byly vyssi u pacientli se sarkoid6zou nez
u kontrolni skupiny, pokud jsme pouzili pro normalizaci gen PSMB2 (fold change+SD:
2,56%1,62; p=0,004), pripadné gen RPL32 (2,58+1,46; p=0,004) nebo jejich kombinaci
PSMB2-RPL32 (2,44+1,20; p=0,02). Pokud byly knormalizaci pouZity geny ACTB
(2,42+1,71; p=0,053) nebo GAPDH (1,95+1,48; p=0,09), mRNA exprese IFNG se nelisila

mezi obéma skupinami (Obrazek 9).
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Obrazek 9. Srovnani relativni (pomér exprese cilového genu/referencniho genu) mRNA exprese
genu IFNG v bunkach BAL pacientl se sarkoid6zou (S, n=63) a kontrolnich jedinct (C, n=17)
pii pouziti rozdilnych referencnich genti nebo jejich kombinaci. Data jsou prezentovana jako fold
change relativni exprese, hranice boxi predstavuji hodnoty SD. * p<0,05.

4.1.4 Zaveér

V této studii zamérené na identifikaci stabilnich referen¢nich genti byly geny PSMB2
a RPL32 vyhodnoceny jako geny s nejkonstantnéjSi genovou expresi u BAL bunék.
Naopak geny ACTB a GAPDH se ukazaly jako nevhodné pro normalizaci qRT-PCR u dvou
nezavislych soubori plicnich vzorkd. Exprese PSMB2 a RPL32 nebyla ovlivnéna Zadnym
ze studovanych parametri (kouteni, pohlavi, 1éc¢ba, vék, typ plicniho onemocnéni
a bunécny profil BALu). Na prikladu cytokinu IFNG, jehoZ mRNA exprese je zvySena

u sarkoidézy, jsme ilustrovali klinickou relevanci volby spravného referen¢niho genu.
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4.2 Studium exprese klicového Th1 transkrip¢niho faktoru T-bet a

jeho regulacniho vlivu na geny asociované se sarkoidozou

4.2.1 Uvod do problematiky

V imunopatogenezi zanétlivého procesu u plicni sarkoidézy a nasledné tvorby
granulomi, hraji klicovou roli cytokin IFNG (Semenzato 2005) a aktivované Thl
lymfocyty, které exprimuji na svém povrchu chemokinovy receptor CXCR3 (Agostini
2005). Bylo prokazano, Ze obé tyto molekuly jsou primo rizeny Th1l transkripénim
faktorem T-bet (T-box, expressed in T-cells) (Beima 2006, Lewis 2007, Matsuda 2007).
PrestoZe je sarkoidéza povaZovana za onemocnéni s prevladajici Th1 imunitni odpovédi
(Zissel 2007, Katchar 2003) a CXCR3 a IFNG se vyznamné podileji na jeji patogenezi,
neexistovaly Zadné poznatky o zapojeni transkriptniho faktoru T-bet
do patogeneze tohoto onemocnéni.

Kromeé jeho primého vlivu na expresi genti CXCR3 a IFNG u vSech typli bunék se
T-bet podili na regulaci fady gend imunitniho systému, ovSem tato regulace miize
zaviset na typu bunék a jeho vliv se tak mlZe u jednotlivych geni liSit u riznych
bunécnych subpopulaci (Beima 2006). Prikladem toho je riizny rozsah, v jakém T-bet
indukuje expresi receptoru interleukinu (IL)-2, 2RB a CC chemokinu CCL3 u rtznych
typl bunék (Beima 2006). Vztah mezi trankripénim faktorem T-bet a expresi dalSich
chemokinl a jejich receptori u nékterych typt bunék a onemocnéni je jiz znam.
Prikladem je CCL5 chemokin v periferni krvi u astmatu (Ko 2007), receptory CCR5
a CXCR4 u T-bunék endometria (Ramhorst 2006) a chemokinové ligandy CCL5 a CXCL9
u glomerulonefritidy (Phoon 2008). I pres tato zjisténi jsou stile poznatky o T-bet
regulovanych genech a jejich mechanismech netplné.

S cilem objasnit roli T-bet jako hodnovérného regulatoru imunitnich mediatort

u sarkoidozy jsme studovali jeho vztah s cytokiny a jejich receptory, které byly jiz drive
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popsany v souvislosti s patogenezi tohoto onemocnéni. Z téchto asociovanych genti jsme
se zejména zameérili na chemokiny podilejici se na migraci aktivovanych T lymfocyti
do plic, a to na CCL2, CCL5, CXCL9, CXCL10 a CXCL11 (Busuttil 2009, Arakelyan 2009,
Petrek 2002) a na chemokinové receptory CCR5 (Katchar K 2003) a CXCR6 (Agostini
2005). Studovali jsme tedy jejich expresni profily, stejné jako expresi T-bet genu u 62
pacientii se sarkoidézou a 25 kontrol a sledovali rozdily v expresnich profilech
u podskupin pacientl s odliSnym fenotypem onemocnéni. Pomoci imunohistochemie
jsme hledali lokalizaci T-bet proteinu v alveolarnich makrofazich a lymfocytech, dale

v tkanovych obrovskych mnohojadernych burikdch, makrofazich a lymfocytech.

4.2.2 Metody

4.2.2.1 Studovany soubor

Skupina pacientli se sarkoidézou (n=62) byla diagnostikovana dle Kkritérii
mezindrodnich standardii pro toto onemocnéni (Statement on sarcoidosis 1999)
a u vsech byl proveden odbér BAL dle standardniho protokolu (Petrek 1993). Klinicka
charakteristika studovaného souboru je uvedena v Tabulce 4. Kontrolni skupinu tvoftilo
25 jedincli, ktefi podstoupili BAL vySetfeni jako soucast stanoveni diagndzy
nezanétlivého plicntho onemocnéni  (psychogenni kasel, kaSel asociovany
s gastroesofagedlnim refluxem nebo plicni hypertenze). VSichni kontrolni jedinci méli
normalni vysledky cytologického, imunologického a mikrobiologického vySetieni, a také
normalni pomér CD4+/CD8+. Zadny z pacientli nepodstoupil 1é¢bu kortikosteroidy

pred odbérem BAL.
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Tabulka 4. Charakteristika studovanych soubori

Sarkoidoza Kontrolni skupina
n=62 n=25
.. |
26/36 16/9
18212 45216
6/43/13 8/17
17/33/8/4
11/51
74,5130 (40,0-97,1)
22,6123 (20-54,0)
2,0:3,6(0,0-18,)
07:23 (0,0-17,)
86,1118 (36,0-98,0)
67,817,9 (23,0-920)
16,5134 (20-74,0)
06£10 (0.0-60)
76473 (03-46,)

Data jsou prezentovana jako primeér+SD (minimalni-maximalni hodnota).

Z dtivodu vylouceni vlivu kouteni na genovou expresi T-bet a dalSich gend byla
provedena subanalyza pouze u skupiny nekuidakd (n=56). Dale byly hodnoceny
nasledujici parametry: vyvoj nemoci po dvou letech (remise n=23, progrese/perzistence
n=26, u sedmi pacienti byla doba sledovani kratsi nez 2 roky), pritomnost Lofgrenova
syndromu (ano n=8, ne n=48) a BAL bunécny profil (pacienti s > 11% BAL lymfocyti
n=45, pacienti s < 11 % BAL lymfocyti n=11; pacienti s > 85 % BAL makrofagy n=11,
pacienti s <85 % BAL makrofagy n=45). Referen¢ni hodnoty poctu BAL bunék byly
stanoveny dle Ziegenhagen (Ziegenhagen 2003).

VSichni pacienti podepsali informovany souhlas s vyuZitim biologického
materidlu k diagnostickym i vjyzkumnym uceliim této studie. Tato studie byla schvalena

etickou komisi Lékarské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc.
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4.2.2.2 Zpracovdni BAL bunék, qRT-PCR

Postup zpracovani BAL bunék, nasledna izolace RNA, podminky reverzni transkripce
i kvantitativni PCR v redlném case byly popsany v kapitole 4.1.2.2 (Obrazek 10). PSMB2
gen byl pouzit jako referencni gen, dle nasi predchozi studie (Kriegova 2008). Zmény
relativni exprese byly prezentovany jako primértsmérodatna odchylka (SD) hodnoty
fold change relativni exprese v poméru s kontrolnimi jedinci (Vandesompele 2002).
Zmény relativni mRNA exprese byly srovnavany neparametrickym Mann-Whitney U-
testem a Spearmantv test byl pouzit pro korela¢ni analyzy. K vyhodnoceni byly pouzity
statistické programy GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) a SPSS

16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

Obrazek 10. Schéma zpracovani BAL od izolace bunék az po ziskani vysledk relativni
exprese.

4.2.2.3 Imunohistochemickd a imunocytochemickda detekce T-bet proteinu v burikdch

Tenké rezy plicnich tkani fixované v parafinu, ziskané transbronchialni biopsii (n=5),
béhem video-thorakoskopické chirurgie (n=3) a vzorky miznich uzlin (n=1) byly
zpracovany imunohistochemicky. Tkanové rezy byly inkubovany s monoklonalni
protilatkou proti lidskému T-betu (klon 525803, fedéni 1:50; R & D Systems Inc.,
Minneapolis, MN, USA) a vizualizovany standardni nepfimou metodou s pouZzitim
avidin-biotin kfenové peroxidazy (EnVision+System-HRP, Dako, Glostrup, Dansko). Rezy

byly fixovany hematoxylinem. Pro potvrzeni specificity pouzité T-bet protilatky bylo
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barveni srovnano s barvenim izotopovou kontrolou mysiho imunoglobulinu (Ig) G (klon
DAK-GO1, tedéni 1:50; Dako). Typ lymfocyti exprimujicich T-bet byl identifikovan
specifickou protilatkou (CD3, klon F7238, CD 20, klon L26; fedéni 1:50; Dako).

Pro imunocytochemickou detekci T-bet proteinu v BAL burikach byly pripraveny
cytospiny a fixovany aceton-chloroformem. T-bet protein byl detekovan pomoci avidin-
biotin kifenové peroxidazy s pouZitim anti-T-bet protilatky (klon 525.803, redéni 1:50; R
& D Systems Inc.). Jako negativni kontrola byla pouzita mysi IgG1 (klon DAK-GO1, redéni

1:50; Dako), jak bylo popsano drive (Arakelyan 2009).
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4.2.3 Vysledky

4.2.3.1 mRNA expresni profilovdni transkripcniho faktoru T-bet u sarkoidézy a jejich

klinickych fenotypii

Ve studovaném souboru byly nalezeny vyssi hladiny T-bet mRNA exprese u pacienti
se sarkoid6zou v porovnani s kontrolnimi subjekty (primér=SD fold change, 3,64+1,72;
p=0,0001). Béhem porovnani T-bet expresnich hladin u kurak a nekurakl pacientl
i kontrol jsme pozorovali nizsi hodnoty mRNA exprese u kutaki jak kontrolni skupiny
(p=0,06), tak i pacientd (p=0,12). Rozdily vSak nedosahly statistické signifikance
(p>0,05). Dale byly posuzovany expresni profily T-bet vzhledem k RTG stadiim pacientt
(I, 1L, III a IV). T-bet exprese se mezi témito skupinami nelisila: 4,00+1,87; 3,00£1,40;
2,22+1,04 a 5,68+2,65 (p>0,05). Dalsim srovnavacim parametrem byla pritomnost
Lofgrenova syndromu, kdy nebyly nalezeny rozdily v mRNA expresi T-bet (p>0,05).
Obdobné nebyly nalezeny rozdily v mRNA expresi mezi pacienty s izolovanym plicnim
postizenim a pacienty s mimoplicnim postiZenim (p>0,05) a pacienty s remisi
a progresi/perzistenci onemocnéni po dvou letech od diagnézy (p>0,05).

Dalsi srovnavané podskupiny pacientii byly vytvoreny podle bunécného profilu
BAL. Pacienti snormalnim BAL profilem makrofagi (hrani¢ni hodnota 85 %)
(1,73%0,79) méli nizsi expresi T-bet neZ pacienti <85 % BAL makrofagl (3,72+1,69,
p=0,05). Obdobné skupina pacientli s normalnimi hodnotami BAL lymfocyti (hrani¢ni
hodnota 11 %) vykazovala vyssi mRNA expresi (3,66+1,66) neZ skupina s hodnotami
BAL lymfocyti <11% (1,98+0,90, p=0,15). Srovnani expresnich profili T-bet

pro jednotlivé skupiny pacientd znazornuje Obrazek 11.
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Obrazek 11. Distribuce relativni mRNA exprese T-bet genu v neseparovanych BAL bunkach
u (a) 62 pacientii se sarkoidézou (S) a 25 kontrolnich jedinci (C), (b) podskupin rozdélenych
dle koureni. Dalsi analyzy byly provedeny pouze u nekuraki, kde byla exprese porovnana
u skupiny pacientti rozdélenych dle (c) RTG stadia (I, II, III a IV), (d) dle pritomnosti Léfgrenova
syndromu, (e) podle postiZeni plicnich a mimoplicnich organt, (f) u pacienti s progresi nebo
regresi onemocnéni po dvou letech, (g) dle poctu BAL makrofagi a (h) dle poctu BAL lymfocyta.
Hodnoty medianu jsou znazornény primkou. NS-bez signifikance.
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4.2.3.2 Korelace T-bet mRNA exprese sgenovou expresi vybranych genii

asociovanych se sarkoidozou

mRNA exprese T-bet korelovala se zvySenou expresi genu IFNG (p<0,001), CCL5
(p<0,001), CXCL9 (p=0,033), CXCL10 (p=0,006), IL-2R/IL-15RB (p<0,001), CXCR3
(p<0,001) a CXCR6 (p=0,001). Ackoli jsme pozorovali také pozitivni korelaci T-bet
a CCR2-varianty B (p=0,003), exprese této transkrip¢ni varianty nebyla zvySena
u pacientli se sarkoid6zou v porovnani s kontrolami. Naopak exprese CCR2-varianty A,
ktera byla nalezena zvysena u pacientl a nekorelovala s expresi T-bet (p<0,05). Podobné
nase korelacni analyza nenalezla asociaci exprese genii CCL2, CXCL11 a CCR5 (p>0,05)

s T-bet expresi. Tyto vysledky jsou shrnuty v Tabulce 5.

Tabulka 5. Korelace T-bet mRNA exprese sgenovou expresi vybranych gent
asociovanych se sarkoidézou.

Korelace s T-bet mRNA expresi

Gen | ey | heeneem | Phodoy |
E 0,00002** 0,660 <0,001**
0,01% 0,753 <0,001**
0,410 0,169 0,200
0,0002%* 0,627 <0,001%*
0,0007** 0,278 0,033*
0,0006** 0,353 0,006**
0,013* 0,259 0,052
0,003** 0,232 0,116
0,210 0,406 0,003*
0,001%* 0,209 0,149
0,0007+* 0,738 <0,001**
0,00004** 0,455 0,001%*

*: p<0,05; **: p<0,01

V ramci rozdéleni pacienti do studovanych podskupin byly nalezeny rozdilné

expresni profily u skupiny pacienti s pritomnosti a bez pritomnosti Lofgrenova
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syndromu (LS), coz je akutni forma sarkoid6zy s dobrou prognézou, u genii: CCL5
(p=0,033), CXCL9 (p=0,041), IL-2R/IL-15Rp (p=0,042), pricemz vyssi expresi vykazovali
pacienti bez LS. Také pii rozdéleni pacientli do dvou skupin podle BAL bunécného
profilu, jsme nalezli vy3$si pocet CCL5 transkriptli u pacientl s niz§im poctem makrofagt

(< 85 %) v BAL (p=0,003).

4.2.3.3 Lokalizace T-bet proteinu v BAL burikdch a tkdnich

Bunécné preparaty v podobé cytospint ziskané z BAL bunék, plicnich biopsii a biopsii
miznich wuzlin pacienti se sarkoid6zou byly zpracovany imunohistochemicky
a imunocytochemicky, abychom lokalizovali pritomnost T-bet proteinu.

V plicnich biopsiich byl T-bet detekovan v makrofazich, mnohojadernych
obrovskych buiikach a epiteloidnich burikdch granulomu a infiltrovanych lymfocytech
pacienti se sarkoid6zou (Obrazek 12a-d). Z lymfocytd byl T-bet protein nalezen pouze
u T bunék. Vmizni uzliné pacienta se sarkoid6zou byl T-bet také silné exprimovan
T bunkami (Obrazek 12e a 121). Pri studiu BAL bunék pacientli se sarkoidézou byl
T-bet protein detekovan u alveolarnich makrofagli a alveolarnich lymfocyti (Obrazek

12f).
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Obrazek 12. Detekce T-bet proteinu v i‘ezech plicnich a lymfatickych uzlin a BAL buiikach
pacienti se sarkoidézou. (a-d) U Ctyrech reprezentativnich vzorkd pacientl byl T-bet protein
exprimovan v epiteloidnich bunkach granulomu, v makrofazich, v mnohojadernych obrovskych
bunikach a lymfocytech plicni tkané. (e) V lymfatickych uzlinach pacienta se sarkoid6zou byl
T-bet exprimovan T bunikami, (g-k) sérova isotypova kontrola po fixaci hematoxylinem. V BAL
cytospinech byly nalezeny pozitivné znacené buniky po inkubaci s (f) anti T-bet protilatkou, ale
nebyly detekovany po barveni s kontrolni protildtkou (m). Exprese T-bet proteinu byla
lokalizovana hlavné v cytoplasmé BAL makrofagl (Cerné Sipky) a lymfocyti (Sedé Sipky).
Pouzité métitko: 100 pm (3, e, f), 200 pm (b-d).
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4.2.4 Zavér

Prioritnim vysledkem této studie bylo nejen prokazani zvySené exprese T-bet
u sarkoidézy, ale také korelace exprese tohoto transkripéniho faktoru s expresi IFNG
(p<0,001) a CXCR3 (p<0,001), dvou klicovych molekul v patogenezi sarkoidézy.
Mnozstvi T-bet transkripti korelovalo také s mRNA expresi cytokini CCL5 (p<0,001),
CXCL9 (p=0,033), CXCL10 (p=0,006) a receptort IL-2R/15R beta (p<0,001) a CXCR6
(p=0,001). Korelacni analyza neprokazala asociaci mezi T-bet a expresi genti CCLZ2,
CXCL11, CCRZ a CCR5 (p=0,05). Pomoci imunohistochemie jsme detekovali T-bet
protein v alveolarnich makrofazich a lymfocytech, dale v tkanovych obrovskych
mnohojadernych bunkach, makrofazich a lymfocytech. Mechanismus interakce mezi

T-bet a studovanymi geny bude nutno ovérit pomoci funkénich studii.
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4.3 Role Th17 imunitni odpovédi u progrese sarkoiddzy

4.3.1 Uvod do problematiky

Jak jiz bylo popsano, plicni sarkoid6za je charakterizovana tvorbou granulomi
vznikajicich zejména akumulaci CD4+ Th1 lymfocytt a aktivovanych makrofagi v plicich
(Baughman 2011). Kolektiv autorti Facco a spol (Facco 2011) vsak potvrdil, Ze Th17
imunitni odpovéd hraje také dtlezitou roli v alveolarni i granulomatézni fazi sarkoidézy.
Navic bylo prokazano zvySené mnozstvi Th17 lymfocyti u pacienti s progredujicim
onemocnénim s typickou fibrotizaci (Facco 2011).

Th17 lymfocyty byly objeveny jako nezavisla skupina Th lymfocytd (Harrington
2005) stypickou produkci interleukint IL-17A, IL-17F a IL-22 (Obrazek 13). Hlavni
funkci této subpopulace pomocnych lymfocytl je prispivat k obrané hostitele proti
extraceluldrnim patogeniim, zejména na povrchu sliznic (Gaffen 2009, Weaver 2006).
Soucasné studie vSak potvrzuji ucast téchto bunék v patogenezi fady onemocnéni,

vCetné plicnich nemoci.

IL-6; IL-21
Stat3 1 12; IFN-y

/ Stat4; Stat1
/ /

L4

— Staté — g
Naive - =
e IL-6; TGF-B IL-22
Tcell Statd
getae “ 7 IL-6, TGF-B 00 ™
o

\ Stats
TGF-B; IL-2
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Obrazek 13. Diferenciace Th bunék. Ukazka produkce cytokint typickych pro jednotlivé
podskupiny Th lymfocytd. (Prevzato: https://www.erasmusmc.nl/content/3025942/3030149/
thelper17subsetinpulmdiseases?lang=en).
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OvSem Th17 lymfocyty nejsou jedinymi producenty cytokinu IL-17, také
makrofagy (Song 2008, Nuovo 2012), CD8+ T bunky (Happel 2003), NK bunky
(prirozeni zabijeci) a y6 T bunky (Stark 2009, Nembrini 2009) jsou schopny produkovat
tento cytokin. Soustifedime-li se pouze na produkci IL-17 cytokinti Th17 burikami,
musime si uvédomit, Ze iniciace, diferenciace a udrZovani produkce Th17 bunék
vyzaduje spolupraci celé sité faktorii, vCetné transkrip¢nich faktort STAT3 a RORC
(Korn 2007) a tady cytokint jako je IL-6, IL-21, IL-23 a TGFB (Yang 2008). Na druhé
strané bylo prokazano, Ze rozvoj Th17 bunék je potlacovan plisobenim cytokini IL-4,
IL-27, IFNG, které jsou typickymi produkty Th1 a Th2 lymfocyti, stejné jako je inhibovan
Th1 transkripénim faktorem T-bet (Guo 2010).

Vramci studia plicnich onemocnéni byly Th17 bunky studovany v patogenezi
astmatu (Park 2010), plicni fibrézy (Kryczek 2008, Tesmer 2008, Kleinschek 2009),
hypersenzitivni pneumonie (Joshi 2009), exacerbaci u cystické fibrézy (Decraene 2010)
a tuberkulézy (Babu 2009). V nedavné dobé byly Th17 buriky detekovany také v plicich
a periferni krvi pacienti se sarkoid6zou (Facco 2011). Nicméné pochopeni funkce
a aktivace Th17 linie u sarkoidézy a jejich jednotlivych Kklinickych fenotyptl je stale
omezeno.

Cilem této studie tedy bylo rozsirit stavajici znalosti o aktivaci a plisobeni Th17
drahy u plicni sarkoidézy zkoumdnim expresnich profili regula¢nich molekul
zapojenych do aktivace (IL-6, IL-21, IL-23, TGFB, STAT3 a RORC) a inhibice (IL-27,
T-bet) Th17 drahy v bunkach bronchoalveolarni lavaze ziskané od 77 pacientl
se sarkoid6zou a 20 kontrolnich jedinct. Vzhledem k tomu, Ze vyznam Th17 bunék byl
prokdzan zejména u progresivni formy onemocnéni (Facco 2011), zamérili jsme
se dale na zkoumani expresnich profild aktivatort, inhibitort a produktt (IL-17A, IL-
17F, IL-22) Th17 bunék v ramci skupin pacientl clenénych dle priibéhu onemocnéni

po 2 letech sledovani.
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4.3.2 Metody
4.3.2.1 Studovany soubor

Do této studie bylo zarazeno 77 pacientd se sarkoidézou a 20 kontrolnich jedinct.
Pacienti se sarkoid6zou byli diagnostikovani dle kritérii mezinarodnich standardu
pro toto onemocnéni (Statement on sarcoidosis 1999). Pacienti byli dale rozdéleni dle
pribéhu onemocnéni po dvou letech sledovani. Dalsi charakteristiky jednotlivych
skupin pacientii jsou uvedeny v Tabulce 6. Zadny z pacienti nepodstoupil 1é¢bu pred
odbérem BAL. Kontrolni skupinu tvofilo 12 muzl a 8 Zen v primérném véku 46+17 let,
z toho bylo 15 nekurakil, 4 kufaci a u jednoho jedince nebyla informace o koureni
dostupna. VSichni jedinci podstoupili BAL vySetreni jako soulast stanoveni diagnézy
nezanétlivého plicntho onemocnéni s normalnimi vysledky cytologického,
imunologického a mikrobiologického vySetfeni, a také s normalnim pomérem

CD4+/CD8+ lymfocyti.

Tabulka 6. Charakteristika studovanych pacientti

Sarkoidoza Remitujici Progredujici
n=77* sarkoid6za n=27 sarkoid6za n=40

52/45 11/16 1672
46313 (25-77) 4612 (25-70) 4714 (25-77)
11/50/16 2/17/8 5/28/7
27/42/6/2 12/14/1/0 11/23/5/1
22/5 512 1172
27/ 1116 14726

78,3+10,5 (49,4-98,0) 77,1+12,5 (49,4-96,0) 78,4493 (57,0-98,0)
19,2¢10,7 (2,0-49,0)  20,5+12,5(3,0-49,0)  18,8+9,7 (2,0-41,0)
1,6+2,1 (0,0-11,0) 1,3£1,6 (0,0-7,0) 1,942,5 (0,0-17,0)
0,9+2,7 (0,0-17,3) 1,1#3,3(0,0-17,0)  0,9+2,7 (0,0-17,3)
82,7+13,4 (36,0-98,0)  87,4+9,8 (56,0-96,0)  78,9+14,7 (36,0-98,0)
65,5¢17,5 (23,0-92,0) 70,9+17,5 (34,0-92,0) 61,1%17,5 (23,0-90,0)
16,3+11,8 (2,0-63,0) 14,9130 (2,0-630)  17,4+10,2 (3,0-50,0)
1,0£2,0 (0,0-14,0) 1,042,7 (0,0-14,0) 1,2+1,7 (0,0-8,0)
7,0£7,0 (0,5-46,0) 92892 (0,5-46,0) 5554 (0,5-30,0)

Data jsou prezentovana jako primeérné hodnoty+smérodatné odchylky (minimalni a maximalni
hodnota). *u 10 pacienti byla doba sledovani kratsi nez 2 roky.
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Tato studie byla schvalena etickou komisi Lékarské fakulty Univerzity Palackého
a Fakultni nemocnice Olomouc. VSichni jedinci podepsali informovany souhlas
s vyuZzitim biologického materialu (BAL a plicni biopsie) k diagnostickym i vyzkumnym

ucelim této studie.

4.3.2.2 Zpracovdni BAL bunék, qRT-PCR

Postup zpracovani BAL bunék, nasledna izolace RNA, podminky reverzni transkripce
i kvantitativni PCR v realném c¢ase byly popsany v kapitole 4.1.2.2. PSMB2 gen byl pouzit
jako referencni gen, dle vysledkl predchozi studie (Kriegova 2008). Zmény relativni
mRNA exprese byly srovnavany neparametrickym Mann-Whitney U-testem
a Spearmantiv test byl pouZit pro Kkorelacni analyzy. Kvyhodnoceni byly pozity
statistické programy GraphPad Prism 5 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) a SPSS

16.0 (SPSS Inc, Chicago, IL, USA).

4.3.2.3 Detekce IL-17 proteinu v BAL tekutiné imuno PCR metodou

Vzhledem k velmi nizkym koncentracim IL-17 proteinu v BAL tekutiné byla vyuzita
inovativni Imuno PCR metoda (Obrazek 14) a byla modifikovana dle jiZ publikovaného

postupu (Sano 1992).
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Obrazek 14. Schématické znazornéni Imuno PCR metody. Kombinace metod zalozenych na
principu ELISA a gPCR umoziuje detekci proteind s koncentraci 1000 x nizsi nez je detekcni
limit standardnich imuno eseji. (Prevzato: Sano a spol. Inmuno-PCR: very sensitive antigen
detection by means of specific antibody-DNA conjugates).

Pro navazani IL-17 proteinu byl béhem noc¢ni inkubace potaZen povrch jamek
specidlnich zkumavek RoboStrip® PC clear (8 Well Strips, 0,2 ml, Analytic Jena, Jena,
Némecko) lidskou IL-17A protilatkou (fedéni 50x, 0,5 mg/ml, eBioscience, Waltham,
MA, USA). Po odmyti prebytecné protiladtky promyvacim pufrem (0,154M NaCl,
5mM Tris pH 7,75, 0,005% Tween 20) byly jamky zkumavek blokovany inkubac¢nim
pufrem (0,5% BSA, 0,05% Tween 20 v PBS) 1 h pti 37°C. Zkumavky byly poté trikrat
promyty promyvacim pufrem. Do zkumavek bylo napipetovano 25 pul vzorki standardt
(rekombinantni lidsky IL-17A protein vrozmezi koncentraci 3,9-1000 pg/ml,
eBioscience) nebo vzorky BAL tekutiny pacientli se sarkoid6zou i kontrolnich jedinct
a inkubovany 1 h pti 37°C. Poté byly jamKky 6x promyty promyvacim pufrem a do jamek
byla pipetovana 1000 x redénad detek¢ni anti-IL17A protilatka s konjugovanou DNA
(TATAA, Biocenter, Goteborg, Svédsko) a inkubovana 1 h pri 37°C. Nasledovalo 6x
promyti jamek promyvacim pufrem a 6x promyti MilliQ vodou. Poté bylo do jamek
pridano 25 pl PCR master mixu (FastStart Universal SYBR Green Master, Roche Applied
Science), 0,5 pl kazdého primeru (10 uM) (5-AGCGCGCGTAATACGACTC-3"

a 5"-ACCATGATTACGCCAAGCG-3"). qPCR byla provedena MiniOpticon™ Real-Time PCR
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detekénim systémem (Bio-Rad, CA, USA) za nasledujicich podminek: pocatecni
denaturace pri 95°C, 7 min, 40 cykli denaturace pti 95°C, 10 s, prisednuti primert
pri 60°C, 20 sa extenze pri 72°C, 20 s (detekce signalu), analyza teplot tani byla

provedena v rozmezi teplot 65-95°C.

4.3.2.4 Detekce IL-17 a STAT3 proteinu v plicnich tkdanich

Plicni biopsie ziskané transbronchialni (n=5) nebo video-asistovanou thorakoskopickou
chirurgii (n=3) a cytospiny BAL bunék (n=9) byly zpracovany s pouZitim Envision +
System-HRP (DAKO, Glostrup, Dansko), jak jiZ bylo popsano v kapitole 4.2.2.3. Anti-IL-17
(H-132), krali¢i polyklonalni protilatka (SC-7927, Santa Cruz Biotechnology, Inc. Santa
Cruz, CA, redéni 1:50) a anti-humanni STAT3 mys$i monoklonalni protilatka (klon
232209, R & D Systems, redéni 1:200 pro plicni biopsie, 1:80 pro cytospiny) byly pouZity
jako specifické protilatky. IS-Series Rabbit primarni protilatka a negativni kontrolni
mysi protilatka (obé Dako; fedéni 1:50) byly pouZity pro potvrzeni specificity pouzitych

protilatek.
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4.3.3 Vysledky

4.3.3.1 mRNA expresni profilovdni cytokinii (IL-17A, IL-17F, IL-22) produkovanych

Th17 burikami v BAL burikdch pacientii se sarkoidézou a kontrolnich jedincii

Pii srovnavani skupiny Kkontrolnich jedinci a pacienti se sarkoid6zou nebyly
nenalezeny rozdily relativni exprese mRNA studovanych molekul: IL-17A (primér+SD
fold change: 0,88+0,48, p>0,05), IL-17F (0,81+0,53, p>0,05) a IL-22 (1,30+0,91, p>0,05).
Moznym divodem miiZe byt velice nizkd urovenn mRNA exprese téchto interleukin.
60 % vysSetrovanych pacientli se sarkoidézou (55 pacienti pro IL-17A, 54 pacienti
pro IL-17F, 51 pacienti pro IL-22) mélo expresi mRNA pod limitem detekce (CT
hodnoty vyssi nez 36. cyklus). Podobné u kontrolni skupiny byly asi 2/3 vzorki

pod detekénim limitem pro vSechny studované geny.

4.3.3.2 mRNA expresni profilovdani aktivatorit Th17 bunék (IL-6, IL-21, IL-23, TGFB,

RORC, STAT3) v BAL burikdch pacientii se sarkoidézou a kontrolnich jedincti

Ze Sesti studovanych aktivatorli byla nalezena zvySend mRNA exprese genu IL-6
(10,40+7,05, p=0,00001; Obrazek 15A), IL-21 (2,86+1,43, p=0,0004, Obrazek 15B),
IL-23 (2,77+1,30, p=0,001, Obrazek 15C), TGFB (2,27+0,93, p=0,003, Obrazek 15D)
a RORC (3,92+2,13, p=0,0005, Obrazek 15E) v BAL burikach pacientii se sarkoid6zou
ve srovnani s kontrolnimi subjekty. Relativni mRNA expresni hladiny genu STAT3 se

neliSily mezi pacienty (0,99+0,40) a kontrolnimi subjekty (p>0,05, Obrazek 15F).
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Obrazek 15. Srovnani mRNA relativni exprese aktivatord a inhibitori Th17 bunék
v bronchoalveolarni lavazi 77 pacienti se sarkoid6zou (S) a 20 kontrolnich jedinct (C). Hodnoty
priameéru jsou znazornény primkou.
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Skupina pacientd byla dale rozdélena dle priibéhu onemocnéni po dvou letech
a byly srovnavany jejich expresni profily. Pocet mRNA transkripti pro IL-6 (remise
11,18+7,74, progrese 11,83%+8,19, p>0,05, Obrazek 16A), IL-21 (9,30+7,02,
16,80+12,69; p>0,05, Obrazek 16B), IL-23 (2,10+1,02, 2,95+1,44; p>0,05, Obrazek
16C), TGFB (2,91+1,20, 1,97+0,82; p>0,05, Obrazek 16D) a RORC (5,99+3,07,
3,00+1,54; p>0,05, Obrazek 16E) se mezi pacienty s progresi a remisi onemocnéni
nelisil. Jediny aktivator STAT3 byl up-regulovan u pacientti s progredujici sarkoidézou

(remise 0,78+0,31, 1,17+0,47 progrese; p=0,02, Obrazek 16F).

4.3.3.3 mRNA expresni profilovdani inhibitorii Th17 bunék (T-bet a IL-27) v BAL

burikdch pacientii se sarkoidézou a kontrolnich jedincii

Relativni droven mRNA exprese T-bet (3,72+1,55, p=0,0001, Obrazek 15G) a IL-27
(1,75+0,74, p=0,0008, Obrazek 15H) byla u pacienti se sarkoidézou vyssi
nez u kontrolnich jedinc. KdyZz byly srovnavany expresni profily mezi remitujici
a progredujici sarkoid6zou, pocet T-bet transkriptii se neliSil (remise 5,01+2,39,
progrese 5,04+2,41; p>0,05, Obrazek 16G). Na druhé strané exprese inhibitoru Th17
drahy IL-27 byla sniZena u pacientii s progredujicim onemocnénim (remise 2,07+0,86,

progrese 1,41+0,59, p=0,048, Obrazek 16H).
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Obrazek 16. Srovnani mRNA relativni exprese aktivatori a inhibitori Th17 bunék
v bronchoalveolarni lavazi 27 pacienti se sarkoid6zou sremisi a 40 pacientd s progresi
onemocnéni po 2 letech sledovani. Hodnoty priméru jsou znazornény piimkou.
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4.3.3.4 Vztah mezi aktivdtory a inhibitory Th17 bunék u sarkoidézy a jejich

klinickych fenotypii

ProtoZe imunitni odpovéd Th17 bunék mize byt ovlivnhéna vztahem mezi jejimi
aktivatory a inhibitory, zkoumali jsme pomoci korela¢ni analyzy moZny vztah mezi
expresnimi profily jednotlivych Th17 aktivatori a inhibitorG u sarkoid6zy, zejména
nerovnovahu mezi inhibitory Th17 drahy T-bet a IL-27 a transkripcnim faktorem STAT3
asociovanym s progresi.

mRNA exprese Th17 aktivatort TGFB (rs=0,46, p<0,01), RORC (rs=0,60, p<0,01),
STAT3 (rs=0,63, p<0,01), IL-23 (rs=0,50, p<0,01) a IL-21 (rs=0,28, p<0,05) korelovala
se zvySenou expresi T-bet. Podobné mRNA exprese studovanych aktivatord TGFB
(rs=0,59, p<0,001), RORC (rs=0,52, p<0,01), STAT3 (rs=0,47, p<0,01) a IL-23 (rs=0,58,
p<0,01) korelovala se zvySenou expresi IL-27. Kromé toho vSechny zkoumané aktivatory
TGFB, RORC a STAT3 korelovaly vzajemné (p<0,01).

Pokud jde o nerovnovdhu aktivatorii a inhibitori u jednotlivych klinickych
fenotypi, pomér STAT3/IL-27 byl zvySen z 5,0+5,7 (stfedni hodnota+SD) u remitujici
sarkoidozy na 6,3+4,7 u progregujici sarkoidozy (p=0,0003). Také jsme pozorovali
zvysSeni poméru STAT3/T-bet z 17,8+8,4 u pacientl s remisi na 32,9+16,2 u pacientd,

u kterych doSlo k progresi sarkoid6zy béhem 2 let sledovani (p=0,01).

4.3.3.5 Koncentrace IL-17 proteinu v BAL tekutiné

Vzhledem k nizké koncentraci IL-17 proteinu v tekutiné BAL bylo nutné nahradit
standardni ELISA metodu citlivéjsi imuno-qPCR technikou. P¥i porovnavani hodnot
IL-17 proteinu v BAL tekutiné 17 kontrolnich jedincii (pramér+SD, pg/ml: 22,00+19,81),
25 pacientdl v remisi (67,35£69,57), a 39 pacientli v progresi (132,60+98,94) jsme

nalezli statisticky vyznamné rozdily mezi kontrolnimi jedinci a pacienty (p<0,0001,
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Obrazek 17A) a také mezi podskupinami pacienttli se sarkoid6zou (p<0,0001, Obrazek

17B).
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Obrazek 17. Srovnani Kkoncentrace IL-17 proteinu v BAL tekutiné: (A) 64 pacientl
se sarkoid6zou (S) a 17 kontrolnich jedinct (C), (B) 25 pacientti s remisi a 39 pacientti s progresi
onemocnéni. Hodnoty priiméru jsou znazornény primkou.

4.3.3.6 Lokalizace IL-17 a STAT3 proteinu

V plicnich biopsiich byl IL-17 protein lokalizovan v histiocytech a lymfocytech
obklopujicich granulom u pacientii s progresivni formou onemocnéni (Obrazek 18C, D).
U remitujicich pacientd byl IL-17 protein lokalizovan pouze v histiocytech granulomii,
pricemz barveni bylo velmi slabé (Obrazek 18A, B). Také u cytospinovych preparatl
zhotovenych z BAL bunék jsme pozorovali intenzivnéjsi barveni IL-17 proteinu
v alveolarnich makrofazich u pacientli s progredujicim onemocnénim (Obrazek 18F)
nez u pacientt s remisi (Obrazek 18E).

Lokalizace STAT3 byla patrna v histocytech piitomnych v plicnich sklipcich, dale
v tkanovych histocytech v mnohojadernych obrovskych butikdch a lymfocytech
granulomu (Obrazek 18A-D). Pfi srovnani vyvoje onemocnéni po dvou letech bylo vyssi

zastoupeni pozitivnich STAT3 histocytli a lymfocytd v plicnich biopsiich pacienti
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s progredujici formou (Obrazek 18C, D) neZ s remitujici formou onemocnéni (Obrazek
18A, B). V BAL cytologickych vzorcich bylo pozorovano intenzivnéjsi barveni STAT3
proteinu v alveolarnich makrofazich ziskanych od pacientl s progresivni sarkoidézou

(Obrazek 18F) ve srovnani s pacienty s remitujicim onemocnénim (Obrazek 18E).

remission

progression

STAT3 progression

e

Obrazek 18. Detekce IL-17 a STAT3 proteinu v plicnich biopsiich od Ctyr pacientili s remitujici
sarkoid6zou (A, B) a progredujici sarkoidézou (C, D) a v BAL cytologickych vzorcich (E, F).

a, b, ¢, d - sérové kontroly znacené kontrastnim barvenim hematoxylinem. Plvodni zvétSeni
x 200 (x 100 u BAL cytospinti).

4.3.4 Zaver

Nase data potvrzuji hypotézu o vlivu Th17 imunitni odpovédi na progresi sarkoid6zy.
Déale jsme prokazali klicovou roli transkripéniho faktoru STAT3, ktery je dilezitym

regulatorem Th17 bunék, v progresi tohoto onemocnéni. Vyzkum na mysich modelech
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fibrozy (Ma & Zhuang 2011) potvrdil naSe nalezy prokazujici klicovou roli STAT3
pri progresi onemocnéni a vindukci fibrotizujicich zmén v plicich. Dalsi studie budou
nezbytné kporozuméni funk¢éniho dopadu deregulované Th17 drahy a STAT3
na progresi sarkoidézy, pripadné jejich vyuziti jako cili terapeutického i

profylaktického zasahu k prevenci vzniku fibrotizujicich zmén u tohoto onemocnéni.
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4.4 Prispévek transkrip¢ni a post-transkrip¢ni regulace na cytokin/

chemokinovou sit u plicni sarkoidozy

4.4.1 Uvod do problematiky

Klicovou roli v patogenezi sarkoiddzy, charakterizovanou akumulaci aktivovanych
Th1/Th17 lymfocyti a makrofagl v plicnich sklipcich (Baughman 2003, Lynch 2005,
Facco 2011), hraji prozanétlivé cytokiny a chemokiny, molekuly rozhodujici a podilejici
se na aktivaci imunitnich a zanétlivych bunék a jejich smérovani do mista zanétu
(Agostini 2000). Nicméné stale existuje pouze omezené mnozstvi informaci o regulaci
sité cytokinovych a chemokinovych receptorti a jejich ligandi u plicni sarkoidézy a jejich
fenotypt.

Bylo prokazano, Ze stimulace zanétlivé odpovédi je velmi slozity proces, ktery
vyZaduje koordinovanou ucast a regulaci systémi jako jsou integrované sité mikroRNA
(miRNA) a transkrip¢ni faktory (Nazarov 2013, Zhang 2015). Klicova iloha miRNA, coz
je tiida jednovlaknovych nekoédujicich RNA o délce 19-25 nukleotidii (Obrazek 19),
v regulaci zanétlivé odpovédi jiZ byla popsana u chronickych plicnich chorob jako je
astma (Greene 2013) a chronickd obstrukéni plicni onemocnéni (Ezzie 2012).
U sarkoid6zy byl nalezen pozménény miRNA vzorec v plicni tkani (Crouser 2012),
mononukledrnich bunkach periferni krve (Crouser 2012, Maertzdorf 2012) a v séru
(Jazwa 2015). Neexistuje vsak Zadna informace tykajici se miRNA profilu v bunikach
bronchoalveolarni lavdZe a jejich regulacnich schopnostech souvisejicich
s cytokin/chemokinovou siti u plicni sarkoido6zy.

Také Th1 transkrip¢ni faktor T-bet byl objeven jako klicovy regulator duleZitych
imunitnich gent, jako je napiiklad interferon gamma a chemokinovy receptor CXCR3

u granulomatézniho zanétu (Kriegova 2011, Christophi 2014, Busuttil 2009), stejné jako
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u dalSich zanétlivych stavli (Beima 2006, Lewis 2007, Matsuda 2007). Opét ovSem
nebyly dosud publikovany Zadné informace o mozné spolupraci Thl transkrip¢niho
faktoru a zanétlivych microRNA pri regulaci cytokin/chemokinové sité v BAL bunkach

u sarkoidézy.

Nucleus

Cytoplasm
pri- mlRNA =
53" Exportin 5-induced
Transcription Drosha/Pasha nuclear export
pmcessmg
AAAAAAAS pre-miRNA

5

% Dicer
\pmcessing
3
mRNA degradation -
near-perfect * 5
N =
5Cap P LU AAAAAAAZ’ J ]
é/ mRNA mature miRNA
partially

within RISC
translational pairing
inhibition

Obrazek 19. miRNA biogeneze. miRNA jsou transkribovany RNA polymerasou Il z genomové
DNA, jako dlouhé (asi sto az tisic nukleotidi) primarni miRNA transkripty (pri-miRNA).
Struktura vlasenky se smycCkou z pri-miRNA se potom v jadru stépi dsRNA specifickou
ribonukledzou Drosha/Pasha za vzniku 70 nukleotidii dlouhého prekurzoru miRNA (pre-
miRNA). Pre-miRNA ve tvaru vlasenky je pak aktivné transportovana z jadra do cytoplazmy.
V cytoplasmé je pre-miRNA nasledné Stépena RNazou III Dicer na zhruba 22-nt miRNA duplexy,
skladajici se z ,guide” vlakna a ,passenger” vlakna. ,Passenger” vladkno je dale degradovano,
zatimco ,guide“vldkno je zaclenéno do RNA-induced silencing komplexu (RISC) a slouzi jako
funk¢ni, zrald miRNA, kterd pisobi dvéma odliSnymi mechanismy podle komplementarity
s cilovou mRNA.

V této kapitole jsme se zamérili na studium genové exprese kandidatnich miRNA

souvisejicich se zanétem v BAL bunkach ziskanych od pacientli se sarkoidézou

51



a kontrolnich jedincti. Za tcelem posouzeni moznych prispévkli miRNA molekul jako
posttranskrip¢nich regulac¢nich prvki a T-bet molekuly, vyznamného transkrip¢niho
faktoru ovliviiujictho Th1 imunitni odpovéd vedouci ke vzniku alveolitidy a nasledné
granulomu a dalsi produkce cytokinl podilejicich se na tomto procesu, jsme hledali
souvislosti a mozné vztahy mezi miRNA, T-bet a cytokin/chemokinovych siti v BAL
buiikdch pacienti se sarkoidézou a jejich podskupin s progredujicim a remitujicim
onemocnénim hodnocenym po dvou letech. Domnivame se, Ze pochopeni transkrip¢ni
a posttranskrip¢ni regulace této sité by mohly vrhnout svétlo na priciny vzniku a pribéh
plicni sarkoiddzy a dalSich zanétlivych a autoimunitnich onemocnéni a nakonec poloZit

zaklady pro terapeutické vyuZiti.

4.4.2 Metody

4.4.2.1 Studovany soubor

Do této studie bylo zarazeno 48 pacientli se sarkoidézou a 14 kontrolnich jedinct.
Pacienti se sarkoid6zou byli diagnostikovani dle kritérii mezindrodnich standardd pro
toto onemocnéni (Statement on sarcoidosis. 1999). Pacienti byli dale rozdéleni dle
pribéhu onemocnéni po dvou letech sledovani. DalSi charakteristiky jednotlivych
skupin pacientl jsou uvedeny v Tabulce 7. Vzorky byly odebirany v dobé diagnoézy,
zadny z pacientli nepodstoupil 1écbu pred odbérem BAL. VSichni kontrolni jedinci
podstoupili BAL vySetieni jako soucast stanoveni diagndzy pti psychogennim Kkasli,
pti kasli spojeném s refluxni chorobou a plicni hypertenzi.

Tato studie byla schvalena etickou komisi Lékarskeé fakulty Univerzity Palackého

a Fakultni nemocnice Olomouc. VSichni jedinci podepsali informovany souhlas
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s vyuzitim biologického materialu (BAL a plicni biopsie) k diagnostickym i vyzkumnym

o

uceliim této studie.

Tabulka 7. Charakteristika studovanych pacienti

Sarkoidoza
n=48

47,9 (29-72)
Pohlavi (M/Z) 23/25
Koureni (ano/ne/ex) 0/37/11

Mimoplicni postiZeni

i
RTG stadium I /11 15/33
Lofgrentv syndrom (ano/ne) 7/41

Pocet makrofagt v BAL (%) 75,6%5,8
(40,0-94,0)

Pocet lymfocytia v BAL (%) 21,6%5,5
(4,6-49,0)
(0,0-18,0)
(0,0-17,3)

(48,0-98,0)
(23,0-92,0)

(2,0-50,0)
(0,0-14,0)
(0,8-46,0)

n=pocet pacientd; data jsou prezentovana jako primér+SD (minimum-maximum)

Regrese
n=28

45,8 (29-70)

12/16
0/20/8

18/10

10/18
4/24
74,3+6,6
(40,0-94,0)
22,8+6,2
(6,0-49,0)
2,3%1,8
(0,0-18,0)
1,3+1,6
(0,0-17,0)
83,8+7,1
(48,0-96,0)
66,9%8,9
(27,0-92,0)
14,4+4,9
(2,0-42,0)
0,9+1,3
(0,0-14,0)
7,9+4,2
(1,1-46,0)

Progrese
n=20

50,9 (32-72)

11/9
0/17/3

17/3

5/15
3/17
77,5+4,5
(60,5-87,4)
19,9+4,6
(4,6-36,0)
1,8+1,2
(0,0-10,0)
1,4+1,9
(0,0-17,3)
83,3%5,7
(54,0-98,0)
62,08,9
(23,0-86,0)
20,3%6,4
(4,0-50,0)
1,2+1,1
(0,0-8,0)
5,342,6
(0,8-21,3)

Kontroly
n=14

39,6 (19-63)
9/5
0/9/5

92,2+13,5
(83,8-97,4)
6,242,3
(1,6-1,0)
1,5+0,8
(0,3-6,0)
0,340,1
(0,3-0,6)
74,1%7,2
(40,0-92,0)
45,7+7,3
(22,0-67,0)
27,4%5,5
(14,0-51,0)
1,2+0,6
(0,0-3,0)
2,0£0,5
(0,5-3,7)

4.4.2.2 Zpracovdni BAL bunék, miRNA/mRNA izolace, reverzni transkripce

BAL bunky byly zpracovany dle postupu uvedeného v kapitole 4.1.2.2. Celkova RNA byla

izolovana z BAL bunék s pouzitim mirVana™ miRNA kitu (Thermo Fisher Scientific,

Waltham, MA, USA). Koncentrace a kvalita RNA byla mérena pristrojem Bioanalyzer

2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, USA) s pouzitim kit Nano RNA 6000 (Agilent

Technologies, Palo Alto, USA). Reverzni transkripce (RT) miRNA byla provedena

s TagMan mikroRNA Reverse Transkription kit (Applied Biosystems, Foster City, CA)
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za pouziti specifickych RT primer zajiStujici vysokou ucinnost a specificnost RT (Chen
2005) v souladu s pokyny vyrobce. Reakce byly inkubovany po dobu 30 min pfi teploté
16°C, 30 min pri 42°C a 5 minut pri teploté 85°C. Ziskana cDNA byla skladovana

pri-20°C aZ do jejiho pouziti.

4.4.2.3 Mérreni miRNA/mRNA exprese pomoci kvantitativni RT-PCR

Genova exprese pro kazdou miRNA a mRNA v BAL bunkach byla vySetfovana pomoci
qRT-PCR s pouzitim specifickych primerti a sond. qRT-PCR pro jednotlivé miRNA byla
provadéna v 20 pl reakéni smési, ktera obsahovala 1,3 pl zfedéného produktu RT, 1 pl
20X TagMan individualni microRNA mixu, 10 pl 2X TagMan Universal PCR master mixu,
AmpErase UNG (Applied Biosystems) a 7,7 pl H20. qRT-PCR pro jednotlivé mRNA
exprese byla provedena dle protokolu, jak jiZ bylo popsano drive (4.1.2.2). RT-PCR
reakce byly provadény na systému RotorGene3000 (Qiagen Inc., Valencia, CA, USA).
Reak¢ni kroky byly nasledujici: 95°C po dobu 10 minut, nasledovalo 40 cykll pii 95°C
po dobu 15 s a 60°C po dobu 1 min. Pro vypocet relativni exprese mRNA a miRNA byla
pouzita metoda druhé derivace (RotorGene Software 6.1.81, Corbett, Sydney, Australie);
cDNA pripravend z lidské univerzalni referen¢ni RNA (Stratagene, La Jolla, CA, USA) byla
pouZita jako kalibrator. Jako referencni gen pro miRNA analyzy byla pouZita endogenni
kontrola sav¢i U6, pro mRNA analyzy byl pouZit referen¢ni gen PSMB2 (Kriegova 2008).
Zmény exprese byly prezentovany jako primeér relativni exprese s 95 % intervalem

spolehlivosti (CI).
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4.4.2.4 Vybér kandiddtnich miRNA a identifikace vazebnych mist

Kvybéru kandidatnich miRNA asociovanych se zanétem byl pouZit webovy server
miRNA DIANA-mirPath v.3 (http://www.microrna.gr/miRPathv3/) (Vlachos 2015).
Pro identifikaci vazebnych mist mezi kandidatnimi miRNA a mRNA, jsme pouzili
mirSystem (Lu 2012). Tento webovy nastroj integruje sedm nejcastéji pouzivanych
predikcnich algoritmii: DIANA, Miranda, miRBridge, PicTar, PITA, rna22 a TargetScan.
Navic obsahuje ovérené udaje o interakcich mezi jednotlivymi kandidatnimi miRNA

a jejich cilovymi geny z TarBase a miRecords databazi.

4.4.2.5 miRNA/mRNA korelacni analyzy

Pro sledovani vztah mezi miRNA expresi a mRNA expresi T-bet a clend
cytokin/chemokinové sité asociované se sarkoidézou byly vypocitany korela¢ni matice.
Korelace byly vyjadieny Spearmanovym Kkoeficientem. Korelacni matice byly
znazornény pomoci teplotnich map, kde byla provedena hierarchickd aglomerativni
analyza shlukovani za ucelem znazornit vztahy mezi skupinami miRNA a mRNA. Barva

kazdé bunky teplotni mapy odpovida hodnoté Spearmanova korela¢niho koeficientu.

4.4.2.6 Vizualizace miRNA/mRNA vztahit pomoci Circos diagramii

Pro grafické znazornéni vztahi mezi miRNA, mRNA a T-bet byl pouZit Chord diagram
generovany v systému Circos (Krzywinski 2009) (http://mkweb.bcgsc.ca/tableviewer/)
pro soubor (i) pacientli se sarkoidézou a podskupin pacientd s (ii) progresi onemocnéni
a (iii) remisi nemoci béhem 2 let sledovani. V diagramu jsou znazornény jen vyznamné
korelace (p<0,05). Intenzita korelaci (w) mezi jednotlivymi dvojicemi miRNA-mRNA

odpovidala absolutni hodnoté Spearmanova korela¢niho koeficientu (rs), pro které byla
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provedena matematickd transformace za ucCelem zddraznéni rozdili v intenzitach
korelaci. Pro transformaci byl pouzit nasledujici vzorec: w = 1 + [10 x (rs-t)]? kde ¢t

predstavuje prah pro nejvyssi signifikantni p hodnotu.

4.4.2.7 Analyza vztahii mezi miRNA/mRNA/T-bet

Pro schematické znazornéni vztahii mezi miRNA, T-bet a cytokiny, chemokiny a jejich
receptory byla zkonstruovana sit' vaZenych hodnot genové exprese (Horvath 2011). Dale
byl aplikovan algoritmus zaloZeny na analyze nejblizSich sousednich hodnot
studovanych molekul (zndzornénych jako vrcholy) (Zehnalova 2014). Vétsi vrcholy sité
(znazornény jako koule) znazornuji jeSté bliz8i vzdalenosti sousednich molekul zaloZené
na korelac¢ni analyze. Byly zachovany pouze hrany, které spojuji nejbliZsi sousedy (pary
snejvyssi korelaci). Jinymi slovy velikost vrcholii (kouli) a spojeni mezi vrcholy

znazornuji vztahy mezi zkoumanymi molekulami v dané siti.

4.4.2.8 Statistické analyzy

Analyza dat byla provedena s pouzitim GraphPad Prism 5.01 (GraphPad Software, La
Jolla, CA, USA) a SPSS 16.0 (SPSS Inc.,, Chicago, IL, USA). Rozdily miRNA a mRNA
expresnich hodnot mezi kohortami byly hodnoceny pomoci neparametrické Kruskal-
Wallis analyzy; neparametricky Mann Whitney test byl pouzit k urceni vyznamnych
rozdilli mezi dvéma skupinami. Spearmantiv korela¢ni koeficient a jeho odpovidajici p

hodnoty byly vypocteny za pouziti R statistického softwarového balicku (http://www.r-

project.org/).
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4.4.3 Vysledky

4.4.3.1 Vybér studovanych miRNA

Kandidatni miRNA byly vybrany na zakladé jejich moZného zapojeni do regulace
zanétlivé odpovédi, zejména se zamérenim na moZnou regulaci cytokin/chemokinové
sité. S pouzitim DIANA-mirPath v.3 jsme nominovali 25 kandidatnich miRNA (miR-let-
7¢, let-7d, miR-21, miR-24, miR-25, miR-92a, miR-125a, miR-126, miR-133a, miR-14643,
miR-148a, miR-150, miR-155, miR-181, miR-199a, miR-202, miR-204, miR-206, miR-
212, miR-214, miR-222, miR-223, miR-302c, miR-424 a miR-503), které mohou byt

cileny na cytokiny, chemokiny a jejich receptory asociované se sarkoid6zou.

4.4.3.2 miRNA expresni profilovani

Analyza miRNA expresi u pacientti se sarkoid6zou a kontrolnich jedincii

Srovnali jsme expresni profily 25 kandidatnich miRNA v BAL bunkach pacientl
se sarkoidézou a kontrolnich jedincti. U pacientd jsme nalezli zvySenou expresi u miR-
150 (p<0,001) a miR-146a (p=0,006) a naopak sniZenou expresi u miR-202 (p=0,036),
miR-204 (p=0,031) a miR-222 (p=0,012) ve srovnani s kontrolami (Obrazek 20a).
Ostatni miRNA se svou expresi v ramci porovnani pacientli a kontrol nelisily. Vysledky

expresniho profilovani vSech sledovanych miRNA znazoriiuje teplotni mapa (Obrazek

21a).

Analyza miRNA expresi u pacientii se sarkoiddzou s progresi/remisi onemocnéni
Srovnali jsme také miRNA expresni profily u pacientli sprogredujici a remitujici
sarkoid6zou po dvou letech sledovani. U pacientdi, u kterych doSlo kremisi, byly

nalezeny zvySené exprese miR-155 (p=0,017) a let-7c (p=0,039) ve srovnani s témi,
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u kterych byla zaznamendna progrese. Ostatni miRNA exprese se od sebe neliSily

pii porovnani obou podskupin (Obrazek 20b).
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Obrazek 20: Distribuce relativni miRNA exprese (a) péti deregulovanych miRNA u pacientti
se sarkoidézou (S) a kontrolnich jedinct (C), (b) dvou deregulovanych miRNA mezi pacienty
sregresi (Reg) a progresi (Prog) onemocnéni. Primér hodnot je znazornén horizontalni
useckou, chybové usecky znazornuji 95 % CI.
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4.4.3.3 mRNA expresni profilovdani

Vtéto Casti prace jsme se zamérili na studium genové exprese spektra cytokind,
chemokinti a jejich receptorti asociovanych se sarkoid6zou (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5,
CCL7, CCL8, CCL13, CCL19, CXCL2, CXCL3, CXCL9, CXCL10, CXCL11, CXCL12, CXCL16,
CCR1, CCR2A, CCR2B, CCR5, CXCR3, CXCR4, CXCR6, CXCR7, IL-2, IL-2RA, IL-2RB, IL-
15RA, IFNG) a transkrip¢niho faktoru T-bet v BAL buiikach pacientl se sarkoid6zou
a kontrolnich jedincti.

Nalezli jsme zvysenou expresi CC chemokini CCL3 (p=0,043), CCL4 (p=0,034),
CCL5 (p<0,001) a CCL8 (p=0,031) a CXC chemokini CXCL9 (p<0,001), CXCL10 (p=0,002)
a CXCL11 (p=0,008) u pacienti se sarkoidézou ve srovnani sKkontrolami.
Ze studovanych receptorii jsme u pacientl nalezli zvySenou expresi genti CCR2-var.A
(p=0,018), CCR5 (p=0,003), CXCR3 (p<0,001) a CXCR6 (p<0,001) a také exprese téchto
gend IL-2 (p<0,001), IL-2RB (p=0,049), IL-15RA (p=0,048) a IFNG (p<0,001) byla
zvySena ve srovnani s kontrolnimi jedinci. Vysledky expresniho profilovani vsech

sledovanych mRNA znazornuje teplotni mapa (Obrazek 21b).
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Obrazek 21. Hierarchické shlukovani dat genové exprese. Radky predstavuji jednotlivé (a)
miRNA a (b) mRNA. Sloupce reprezentuji jednotlivé vzorky, které byly predem rozdéleny do tii
kohort, pacienti s regresi (zelena zdéna), pacienti s progresi (Cervena zéna) a kontrolni jedinci
(modra zdéna). Barvy predstavuji hladiny genové exprese (modra: nizkou expresi, Cervena:
vysokou expresi). Analyza byla provedena pomoci statistického softwarového baliku R
(http://www.r-project.org/).

4.4.3.4 Korelac¢ni analyzy miRNA, t-bet a ¢Clenii cytokin/chemokinové sité

K posouzeni vztahii mezi studovanymi miRNA a mRNA v BAL buiikach jsme provedli
srovnavaci analyzu. Hrani¢ni hodnota Spearmanova Kkorelacniho Kkoeficientu byla
nastavena pro p<0,05.

Korelace dvojic miRNA-mRNA byly posuzovany v ramci trech skupin: vSichni
pacienti se sarkoidézou, pouze progredujici pacienti a pouze remitujici pacienti.
Nejvyznamnéjsi korelace dvojic miRNA-mRNA pro jednotlivé skupiny jsou popsany

v Tabulce 8 a zndzornény pomoci Chord diagramti (Obrazek 22). Vzhledem k tomu, Ze
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nebyly nalezeny zZadné vyznamné korelace pro skupinu kontrolnich jedincti, data nejsou

prezentovana.

Tabulka 8. Vyznamné korelace miRNA-mRNA u pacienti se sarkoid6zou (vSichni
pacienti, podskupiny pacientti s progresi a remisi po 2 letech sledovani)

miR-212-CXCL10  p<0,001  miR-25-CCL2 p<0,001 | miR-146a-CCL19 p<0,001
miR-24-CXCR4 p<0,001  miR-126-CCL2 p<0,001  let-7c-CCL19 p=0,007
miR-125a-CCL7 p=0,005  miR-214-CCL2 p<0,001  miR-202-CXCL10 p=0,010
miR-146a-CCL19  p=0,003  miR-125a-CCL7 ~ p=0,008 ~ miR-212-CXCL10 p=0,002
miR-25-CCL2 p=0,002  miR-126-CCL7 p=0,009 ~ miR-92a-CXCL12 p=0,008
miR-214-CCL2 p=0,008 let-7d-CXCR7 p=0,001  miR-148a-CXCR4 p=0,002
miR-24-CCL5 p=0,010  miR-126-CXCR7 ~ p=0,009  miR-24-IL2RB p=0,006
miR-24-CXCR3 p=0,005 miR-25-IL2RB p=0,006
miR-21-CXCR7 p=0,003

miR-204-IFNG p=0,008

miR-148a-CXCR4 p=0,003
miR-155-CXCR4 p=0,003

Obdobné nejvyznamnéjsi korelace T-bet exprese s mRNA cytokinti/chemokini
a jejich receptortl pro tfi skupiny pacientii (vSichni pacienti, progredujici a remitujici
pacienti) shrnuje Tabulka 9. Graficky je T-bet korelace také zndzornéna v Chord grafu

(Obrazek 22).
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Tabulka 9. Vyznamné korelace T-bet s mRNA cytokinti/chemokinti a jejich receptort
u pacientl se sarkoidézou (vSichni pacienti, podskupiny pacientd s progresi a remisi
po 2 letech sledovani)

CCL5 p<0,001 CCL5 p<0,001 CXCR3 p<0,001
CXCR3 p<0,001 CXCR3 p<0,001 IL-2 p<0,001
CXCR4 p<0,001 CXCR4 p<0,001 IL2RA p<0,001
CXCR6 p<0,001 IL2RB p<0,001 IL2RB p<0,001

IL-2 p<0,001 IL15RA p<0,001 IL15RA p<0,001
ILZRA p<0,001 IFNG p<0,001 IFNG p<0,001
IL2RB p<0,001 CXCR6 p=0,005 CCL13 p=0,004
IL15RA p<0,001 CXCL10 p=0,016 CXCL2 p=0,004

IFNG p<0,001 CCR2B p=0,029 CXCR6 p=0,007
CCR2B p=0,004 IL-2 p=0,044 CXCL11 p=0,013
CXCL10 p=0,021 IL2RA p=0,037 CCLS p=0,018

CCR5 p=0,021 CCR2A p=0,033

CCR2B p=0,023
CXCR4 p=0,017

U pacienti se sarkoidézou byly nékteré geny ve vzdjemném vztahu s T-bet
i miRNA geny soucasné: CCL5, CXCL10, CXCR3, CXCR4, CXCR6, IL-2, IL-15RA a IFNG
(Obrazek 22a, 23). U skupiny pacientd s progresi onemocnéni byla korelace s T-bet
a miRNA soucasné pozorovana u receptoru CXCR3 a IL-2RB (Obrazek 22b), zatimco
v regresi onemocnéni T-bet a miRNA korelovala s CCL5, CCL13, CXCL11, CCR2A, CCR2B,

CXCR3, CXCR4, IL-2, IL-2RB, IL-15RA a IFNG geny (Obrazek 22c).
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(b) Progressing sarcoidosis (¢) Regressing sarcoidosis

Obrazek 22. miRNA-mRNA-T-bet korelace genové exprese v BAL buiikach
ziskanych (@) od pacientli se sarkoidézou, (b) podskupiny pacientli s progresi
onemocnéni a (c) podskupiny pacientli s regresi onemocnéni jsou zndzornény Chord
diagramy (kruhové grafy). Intenzita pasti odpovida statistické signifikanci korelace mezi
jednotlivymi miRNA-mRNA-T-bet pary. Vgrafu jsou znazornény pouze vyznamné
korelace (p<0,05), hodnocené dle Spearmanovy korelace.
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Obrazek 23. Hierarchickd aglomerativni analyza shlukovani s pouzitim teplotni mapy pro
vSechny pacienty se sarkoidézou. Barva kazdé bunky teplotni mapy odpovida hodnoté
koeficientu Spearmanovy korelace mezi miRNA-mRNA pary. % Ly: % lymfocytd v BAL tekutiné,

abs Ly: absolutni pocet lymfocytli/1 ml BAL tekutiny.

4.4.3.5 Hledani miRNA-mRNA vazeb pomoci vaZené analyzy genové exprese

V ramci celého souboru pacienti se sarkoidézou byly nalezeny uzké vztahy mezi

geny T-bet a IL-2RB, IL15RA a CXCR3, které souvisely s IFNG a CXCR6. IFNG byl nalezen

v silné vazbé s IL-2 a CCL5 a také s miR-204. Pozorovali jsme také vztahy mezi miR-212-

CXCL10 a miR-21-CCR5. Vramci studovanych miRNA jsme v této skupiné také nalezli
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vazby mezi let-7d, miR-155, miR-24 a miR-25 a mezi miR-202, miR-212, miR-424 a miR-

503 (Obrazek 24).

e
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CCR5  miR-92a MR35 miR.24 CRCLH CXCL9

Obrazek 24. Vazena analyza siti genové exprese miRNA-mRNA-T-bet a jejich vztahti v BAL
burnikach pacientti se sarkoid6zou. Studované molekuly jsou prezentovany jako koule, kde jejich
velikost ukazuje vyznamnost vztahu s ostatnimi molekulami. Obrazek prezentuje pouze pary
s nejvyssi korelaci (Sedé propojeni).

U skupiny pacientli pouze s progredujicim onemocnénim byly nalezeny vazby
T-bet s CCL5, IL-2RB, IL-15RA a IFNG (Obrazek 25). Vyznamné vztahy byly pozorovany
také mezi miR-212 a IFNG, ktery indukuje chemokiny CXCL9 a CXCL11. Kromé toho byla
nalezena vazba chemokinu CXCL11 s miR-204. Také byly pozorovany vztahy mezi miR-
424 a CCL4 a CXCL10, a miR-148 a CCR2A. V ramci vSech miRNA byly zjistény vztahy
mezi miR-21, miR-25, miR-148a, miR-92a a let-7d, dale také mezi miR-146a, miR-222

alet-7c (Obrazek 25).
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Obrazek 25. Vazena analyza siti genové exprese miRNA-mRNA-T-bet a jejich vztahti v BAL
bunikidch pacienti s progredujici sarkoidézou. Studované molekuly jsou prezentovany jako
koule, kde jejich velikost ukazuje vyznamnost vztahu s ostatnimi molekulami. Obrazek
prezentuje pouze pary s nejvyssi korelaci (Sedé propojeni).

U skupiny pacientti s remisi onemocnéni byly pozorovany vztahy mezi T-bet a IL-
2RB, IL-15RA, CXCR3, IL-2 a IFNG. Pozorovali jsme vztahy také mezi miR-212 a CXCL10
a mezi miR-503 a CCR2A. Mezi studovanymi miRNA byly zjistény vztahy mezi let-7d,
miR-148a, miR-24 a miR-25, mezi miR-146a, miR-150, miR-222, a let-7c a mezi miR-

212, miR-202 a miR-503 (Obrazek 26).
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Obrazek 26. Vazena analyza siti genové exprese miRNA-mRNA-T-bet a jejich vztahti v BAL
bunikidch pacientii s progredujici sarkoidézou. Studované molekuly jsou prezentovany jako
koule, kde jejich velikost ukazuje vyznamnost vztahu s ostatnimi molekulami. Obrazek

Vv

prezentuje pouze pary s nejvyssi korelaci (Sedé propojeni).

U kontrolni skupiny jsme nena$Sli Uzké vztahy mezi navrZzenymi molekulami
(malé vrcholy vobrazku) a jejich nalezené vztahy se liSily od vazeb nalezenych

u pacientti se sarkoidézou (Obrazek 27).
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Obrazek 27. Vazena analyza siti genové exprese miRNA-mRNA-T-bet a jejich vztahti v BAL
bunikach kontrolnich jedincl. Studované molekuly jsou prezentovany jako koule, kde jejich
velikost ukazuje vyznamnost vztahu s ostatnimi molekulami. Obrazek prezentuje pouze pary

v v/

s nejvyssi korelaci (Sedé propojent).

67



4.4.4 Zavér

Tato cast prace byla zamérena na multifaktorialni analyzu expresnich dat rady miRNA,
mRNA cytokint, chemokinti a jejich receptorii a klicového transkripéniho faktoru T-bet
u BAL bunék ziskanych u pacienti se sarkoidézou. Korelacni analyzy
cytokin/chemokinové sité a jejich kandidatnich transkripcnich a post-transkrip¢nich
regulatora potvrdily koordinovany prispévek obou regulacnich systémt. Nase analyzy
poukazaly na kli¢ovy prispévek transkripcniho faktoru T-bet a ,fine-tuning“ pomoci
miRNA u regulace cytokin-chemokinové sité u sarkoidézy.

Velmi zajimavé bylo srovnani expresnich profilti a korela¢ni analyzy u podskupin
pacienti s regresi a progresi choroby béhem 2 let sledovani. U remitujiciho onemocnéni
T-bet méné koreloval s IL-2 a receptory CXCR4, CXCR7 a IL-2RA neZ u progredujiciho
onemocnéni. Byla také prokazdna zména v miRNA profilu: u remitujici nemoci jsme
pozorovali korelaci miR-146a-CCL19 a miR-148a-CXCR4. U progrese silné koreloval
T-bet s CCL5, IL-2RB, IL-15RA, IFNG; dale byly pozorovany korelace miR-212-CXCL9
a CXCL11, miR-204-CXCL11, miR-424-CCL4 a CXCL10, miR-148a-CCR2A. NaSe studie
vyznamné prispéla k objasnéni regulace cytokin-chemokinové sité u plicni sarkoid6zy
a nominovala CCL2, CCL5 a CCL19 k dalSimu studiu, zejména vzhledem Kk jejich

rozdilnému zapojeni u skupin pacientti lisicich se vyvojem onemocnéni po 2 letech.
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4.5 Proteinové expresni profily v séru a BAL tekutiné u pacientt

s idiopatickou plicni fibrézou (IPF-UIP) a sarkoid6zou

4.5.1 Uvod do problematiky

Idiopaticka plicni fibréza a sarkoid6za jsou nejcastéjsSi DPO charakteristické zanétlivymi
a fibrotiza¢nimi procesy (Vasakova 2011). U téchto nemoci se stale hledaji neinvazivni
biomarkery vhodné pro diagnostiku a prognézovani, ale také kidentifikaci dalSich
molekul podilejicich se na patogenezi téchto nemoci.

Z divodu velmi nizkych koncentraci analytii v séru a bronchoalveolarni lavazni
tekutiné jsme kanalyze zavedli inovativni, velmi citlivou a specifickou techniku
»,antibody-based Proximity Extension Assay“ (PEA, Proseek Multiplex, Olink)
pro vybrané cytokiny/chemokiny (CCL19, CCL21, CCL24, CXCL5, CXCL9, CXCL10,
CXCL11, CXCL13, IL-17RB, TNF) a dalsi molekuly asociované se zanétem, mezibunécnou
signalizaci, angiogenezi a ristem bunék (TGFB, HB-EGF, HGF, Early activation antigen
CD69, Amphiregulin, HE4, Prostasin, FasL, GDF-15). Tato technika kombinujici klasickou
imunoesej s PCR amplifikaci umozZiiuje detekovat proteiny v dynamickém rozsahu

nékolika adi a az 100x vyssi citlivosti ve srovnani s klasickou metodou ELISA.

4.5.2 Metody

Do studie byla zarazena skupina pacienti sIPF-UIP a sarkoidézou, vSichni byli
diagnostikovani dle kritérii mezinarodnich standardd pro tato onemocnéni (Statement
on IPF 2011 a Statement on sarcoidosis 1999). Analyzované vzorky zahrnovaly sérum
12 pacientd s IPF-UIP, 18 pacientii se sarkoid6zou odebrané pri diagnéze. Dale byla
od zarazenych pacientli se sarkoid6zou ziskana BAL tekutina v dobé diagnézy, a to jak

pro skupinu s progresi (n=9), tak s remisi (n=9) onemocnéni po dvou letech sledovani.
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Dale bylo ziskano sérum od 7 zdravych kontrolnich jedincii. VSichni jedinci podepsali
informovany souhlas s vyuzitim biologického materialu k diagnostickym i vyzkumnym
ucelim této studie. Tato studie byla schvalena etickou komisi Lékarské fakulty
Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc.

Sérum i BAL tekutina byla alikvotovana a uloZena v -80 °C do doby jejiho pouZiti.
Antibody-based Proximity Extension Assay (Proseek Multiplex, Olink Bioscience,
Sweden) byla pouzita pro stanoveni panelu 92 sérovych proteinti asociovanych zejména
se zanétem, bunécnou signalizaci, angiogenezi a riistem bunék (Tabulka 10). 1 pl
séra/BAL tekutiny kazdého vzorku byl inkubovan v piitomnosti 92 part specifickych
protilatek znacenych oligonukleotidy. Jedna dvojice protildtek po navazani
na odpovidajici antigeny umozni pomoci pripojenych DNA konclG zahdjeni PCR
v realném case, ktera je detekovana za pritomnosti fluorescen¢nich sond HD Systémem
Biomark (Fluidigm Corporation). Generovany fluorescen¢ni signal pirimo koreluje

s koncentraci proteinu v séru/BAL daného vzorku (Obrazek 28).

a) incubation b) hybridization and extension C)‘ pre-qmpllflcatl_on d) ampllﬁcaho_rj Wlt.h €) quanl!ﬁcatlon by
with universal primers sequence-specific primers real-time PCR
_ Y binding site
— ) forward for PCR probe .
'_,? - primer | - —
L - ’l S— | = ) a
- reverse v === ,/
— primer A
L / 4\ | ——— —==
i - AbC D ——— Ab D [N R
& Y =

DTN
‘ * o Jﬂ.o reaction

no reaction

Obrazek 28. Princip Proximity Extension Assay. (a) Pary protilatek specifické pro kazdy
analyt jsou konjugovany s oligonukleotidovymi sekvencemi (b) protilatky po navazani na cilové
proteiny vytvareji PCR templat (c) universalni primery jsou pridany pro preaplifikaci raznych
DNA templati soucasné, (d) jednotlivé DNA sekvence jsou amplifikovany se specifickymi
primery, (e) kvantifikace pomoci RT-PCR.
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Data byla normalizovana s pouzitim Olink Wizard (Olink). Detailni popis panelu,

vCetné parametrl citlivosti a specificnosti byly drive popsany v literatuie (Assarsson

2014). Pro statistické vyhodnoceni dat byl pouzit Studentiiv t-test spolu s Benjamini-

Hochbergovou korekci. Analyza hlavnich komponent (principal component analyses,

PCA) byla provadéna s vyuZitim softwaru GenEx (bioMCC, Freiburg, Némecko).

Tabulka 10. Panel 92 analyzovanych proteint

Symbol Ndzev
ADM Adrenomedullin
sAREG Amphiregulin, soluble

sBAFF (TNFSF13B)
sBTC

CA125

CA242

sCAIX

CASP3
sCathepsin D (CTSD)
CCLZ2/MCP1
CCL19

CCL21

CCL24

sCD30L (TNFSF8)
sCD40L (TNFSF5)
sCD69

CEA

CSF1 (M-CSF)
CXCL5

CXCL9

CXCL10

CXCL11

CXCL13

Cystatin B

sE selectin (CD62E)
sEGF

sEGFR
sEMMPRIN
sEpCAM
sEpiregulin (EPR)
EPO

sER

FABP4

sFas (TNFRSF6)
sFasL

FIt3L

Follistatin (FS)
Galectin 3

GDF15

B-cell activating factor, soluble
Betacellulin

Cancer antigen 125

CA 242 tumor marker

Carbonic anhydrase 9, soluble

Caspase-3

Cathepsin D, soluble

Chemokine (C-C motif) ligand 2/monocyte chemotactic protein 1
Chemokine (C-C motif) ligand 19
Chemokine (C-C motif) ligand 21
Chemokine (C-C motif) ligand 24

CD30 ligand, soluble

CD40 ligand, soluble

Cluster of Differentiation 69 (Early activation antigen CD69), soluble
Carcinoembryonic antigen

Colony stimulating factor 1

C-X-C motif chemokine 5

Chemokine (C-X-C motif) ligand 9

C-X-C motif chemokine 10

C-X-C motif chemokine 11

Chemokine (C-X-C motif) ligand 13
Cystatin B

E-selectin, soluble

Epidermal growth factor, soluble
Epidermal growth factor receptor, soluble
Extracellular matrix metalloproteinase inducer, soluble
Epithelial cell adhesion molecule, soluble
Epiregulin, soluble

Erythopoietin

Estrogen receptor, soluble

Fatty acid binding protein 4

Fas receptor, soluble

Fas ligand, soluble

FMS-like tyrosine kinase 3 ligand
Follistatin

Galectin-3

Growth differentiation factor 15

71



GM-CSF (CSF2)
sFOLR1

sHBEGF

HE4
sHER2 /neu (ERBB2)
sHER3 (ERBB3)
sHER4 (ERBB4)
sHGF

sHGFR

hGH

IFNy

IL1IRA

IL2

sIL2RA

IL4

IL6

sIL6R

IL7

IL8 (CXCL8)

IL12

sIL17RB

KLK6

KLK11

MIA

sMICA

Midkine (NEGF2)
MMP3

MPO

MYD88

OPG (TNFRSF11B)
sPDGFB
sPECAM1

PGF

PRL

PRSS8

PSA

REG4

sSCF

sTF

sTGFA

TGFB1

THPO

sTIE2

TNFa

sTNFR1 (TNFRSF1A)
sTNFR2 (TNFRSF1B)
sTNFRSF4 (0X40)
TNFSF14 (LIGHT)
TRAP

suPAR

sVEGFA

sVEGFD
sVEGFR2

Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor
Folate receptor alpha, soluble

Heparin-binding EGF-like growth factor, soluble
Human Epididymis Protein 4

Receptor tyrosine-protein kinase erbB-2, soluble
Receptor tyrosine-protein kinase erbB-3, soluble
Receptor tyrosine-protein kinase erbB-4, soluble
Hepatocyte growth factor/scatter factor, soluble
Hepatocyte growth factor receptor, soluble
Human Growth Hormone

Interferon gamma

Interleukin-1 receptor antagonist

Interleukin 2

Interleukin-2 receptor alpha chain, soluble
Interleukin 4

Interleukin 6

Interleukin 6 receptor, soluble

Interleukin 7

Interleukin 8

Interleukin 12

Interleukin-17 receptor B, soluble

Kallikrein-6

Kallikrein-11

Melanoma-derived growth regulatory protein
MHC class I polypeptide-related sequence A, soluble
Midkine; neurite growth-promoting factor 2
Matrix metalloproteinase-3

Myeloperoxidase

Myeloid differentiation primary response 88
Osteoprotegerin

Platelet-derived growth factor subunit B, soluble
Platelet endothelial cell adhesion molecule, soluble
Placental growth factor

Prolactin

Prostasin

Prostate-specific antigen

Regenerating islet-derived protein 4

Stem cell factor, soluble

Tissue Factor, soluble

Transforming growth factor alpha, soluble
Transforming growth factor beta 1
Thrombopoietin

Receptor tyrosine kinase Tie2, soluble

Tumor necrosis factor alpha

Tumor necrosis factor receptor 1, soluble
Tumor necrosis factor receptor 2, soluble

Tumor necrosis factor receptor superfamily member 4, soluble

Tumor necrosis factor superfamily member 14
Tartrate-resistant acid phosphatase

Urokinase plasminogen activator receptor, soluble
Vascular endothelial growth factor A, soluble
Vascular endothelial growth factor D, soluble
Vascular endothelial growth factor receptor 2, soluble
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4.5.3 Vysledky

Stanovili jsme hladiny 92 proteinti v séru pacientti s IPF-UIP a sarkoidézou a kontrolnich
jedincti a dale také v BAL tekutiné pacientli se sarkoid6zou ziskanou v dobé diagndzy.
U zarazenych pacienti byl znam vyvoj nemoci po 2 letech sledovani. Pomoci
statistickych metod jsme hledali proteiny, které jsou deregulovany u téchto dvou nemoci
a jejich koncentrace se v ramci skupin onemocnéni vyznamné lisi.

V séru pacientd s IPF a sarkoidézou jsme detekovali rozdilné profily u tifinacti
proteint (p<0,05), z nichZ nejvice se lisily hladiny nasledujicich proteinti: Amphiregulin
(fold change 2,46; p=0,0000001), HE4 (Epididymal secretory protein E4: 1,99;
p=0,000008), Prostasin (1,50; p=0,00002), FasL (Fas antigen ligand: -1,43; p=0,0002),
CXCL13 (2,25; p=0,0002), GDF-15 (Growth/differentiation factor 15: 3,45; p=0,0003)

a HGF (Hepatocyte growth factor: 1,82; p=0,0005) (Tabulka 11, Obrazek 29).

Tabulka 11. Prehled proteini s vy$$imi a niZ$imi sérovymi hladinami u pacienti s IPF
ve srovnani se sarkoid6zou (S).

IPFvs S
2,47 <0,00001
1,99 0,0003
1,5 0,0005
2,25 0,0043
3,45 0,0044
1,82 0,0064
1,55 0,0172
1,41 0,0323
-1,44 0,0043
-1,97 0,0128
1,76 0,0172
-1,98 0,0172
-1,17 0,0291
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NPX (Normalized Protein eXpression) [ddCt]

AR CD30-L CEA CXCL13 EGFR FR-alpha FasL GDF-15 HE4 HGF IL-12 PRL PRSS8

Obrazek 29. Srovnani sérovych profili regulovanych proteinti (pcr<0,05) u pacientti s IPF
(Cervené sloupce) a sarkoid6zou (modré sloupce). Chybové tisecky znazornuji 95 % CI.

Analyza hlavnich komponent (PCA) graficky znazornila vyuZiti regulovanych
hladin proteinti k zatrazeni pacientd dle diagndézy do skupin s IPF, pripadné sarkoid6zou

(Obrazek 30).

Obrazek 30. Dynamicka PCA analyza znazornuje rozdéleni pacientii na IPF pacienty (Cervené
body) a pacienty se sarkoid6zou (modré body) na zakladé rozdilnych sérovych koncentraci 13
proteind (peorr <0,05).
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Obé skupiny pacientli se také ve svém proteinovém profilu vyznamné lisily
od kontrolni skupiny zdravych jedinct. U pacienti s IPF jsme nalezli 52 deregulovanych
proteint (pcr<0,05) ve srovnani s kontrolami. U skupiny pacientii se sarkoidézou bylo
58 proteini deregulovano ve srovnani s kontrolami. Nejvyznamnéji deregulovanané
proteiny u obou onemocnéni jsou shrnuty v Tabulce 12.

Analyza PCA znazornila regulované proteiny, jejich hladiny hraji roli v rozdéleni
pacienti s IPF od zdravych kontrol (Obrazek 30A) a obdobné také identifikaci pacientt

se sarkoiddzou a zdravych kontrol (Obrazek 30B).

Tabulka 12. Prehled proteinli vyznamné up-regulovanych a down-regulovanych

u pacientt s IPF a se sarkoiddzou ve srovnani se zdravymi kontrolami.

Fold change

IPF > C

Sarcoidosis > C

Fold chan

P corr

3,06271 <0,00001 3,59254 <0,00001
21,65824 <0,00001 3,36694 <0,00001
3,7892 <0,00001 14,24585 <0,00001
3,7372 <0,00001 4,24876 <0,00001
3,4951 <0,00001 4,28548 <0,00001
8,6726 <0,00001 4,25655 <0,00001
2,05284 <0,00001 1,99863 <0,00001
2,1553 <0,00001 2,46588 <0,00001
2,45481 <0,00001 4,40173 <0,00001
3,03036 <0,00001 2,04727 <0,00001
4,61064 <0,00001 1,82281 <0,00001
2,15743 0,00001 2,14539 <0,00001
2,29073 0,00001 3,11654 <0,00001
3,09216 0,00001 3,32602 <0,00001
2,77626 0,00002 3,94973 <0,00001
4,23373 0,00002 2,62436 <0,00001
3,42394 0,00003 1,46306 0,0001
2,40827 0,00003 8,57842 0,0001
2,66919 0,00004 2,46244 0,0001
4,03492 0,00011 3,7664 0,0001
4,71593 0,00012 6,27781 0,0001
1,42035 0,00013 2,32062 0,0001
2,43843 0,00024 2,09325 0,0002
3,63865 0,00025 2,55334 0,0002
2,13941 0,00033 3,19946 0,0003
3,76929 0,00035 2,02869 0,0004
1,72686 0,00047 1,52241 0,0005
1,89141 0,00047 4,76399 0,0008
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2,31962 0,00062 HE4 1,89968 0,0012
2,58988 0,00136 1,94958 0,0014
3,04702 0,00164 2,19305 0,0028
2,16267 0,00215 1,86872 0,0028
10,84374 0,0025 1,82152 0,0052
1,56953 0,00282 3,70035 0,0052
1,73544 0,00457 1,37036 0,0055
2,2248 0,00482 1,67056 0,0056
2,44098 0,008 1,74559 0,0057
1,63286 0,00824 2,03174 0,0057
HGF 1,67456 0,02398 3,78935 0,0079
2,17308 0,02548 1,79296 0,0084
1,95669 0,02659 1,34051 0,0091
1,55626 0,03028 1,38878 0,0144
1,42129 0,03206 1,3736 0,0186
1,64607 0,03542 1,62679 0,0269
113141 00381
-1,94671 <0,00001 3,30179 0,0432
197586 <0,00001

-2,0565 0,01628 -2,09805 <0,00001
-1,47216 0,02886 -1,99607 <0,00001
-1,9964 0,03206 -2,42533 <0,00001
-5,32441 0,04326 -3,11873 <0,00001
] -14,06473  <0,00001
] -2,25314 0,0001
. 884035 0,0004
] -1,25865 0,0007
] -1,60506 0,001
] -2,66491 0,0052
] -1,50167 0,0082
I 171542 00269

Obrazek 30. Dynamicka PCA analyza (GenEx) znazornuje (A) rozdéleni pacientli s IPF
(¢ervené body) a zdravych kontrol (zelené body) a (B) rozdéleni pacientli se sarkoidézou
(modré body) a zdravych kontrol (zelené body) na zakladé rozdilnych sérovych koncentraci
proteint (pcorr <0,05).
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Pri vySetreni proteinového profilu BAL tekutiny pacientl se sarkoidézou jsme
prokazali, Ze u ctyr proteinit (CXCL10, CXCL11, HB-EGF, CEA) byl trend kvysSim
koncentracim u skupiny pacienti, u kterych doslo béhem doby sledovani k remisi
ve srovnani s pacienty s progredujici formou nemoci (Tabulka 13, Obrazek 31).
Nejvétsi rozdily byly nalezeny u proteini CXCL10 a CXCL11, coz jsou ligandy
chemokinového receptoru CXCR3, ktery je KkliCovym receptorem asociovanym

se sarkoid6zou.

Tabulka 13. Prehled proteinG vyznamné deregulovanych v BAL tekutiné v dobé
diagnoézy u pacientli se sarkoidézou, u kterych doslo k regresi/progresi onemocnéni
po dvou letech

Fold change P corr

CXCL11 -1,78 0,051
CXCL10 -2,61 0,073

HB-EGF -1,14 0,081
Heparin-binding EGF-like growth factor

CEA -1,61 0,083

Glycoprotein involved in cell adhesion

otsin expression) [ddCt]

NPX (Normaliz

CEA CXCL10 CXCL11 HB-EGF

Obrazek 31. Srovnani proteinovych profili v BAL tekutiné deregulovanych proteind
u pacientli s remitujici (zelené sloupce) a progredujici (¢ervené sloupce) sarkoidézou. Chybové
usecky znazornuji 95 % CI.
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4.5.4 Zavér

Pomoci inovativni, vysoce senzitivni multiplexové proteinové PEA analyzy jsme popsali
sérové proteinové profily asociované s IPF-UIP a sarkoiddzou a proteinové profily BAL
tekutiny  pacienti s progredujici/remitujici  sarkoidézou.  Detekovali  jsme
13 deregulovanych proteinii u pacientd s IPF ve srovnani s pacienty se sarkoidézou,
pricemzZ nejvice deregulovan byl Amphiregulin, HE4, Prostasin, FasL, CXCL13, GDF-15,
HGF. Celkové 52 proteint bylo deregulovano v séru IPF pacientli a 58 proteint v séru
pacientl se sarkoiddzou ve srovnani se zdravymi kontrolami. Pacienti s remisi/progresi
sarkoidozy se ve svém proteinovém profilu BAL tekutiny liSili zejména proteiny CXCR10
a CXCR11, coz jsou vyznamné ligandy klicového receptoru CXCR3 u sarkoid6zy.

Rada identifikovanych cytokin@, solubilnich receptor a dalsich imunitnich
molekul nebyla dosud u téchto nemoci popsana a bude urcité predmétem dalsich studii.
Identifikace sérovych biomarker specifickych pro studovand onemocnéni nabizi
diagnostické i prognostické vyuziti neinvazivnich krevnich testli a miZe také slouzit

pro navrhy novych terapeutickych cila.
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4.6 Studium funkcéniho dopadu polymorfismu ANXA11 rs1049550

u sarkoiddzy

4.6.1 Uvod do problematiky

V celogenomové asocia¢ni studii (GWAS) v némecké populaci byla popsana asociace
variant genu ANXA11l (annexin Al1l) svnimavosti ksarkoidéze (Hofmann 2008).
Pro potvrzeni souvislosti klicCového funkéniho polymorfismu ANXAI11 rs1049550
se sarkoid6zou a ovéreni vysledki GWAS v Ceské populaci byla provedena geneticka
asociacni studie (Mrazek 2011).

Vtéto studii byla nalezena signifikantné nizs$i frekvence alely ANXA11
rs1049550*T u pacientd se sarkoid6zou (35 %) oproti kontrolni skupiné (42 %, p=0,04;
OR=0,77). ,,Ochranny” efekt alely ANXA11*T byl imérny poctu jejich kopii v genotypu

(Obrazek 32).

1.00 1.00

odds ratio (sarcoidosis)

Genoty pe Genotype Genotype
ANXA11 CC ANXA11 CT ANXAT1 TT

Obrazek 32. Odhadovana rizika vzniku sarkoid6zy ve vztahu k nosicstvi jedné nebo dvou kopii
»ochranné“ T alely. Efekt genové davky pro sarkoidézu v ¢eské populaci byl stanoven Cochran-
Armitage testem. Cerné bloky znazoriuji vyskyt jednotlivych genotypt u ¢eské populace a $edé
bloky u némecké populace (data byla prepocitana ze studie Hofmann a spol 2008).
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Velmi zajimavym poznatkem byl méné cetny vyskyt alely ANXA11*T u pacientt
s postizenim plicntho parenchymu (RTG stadia II-IV) ve srovnani s pacienty
s izolovanym postiZzenim hilovych uzlin (RTG stadium [; p=0,01) (Obrazek 33).

,Protektivni“ efekt alely ANXA11*T byl patrny i pri subanalyze podle Lofgrenova

vivs

syndromu: vyskyt homozygotl TT byl Castéjsi mezi pacienty s prognosticky piiznivéjSim
LS (21 %) ve srovnani s pacienty bez znamek LS (7 %, p=0,02; OR=0,31; 95 % CI=0,11-
0,84). Tato data potvrdila nalezy z celogenomové studie v némecké populaci, Ze genova

varianta ANXA11 rs1049550*T sniZuje riziko onemocnéni sarkoidézou.

0.45 - 0.42
0.40 -
0.35
0,30 -
0.25 -
0.20
015 -
0.10 -
0.05 -
0.00 -

ANXA11*T allele frequency

CXR stage | (BHL) CXR stages II-IV
Obrazek 33. Frekvence vyskytu ANXA11 rs1049550*T alely u pacientii se sarkoid6zou

rozdélenych dle postiZeni pouze hilovych uzlin (RTG stadium I) a pacientl s postizenim plicniho
parenchymu (RTG stadia II-1V).

NejvyznamnéjSim nalezem této studie je, Ze tato alela miiZe onemocnéni
smérovat k prognosticky priznivéjSim formam (bez postiZeni plicntho parenchymu).
Polymorfismus ANXA11l rs1049550*T se jevi jako vhodny diagnosticky marker
pro stratifikaci pacienti se sarkoidézou dle vyvoje onemocnéni.

Doposud vSak nebyl objasnén mechanismus pisobeni polymorfismu rs1049550

na patogenezi sarkoid6zy. Proto jsme se v prvni Casti studie vénovali analyze genovych

profild ANXA11 a prokazali, Ze polymorfismus rs1049550 nema vliv na pocet ANXA11
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transkripti v BAL burtkach. Proto jsme se vdalsi ¢asti prace vénovali moznému
funkénimu dopadu tohoto polymorfismu na tvorbu granulomii.

Polymorfismus rs1049550 je zodpovédny za zaménu basického argininu
na polarni cystein v poloze 230 ve vysoce konzervativni doméné ANXA11 ovliviiujici
strukturu domény vazajici vapnik. Nicméné posledni studie potvrdila, Ze zména ANXA11
proteinu vlivem polymorfismu rs1049550 a jeho R230C varianta se z hlediska citlivosti
na Ca?*nelisi (Fatimathas 2009). Kromé role v signalizaci vapniku, annexin A11 se podili
na mnoha dalsich funkcich, jako je apoptdza (Gerke 2002), bunécny rist (Farnaes 2003),
terminalni faze bunécného déleni (Tomas 2004), ma vliv na funkci neutrofila a preziti
nadorovych bunék (Duncan 2008).

V této souvislosti je vyvoj a udrZovani granulomat6zniho zanétu u sarkoidézy
opakované spojovan s poruchou apoptézy aktivovanych zanétlivych bunék (Petzmann
2006). Stridh a spol jiz diive ukazal, Ze BAL lymfocyty pacientli se sarkoid6zou byly
méné citlivé na apoptotické stimuly (hodnoceno u annexinu A5) neZ lymfocyty
kontrolnich jedinci (Stridh 2002). Tato pozorovani umozZnuji spekulovat, Ze urcité
funkéni genové varianty annexinu All (napf. ANXA11l R230C) mohou mit vliv
na apoptézu zanétlivych bunék, a tak ovliviiovat patogenezi sarkoiddzy i jeji klinicky
pribéh.

Proto jsme ddale zkoumali mozny vliv rs1049550 polymorfismu na tvorbu
granulomi in vitro. Mononuklearni bunky periferni krve (PBMC) 10 pacientt
se sarkoidézou byly kultivovany v piitomnosti Concanavalinu A a uhlikovych nanotrubic
po dobu 8 dni. Velikost a charakter vytvorenych granulomi byl srovndvan mezi
podskupinami pacientli s rs1049550 CC (n=6) a TT (n=4) genotypem. Granulomy byly

také hodnoceny v plicnich tkdnich biopsii pacientl se sarkoidézou s CC (n=10) a TT

(n=8) genotypy.
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4.6.2 Metody

4.6.2.1 Studovany soubor

Soubor pro studium genotypu ANXA1 byl sloZzen z 245 pacientli se sarkoidézou (vék,
medidn (1-3 kvartil): 44 (36-53); pohlavi (M/Z): 113/132) a 254 zdravych kontrol
(30 (25-37); (111/143)) Ceské narodnosti. Absence plicniho onemocnéni u kontrolnich
jedinci byla ovérena zdravotnim dotaznikem a pohovorem s diirazem na rodinnou
anamnézu a priznaky respiracniho onemocnéni. Skupina pacientti se sarkoidézou byla
diagnostikovana dle kritérii mezinarodnich standardi (Statement on sarcoidosis 1999)
ve Fakultni nemocnici Olomouc.

VSichni jedinci podepsali informovany souhlas s vyuZzitim biologického materialu
k diagnostickym i vyzkumnym tuceliim této studie. Tato studie byla schvalena etickou

komisi Lékarské fakulty Univerzity Palackého a Fakultni nemocnice Olomouc.

4.6.2.2 Genotypovdni ANXA11 rs1049550 C/T (R230C) polymorfismu

Genotypizaci ANXA11 rs1049550 C/T (R230C) polymorfismu byla provedena s pouzitim
MassARRAY IPLEX technologie (Agena Bioscience, USA) (Obrazek 34). Primery byly
navrzeny s pouzitim Sequenom SNP test softwaru (verze 155 3.0 IPLEX reakce).
Sekvence amplifikaCnich a exten¢nich primert pouzitych pro genotypizaci byly
nasledujici: forward primer 3'-ACGTTGGATGTTCCTCCAGGGACGGATGAG-5', reverzni
primer 3'-ACGTTGGATGAAGTAGGATCTGCTGCCGCT-5', extencni primer
3'-ACATCATTGACTGCCTGGGGAGT-5". Protokol vcetné reakénich podminek byl
proveden v souladu s vyrobcem. Distribuce genotypu byla v Hardy-Weinbergové

rovnovaze (p>0,05).
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Obrazek 34. Distribuce genotypi ANXA11l rs1049550 polymorfismu (A) a reprezentativni
ptiklady hmotnostnich spekter pro CC homozygoty (B), CT heterozygoty (C) a TT homozygoty

(D).

4.6.2.3 Expresni profilovani ANXA11 mRNA v BAL burikdch

mRNA exprese ANXA11 byla studovana u skupiny pacientli se sarkoid6zou (n=55)
a kontrolnich jedinct (n=14). Skupina pacientti byla sloZena z 21 muZz(i/34 Zen; skupina
byla dale rozdélena dle RTG stadia: stadium I (n=18), stadium II (n=28), stadia III-IV
(n=9). Kontrolni skupina se skladala z 8 muzi/6 Zen podstupujici BAL odbér jako
soucast klinického vySetrovani, u nichz nebylo prokdzano zadné zanétlivé plicni
onemocnéni. VSechny kontroly mély normalni hodnoty BAL tekutiny cytologie,
imunologie, mikrobiologie a pomér CD4+/CD8+. Zadny jedinec nepodstoupil 1é¢bu
kortikosteroidy pred BAL. Pacienti i kontrolni jedinci byli jeSté dale rozdéleni
na podskupiny dle genotypu ANXA11 rs1049550: nenosici alely T (homozygoti CC)

anosici alely T (heterozygoti CT, homozygoti TT).
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Postup zpracovani BAL bunék, nasledna izolace RNA, podminky reverzni
transkripce i kvantitativni PCR v realném case byly popsany v kapitole 4.1.2.2. Primery
(5'-ttgaacttggactcgtctgttc-3’, 5'-actcgcccagagagatge-3°) a sonda (UPL sonda # 17, Roche
Applied Science, Indianapolis, IN, USA) byly navrZeny pomoci Probe Finder Assay Design
Center (http://www.universalprobelibrary.com) tak, aby zahrnovaly vSechny tfi znamé
ANXA11 transkrip¢ni varianty a, b, c.

PSMB2 gen byl pouZit jako referenc¢ni gen, dle nasi predchozi studie (Kriegova
2008). Zmeény relativni mRNA exprese byly srovnavany neparametrickym Mann-

Whitney U-testem.

4.6.2.4 Stimulace granulomii ex vivo z mononukledrnich bunék periferni

krve (PBMC)

Pro funk¢ni studii bylo vybrano 10 nelécenych pacienti se sarkoid6zou, z toho 6 jedinct
s genotypem CC a 4 jedinci s genotypem TT polymorfismu ANXA11 rs1049550. Periferni
mononukledrni buiiky byly izolovany centrifugaci v hustotnim gradientu. PBMC byly
kultivovany v hustoté 1x10® bunék na jamku 24-jamkové mikrotitra¢ni desticky,
v médiu RPMI 1640 (ThermoFisher Scientific, Waltham, MA USA) s 10% FCS (Sigma
Aldrich, St. Louis, MO) pfes noc. V den 2 byla pfidanim Concanavalinu A (Sigma Aldrich,
St. Louis, MO) na konec¢nou koncentraci 16 pg/ml indukovana tvorba vicejadernych
obrovskych bunék (MGC). Po kultivaci v pritomnosti Concanavalinu A po 3 dnech byly
pridany ultrazvukem osetirené uhlikové nanotrubice a inkubace pokracovala dalsi 3 dny.

9. den byly buiiky obarveny May-Griinwald-Giemsa barvivem.
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4.6.3 Vysledky

V prvni casti studie jsme se vénovali analyze genovych profili ANXA11 u pacientl
se sarkoid6zou a jejich podskupin dle genotypu rs1049550. Pri srovnani skupiny
pacientl se sarkoid6zou a kontrolnich jedincti jsme nenalezli rozdily v genové expresi
ANXA11 mRNA (p>0,05) (Obrazek 35A). Také pri porovnani skupin pacientti a kontrol
rozdélenych dle nosi¢stvi T alely jsme nenalezli rozdily mezi hladinami mRNA
transkriptd pro ANXA11 (p>0,05) (Obrazek 35B). Proto jsme se v dalsi c¢asti prace

vénovali moznému funk¢nimu dopadu tohoto polymorfismu na tvorbu granulomi.
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Obrazek 35. Srovnani relativni mRNA exprese genu ANXA11 v BAL buiikach pacientt
se sarkoid6zou (S) a kontrolnich jedincti (C) (A) a pacienti i kontrol rozdélenych dle nosic¢stvi T
alely (B). Data jsou prezentovana jako fold change relativni exprese, hranice boxti predstavuji

hodnoty SD.
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Velikost a charakter vytvoienych granulomi byl porovnan mezi podskupinami pacienti
s genotypem CC (n=6) a TT (n=4) polymorfismu rs1049550. U pacientti s genotypem CC
jsme pozorovali vysSs$i pocet vétSich mnohojadernych obrovskych bunék, které se
formovaly z mononuklearnich bunék periferni krve po stimulaci Concanavalinem A

ve srovnani s TT pacienty (Obrazek 36).

Obrazek 36. Tvorba mnohojadernych obrovskych bunék z PBMC in vitro po stimulaci
Concanavalinem A po dvou dnech. Rozdilna velikost i pocet bunék u pacientli se sarkoid6zou
u genotypu CC vs TT rs1049550. Zvétseni 200x.

Po pridani nanocastic, u kterych bylo jiz drive prokdzano, Ze jejich plisobeni
pfi ¢astém vdechovani v plicich umociiuje vznik granulomi a dokonce i zvySuje riziko
karcinomu, podobné jako u azbestovych vldken, vytvareli CC homozygoti vétsi
granulomy husté prostoupené lymfocyty (Obrazek 37) a jejich pocet byl vyssi nez u TT

pacientii (Obrazek 38).
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Obrazek 37. Tvorba granulomid z mnohojadernych obrovskych bunék in vitro po stimulaci
uhlikovych nanocastic po osmi dnech u pacientii se sarkoid6zou s genotypem CC rs1049550.
ZvétSeni 400x.

Obrazek 38. Tvorba granulomid z mnohojadernych obrovskych bunék in vitro po stimulaci
uhlikovych nanocastic po osmi dnech u pacientli se sarkoidézou s genotypem TT rs1049550.
ZvétSeni 400x.
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Granulomy byly také hodnoceny v biopsiich plicnich tkani ziskanych v dobé
diagnozy pacientt se sarkoidézou s CC (n=10) a TT (n=8) ANXA11 genotypem. Velikost
a charakter granulomt a také stav alveolitidy byl hodnocen zkuSenym patologem
po fixaci a barveni tkani hematoxylinem a eosinem. V plicnich biopsiich u pacienti
s genotypem CC byly popsany vétsi, splyvajici granulomy (min-max: 0,5-2,0 mm)
s fibrotickym lemem a v tkani byla pritomna alveolitida v porovnani s pacienty

s genotypem TT s malymi granulomy (0,1-0,5 mm) a bez ptitomnosti alveolitidy

(Obrazek 39).

Obrazek 39. Plicni biopsie (H&E barveni) pacientl se sarkoidézou (A-C) s genotypem CC
ANXA11 rs1049550 a (D-E) s genotypem TT ANXA11 rs1049550. ZvétSeni 40x.
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4.6.4 Zavér

V této studii jsme se zamérili na prokazani mozného vlivu rs1049550 polymorfismu
na expresi genu ANXA11 a dale na tvorbu granulom ex vivo.

Neprokazali jsme rozdily v ANXA11 mRNA expresi v BAL burikach mezi pacienty
se sarkoiddzou a kontrolami, ani podskupinami rozdélenych dle nosicstvi T alely.

U pacienti se sarkoid6zou jsme izolovali periferni mononuklearni buriky (PBMC)
a stimulovali u nich tvorbu granulomt pomoci Concanavalinu A a uhlikovych nanocastic.
Velikost a charakter vytvorenych granulomi byl porovnan mezi podskupinami pacientt
s genotypem CC a TT polymorfismu rs1049550. U pacienti s genotypem CC jsme
pozorovali vyssi pocet vétSich mnohojadernych obrovskych bunék ve srovnani s TT
pacienty. Po pridani nanocastic vytvareli CC homozygoti vétsi granulomy husté
prostoupené lymfocyty a jejich pocet byl vyssi nez u TT pacientd.

Granulomy byly také hodnoceny v biopsiich plicnich tkani pacientd
se sarkoid6zou s CC a TT ANXA11 genotypem. Mezi nejvyznamnéjsi vysledky této Casti
studie jednoznac¢né patii ndlez rozdili mezi velikosti a charakterem granulomii mezi CC
a TT pacienty. NaSe studie timto potvrdila funkéni vliv polymorfismu rs1049550 v genu
ANXA11 na tvorbu granuloml u sarkoidézy. Presny mechanismus vlivu rs1049550

na tvorbu granulomi bude urcité predmétem dalsiho studia.
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5. Diskuze

5.1 Volba vhodného referen¢niho genu pro méreni genové exprese

v BAL bunkach

PrestoZe je qRT-PCR jiZ zavedenou metodou vhodnou pro kvantifikaci mRNA exprese
v BAL vzorcich, je normalizace mezi jednotlivymi vzorky hlavnim tskalim této metodiky
(Dheda 2004, Bustin 2004). I pres teoretickou moZnost zmirnéni variability méreni
pouzitim normalizace objemu vzorku ¢i koncentrace RNA, nejsou tyto zpiisoby
dostacujici, zejména kvili odlisnosti bunécného slozeni BAL vzorku i rozdilné kvalité
RNA (Freeman 1999). Vsoucasné dobé nejvhodnéjsi a nejjednodussi zpisob
normalizace klinickych méreni qRT-PCR predstavuje pouZiti referencniho genu (Dheda
2004, Trapnell 1993, Pfaffl 2001, Suzuki 2000, Karge 1998). V nasi praci jsme potvdili,
Ze kombinace podobné velikosti vzorku, podobné koncentrace RNA pii reverzni
transkripce a zejména pouZzivani validovanych referen¢nich gentli predstavuje spravnou
normalizacni strategii pro vzorky BAL.

[ kdyZ je znamo, Ze normalizace s nevhodné zvolenym referen¢nim genem mize
vést k nespravné interpretaci vysledkii genové exprese cilovych genti (Glare 2002, Silver
2006), vétsina skupin zpravidla pouZiva geny GAPDH a ACTB jako vhodné referencni
geny pii qRT-PCR studiich plicnich vzorki (Bloor 2001, Muhlebach 2004, Zhao 2006, Ye
2005, Choi 2006). Diivodem mtZe byt skutecnost, Ze tyto referencni geny byly zavedeny
a jejich stabilita provérena predevsim na bunécnych kulturach a tkanich (Bustin 2005,
Pfaffl 2004, Vandesompele 2002, Andersen 2004, de Kok 2005) a odtud byly prevzaty
i pro studium Kklinickych vzorki. Také dosud nebyly provedeny studie, které by urcily

vhodny referencni gen aplikovatelny na studium BAL vzorki.
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V nas$i studii jsme aplikovali ¢tyfi rtizné matematické a statistické modely
pro vybér stabilné exprimovanych referencnich genti v BAL vzorcich. Stejné jako
v predchozich studiich (Ishii 2006, Glare 2002) jsme pozorovali, Ze ,tradi¢ni“ referencni
geny, jako ACTB a GAPDH nejsou vhodné pro normalizaci genové exprese v BAL
bunkach. Dokonce i v pripadé genu GNB2L1, ktery byl doporucen jako vhodny
referentni gen pro studium BAL makrofagl pacienti s CHOPN (Ishii 2006), jsme
pozorovali, Ze jeho exprese v BAL bunkach je ovlivnéna plicni patologii, 1é¢bou
a zastoupenim eosinofilii a neutrofilti v BAL.

Vnasi studii jsme se zaméfili na vySetfeni vlivu mnoha proménnych (napft.
pohlavi, koureni, vék, BAL bunécné sloZeni, plicni patologie a 1é¢ba) na stabilitu exprese
zkoumanych gent. Ziskali jsme zebricek vhodnych referencnich geni pro riizné
podskupiny, ovSem pouze PSMB2 a RPL32 geny byly odhaleny jako nejstabilnéji
exprimované geny v BAL vzorcich, osm zbyvajici genli bylo vylouceno z dalsi analyzy.
Pro zvySeni priikaznosti tvrzeni o stabilni povaze PSMB2 a RPL32 gent, byla jejich
stabilita exprese dale ovéfovana na druhé, nezavislé BAL Kkohorté pacienti
se sarkoidézou a kontrolnich jedinct. Jsme si védomi toho, Ze jsme se zabyvali prevazné
vzorky bronchoalveolarnich bunék z intersticidlnich plicnich onemocnéni a velikosti
vzorki jinych onemocnéni byly omezené.

PSMB2 gen patii do skupiny genli kédujicich 20S proteazomadlni zakladni
podjednotky, RPL32 je gen kédujici soucast ribozomdlni 60S podjednotky. Rlzné
ribozomalni proteiny byly jiz drive testovany qRT-PCR: RPL13A pro slinivku
a prostatické tkané (Jesnowski 2002), LRP10 pro tukové tkané (Gabrielsson 2005),
RPL32 u BAL neutrofilti (Zhang 2005) a makrofagli pacienti s CHOPN, kde byla jejich
exprese stabilni bez ohledu na zavaznost onemocnéni (Ishii 2006). PSMB2 gen

vykazoval pouze 29 % kolisani exprese u 19 lidskych tkani testovanych pomoci
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microarray techniky (Hsiao 2001), ¢cimZ se poprvé ukazala jeho vhodnost pouZiti jako
referencni gen pro qRT-PCR také v neseparovanych BAL burikach.

Vyvstava také otazka potreby vice neZ jednoho referencniho genu
pro normalizaci za Ucelem zlepSeni presnosti vysledkli, coZz mnohé studie potvrdily
(Vandesompele 2002, Andersen 2004, Abruzzo 2005, Coulson 2008, Pombo-Suarez
2008). Jiné prace naopak ukazuji, Ze pouziti jednoho referen¢niho genu je dostacujici
pro vétsinu aplikaci (de Kok 2005, Lyng 2008, Dydensborg 2006, Ohl 2006). Také naSe
analyzy ukazaly, Ze kombinace dvou nejstabilnéjsich genti (PSMB2 a RPL32) neprineslo
zlepSeni presnosti béhem normalizace ve srovnani se samotnymi PSMB2 nebo RPL32
geny.

Abychom prokazali, Ze normalizace s pouZitim nevhodného referen¢niho genu
s proménnou expresi muize opravdu vést kK nespravné interpretaci vysledkii genové
exprese cilovych molekul, pouzili jsme nové definovanych referen¢nich genti
pro vySetrovani hladin mRNA cytokinu IFNG, jehoZ mRNA a protein byl nalezen zvySeny
u Th1 polarizované sarkoidézy (Robinson 1985, Shigehara 2000). U naSich pacientii
bylo zvySeni mRNA exprese IFNG v BAL bunkach pozorovano pouze v pripadé
normalizace s pouZitim referencnich genti PSMB2/RPL32. Pokud byly k normalizaci
pouZity nejcastéji pouzivané referencni geny ACTB/GAPDH, mRNA up-regulace IFNG
genu nebyla pozorovana.

NasSe vysledky poskytuji dtilezité a jasné poselstvi voblasti studia genové
exprese, protoZe pouze s pouzitim validovanych (tj. stabilné exprimovanych)
referencnich genl pro normalizaci je moZné detekovat zmény v genové expresi cilovych
molekul v BAL vzorcich a zajistit, Ze jsou tyto vysledky validni, a proto klinicky
vyznamné. Naproti tomu volba nevhodného referen¢niho genu pro danou tkan c¢i
populaci bunék vede k nespravné interpretaci vysledki méreni mRNA exprese cilového

genu ve vzorcich plic.
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5.2 Studium exprese klicového Th1 transkrip¢niho faktoru T-bet

a jeho regulacniho vlivu na geny asociované se sarkoid6zou

S ohledem na rozhodujici roli transkripéniho faktoru T-bet v Th1 diferenciaci (Szabo
2000) a jeho vliv na CXCR3 a IFNG up-regulaci (Beima 2006, Lewis 2007, Matsuda
2007), jsme predpokladali, Ze T-bet se miize podilet na patogenezi Th1 asociovaného
zanétu u sarkoidézy. V souladu s touto hypotézou nase data ukazala, Ze mRNA exprese
T-bet byla zvysSena u pacientti se sarkoidézou ve srovnani s kontrolni skupinou. Zvysené
hladiny T-bet byly také prokazany u jinych onemocnéni Th1 typu, jako je Crohnova
nemoc (Matsuoka 2004) a celiakie (Johrens 2005, Frisullo 2008).

Na zakladé vysledka studii T-bet-deficientnich mysi, které ukazaly, ze T-bet je
klicovym transkrip¢nim faktorem pro indukci transkripce CXCR3 a IFNG u Th1 bunék
(Beima 2006, Lewis 2007, Matsuda 2007), jsme studovali, zda T-bet muze také
modulovat expresi CXCR3 a IFNG genu u sarkoidézy. Studium regulace exprese CXCR3
u sarkoidézy je zajimavé, protoZe tento chemokinovy receptor hraje klicovou roli
pii hromadéni T-bunék v plicich a nasledné tvorbé granulomii (Agostini 2005). Béhem
studie jsme pozorovali silnou korelaci mezi T-bet a CXCR3 a IFNG expresi v BAL burkach
pacientli se sarkoidézou. NaSe korelacni analyza tedy podporuje koncept T-bet
modulace CXCR3 a IFNG genové exprese v plicich pacientii. Dale jsou zapotiebi dalsi
funkéni studie, které by potvdily primou kontrolu CXCR3 a IFNG exprese pomoci T-bet
u sarkoidézy.

Na rozdil od primého vlivu T-bet na expresi CXCR3 a IFNG bez ohledu na bunécny
typ, regulace jinych genli pomoci T-bet miiZe byt ovlivnéna mnoha dalS§imi faktory
(Beima 2006). Studovali jsme proto také vztah T-bet s dalsimi kandidatnimi cytokiny a
jejich receptory, které se podili na patogenezi onemocnéni. Ze studovanych

chemokinovych receptorii jsme pozorovali silnou korelaci mezi T-bet a expresi CXCR6
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genu, receptoru ko-exprimovaného spolu s CXCR3 na T-bunkach u sarkoidozy (Agostini
2005). Kromé toho byla pozorovana silna korelace mezi T-bet a CCL5 a CXCL10
chemokiny, které hraji dulezitou roli pii alveolitidé u sarkoidézy (Agostini 2005,
Nishioka 2007, Arakelyan 2009, Agostini 1998, Petrek 1997). Dale jsme pozorovali
silnou korelaci mezi T-bet a IL-2R/IL-15Rb (CD122) na naSem studovaném souboru.
Toto zjisténi jiz bylo pozorovano u zvirecich modelt a bunéénych kultur (Beima 2006,
Matsuda 2007). Tento nalez je zajimavy, nebot receptory IL-2R a IL-15R ovliviiuji
proliferaci T-bunék u sarkoid6zy (Katchar 2003, Agostini 1996).

Zajimalo nas také, jaky typ(y) bunék exprimuji T-bet, protoze chemokiny a jejich
receptory, u nichZ byla prokdzana modulace T-bet, byly detekovany bud’ v alveolarnich
lymfocytech (IL-2R, CXCR3 a CXCR6) (Agostini 2005, Katchar 2003, Agostini 1996) nebo
v makrofazich (CCL5 a CXCL10) (Agostini 1998, Petrek 1997). V nasSich experimentech
byl T-bet lokalizovan v alveolarnich makrofazich a lymfocytech a v plicnich biopsiich
také na makrofazich, mnohojadernych obrovskych bunkach, u epiteloidnich bunék
a lymfocytl infiltrujicich granulomy. T-bet exprese byla jiz drive zjiSténa v rliznych
typech bunék, jako napriklad NK, dendritickych a T a B-buiikach (Beima 2006); naSe
studie také popisuje T-bet expresi v plicnich makrofazich.

Tato studie ma svd omezeni. Hodnotili jsme pouze Cctyii pacienty jiz
ve fibrotizujici fazi sarkoidézy z diivodu omezené dostupnosti pacientli s timto
fenotypem. Také jsme pouZili pouze méreni genové exprese ke studiu mozného vztahu
T-bet a chemokinii/receptori u sarkoidézy a neprokazali jsme piimy mechanismus
interakce mezi T-bet a pribuznymi geny pomoci funkéni studie. Za treti, tato studie se
zaméfila pouze na T-bet mRNA expresni profilovani v BAL buiikach a nikoli v plicich
a uzlindch tkadni a bunék periferni Kkrve. Nicméné na zakladé naSich

imunohistochemickych experimentt je ziejmé, Ze T-bet je také exprimovan v burkach
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tvoricich granulom u sarkoidézy a infiltrujici plicni tkané, a to by mélo byt predmétem

zkoumani v dalsich studiich.

5.3 Role Th17 imunitni odpovédi u progrese sarkoiddzy

Sarkoidéza byla povaZovana za typické Th1l imunitni onemocnéni (Zissel 2007, Miyara
2006), ale posledni vyzkumy ukazaly, Ze také Th17 imunitni odpovéd hraje roli v jeji
patogenezi (Facco 2011, Judson 2012). Vyrazné zvySeni pocCtu Thl7 bunék bylo
detekovano zejména v bronchoalveolarni lavazi a tkanich pacienti s progresivni
chorobou (Facco 2011). Proto jsme predpokladali, Ze ke zvySeni exprese Th17 bunék
miiZe dochazet v disledku dysregulace molekul podilejicich se na aktivaci a udrzovani
Th17 bunék u jednotlivych fenotyptd sarkoiddzy. Sledovali jsme proto expresni profily
molekul zapojenych do zahajeni, diferenciace a udrZovani Th17 bunék u nasich pacientti
se sarkoid6zou. Ve srovnani s kontrolami byla pozorovana up-regulace TGFB, IL-6 a IL-
21 cytokinl zapojenych v pocatecnich krocich Th17 diferenciace (Dong 2008, Chen
2008)

v BAL bunkach ziskanych od pacientli se sarkoid6zou bez ohledu na klinické fenotypy.
Podobné byla zvySena exprese cytokinu stabilizujictho Th17 linii IL-23 (Ivanov 2007,
Mucida 2009), transkrip¢éniho faktoru RORC asociovaného s Th17 drahou (Ivanov 2006)
a inhibitoru Th17 drahy T-bet (Korn 2007, Batten 2006, Ivanov 2007) u sarkoidézy
a nelisila se mezi pacienty s rliznymi klinickymi fenotypy.

Dilezitym zjisténim bylo, Ze zvySend exprese STAT3, transkripcniho faktoru
dilezitého pro differenciaci a proliferaci Th17 bunék (Yang 2007), byla zjiSténa
u pacientl s progresivni formou sarkoid6zy ve srovnani s témi, ktefi dosahli remise
po dvou letech sledovani. Navic zjisténi sniZzené exprese IL-27, coZ je imunoregulator

Th1l imunitni odpovédi (Stumhofer 2008) schopny potlacit Th17 drahu (Harrington
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2005), bylo spojeno s progresivnim onemocnénim nasi skupiny pacientt. Pokles exprese
IL-27 se miize podilet na zvySeni produkce cytokinu IL-17, ktery patfi mezi
charakteristicky produkt Th17 bunék, jak bylo uvedeno pri studiich IL-27 blokady
na zvirecich modelech (Kim 2011).

Jak se dalo ocekavat, pti srovnani STAT3/T-bet a STAT3/IL-27 genové exprese
v ramci podskupin pacientd dle vyvoje onemocnéni po dvou letech, aktivator STAT3 byl
vyznamné zvySen u pacientli s progredujici sarkoidézou. Klicovou roli STAT3
v patogenezi sarkoiddézy také podporovalo pozorovani STAT3 up-regulace v koZnich
lézich a krvi u pacientl s kozni sarkoidézou (Judson 2012). STAT3 transkrip¢ni faktor
byl identifikovan jako klicovy regulator Th17 diferenciace (Yang 2007, Ma 2011, Hwang
2010, Durant 2010, Chaudhry 2009). Kromé toho existuji diikazy o pozadavku STAT3
pro smérovani imunitni odpovédi Th17 bunék in vivo (Harris 2007, Yu 2012).
U clovéka byla asociace STAT3 s Th17 imunitni odpovédi byla jiZ popsana
u systémového lupu erythematodes (Prado 2011) a u pacientli s hyper-IgE syndromem
postradajicich Th17 bunék, u kterych byly zjistény mutace v STAT3 (Renner 2008,
Hanna 2011). A konec¢né byl STAT3 identifikovan jako klicovy hrac u tkanové fibrozy
pti studiu kultivovanych fibroblastli a rtiznych zvirecich modeld (Ma 2011). Domnivame
se, Ze up-regulace STAT3 mizZe byt dllezitym hnacim faktorem v progresi sarkoidézy
a zaslouzi si dalsi vyzkum.

Zajimalo nds také, zda se dysregulace genové exprese STAT3 méiend na drovni
mRNA projevi i na GUrovni proteinu. Ve skutecnosti jsme byli schopni detekovat vyssi
procento STAT3 pozitivnich bunék v plicnich biopsiich a intenzivnéjsi barveni STAT3
v BAL buiikach ziskanych od pacientl s progresivni sarkoid6zou nez u téch, kde byla
pozorovana remise po 2 letech sledovani. Uvazovali jsme také, Ze i IL-17 cytokin bude
up-regulovana u pacientti s progresivni nemoci. Ov§em na urovni mRNA, jsme nezjistili

Zadny rozdil v expresi IL-17 cytokinu mezi podskupinami pacientli s progresi a remisi
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a také mezi pacienty ve srovnani s kontrolni skupinou. Podobné pozorovani bylo
zaznamenano i u kozni sarkoidézy (Judson 2012). Nicméné vysoké IL-17 proteinové
hladiny byly detekovany v tkanovych histiocytech, lymfocytech a plazmatickych
bunkach v plicnich biopsiich a v alveolarnich makrofazich BAL bunék u progredujici
sarkoid6zy. A podobné jsme zjistili vysSi koncentrace IL-17 proteinu i v BAL tekutiné
progredujicich pacient ve srovnani s témi, u kterych doslo k remisi. Nase vysledky
podporuji teorii disledki Th17 bunék v udalostech, které vedou k progresi onemocnéni.

Kromé ptipadného prispévku Th17 bunék na progresivni formu sarkoidézy, byly
Th17 buriky také nalezeny ve spojenti s fibrotickou fazi onemocnéni (Facco 2011). Tento
zavér je podporovan pozorovanim na zvifecich modelech, kde IL-17 a Th17 byly
zapojeny do bleomycinem indukované plicni fibrézy (Wilson 2010), hypersenzitivni
pneumonitidy a plicni fibrézy (Simonian 2009). V posledni dobé byl také IL-17 prokazan
u lidské plicni fibrézy spojené s hypersenzitivni pneumonitidou (Abdelsamed 2011).
V této souvislosti jsme u naSich pacientii ovérovali hypotézu, Ze dysregulace STAT3/IL-
27 u progresivniho onemocnéni mize prispét k modulaci Th17 odpovédi, a proto by mél

byt pfredmétem dalSiho zkoumani.

5.4 Prispévek transkriptni a  post-transkripcni regulace

na cytokin/chemokinovou sit u plicni sarkoidozy

NasSe analyza poprvé zkoumala profil genové exprese prozanétlivych miRNA v BAL
bunkach ziskanych od pacientli se sarkoidézou ve srovnani s kontrolnimi jedinci a také
u podskupin pacientti s remisi a progresi béhem 2 let sledovani.

V patogenezi sarkoidézy je rozhodujici role pripisovana zanétlivym cytokiniim
a chemokiniim, kteri ridi migraci leukocytii do mist zanétu a kontroluji aktivaci

leukocytli a makrofagli a produkci cytokind, ale také angiogenezi a polarizaci Th bunék
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(Agostini 2000, Facco 2007, Facco 2015). S ohledem na zasadni ulohu cytoking,
chemokinti a jejich receptorti v patogenezi sarkoidézy vyvstava zasadni otazka, jak je sit
cytokini, chemokini, chemokinovych receptorii regulovana. Predpokladali jsme, Ze
regulace cytokin/chemokinové sité v BAL buiikach zahrnuje rovnéZz vyrazné zapojeni
vice regulacnich systému, véetné miRNA a klicového Th1 transkrip¢niho faktoru T-bet.

Proto jsme nejprve zkoumali expresni profily miRNA spojenych se zanétem v BAL
bunikach a odhalili down-regulované miR-202 a miR-204 a up-regulované miR-146a,
miR-150 a miR-222 exprese u sarkoiddzy ve srovnani s kontrolami. Pfi porovnavani
progredujici a remitujici sarkoidézy byly detekovany vyssi pocty miR-155 a let-7c
transkriptd u progredujici sarkoidézy. VSechny detekované miRNA spojené
se sarkoidézou byly jiz diive spojovany s regulaci zanétlivé odpovédi. Zanétlivé miR-155
a miR-146a byly nalezeny v souvislosti se zvySenou expresi NF-kB (Cheng 2013, Devier
2015), miR-150 se podili na plicnim zanétu (Rajput 2012), miR-202 byla nalezena
u pacientli s revmatoidni artritidou (Murata 2013), miR-204 u produkce zanétlivych
mediatorl a apoptézy (Li 2011) a let-7c byla nalezena u alergického zanétu dychacich
cest (Kumar 2011). Kromé toho byla také miR-204 nalezena u granulomu plicni tkané
(Crouser 2012). Je zajimavé, Ze pri porovnani miRNA profilu v BAL buiikach
u sarkoiddzy jsme ziskali v této studii jiny profil deregulovanych miRNA, neZ bylo
zjiSténo v plicni tkani (Crouser 2012), coZz podporuje skutecnost, Ze miRNA expresni
profily se lisi v zavislosti na zkoumané tkani.

V predchozi kapitole jsme diskutovali rozhodujici dlohu Th1l transkrip¢niho
faktoru T-bet, ktery se ukazal jako klicovy regulator IFNG a chemokinového receptoru
CXCR3 a dalSich imunitnich genl u sarkoidézy (Kriegova 2011). V této studii jsme
hledali dlikazy o pripadné uUcasti transkripcnich a posttranskrip¢nich regulaci pomoci

miRNA a T-bet pti kontrole zanétu u sarkoid6zy v BAL burikich. Nase korela¢ni analyza
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potvrdila vztah T-bet a IFNG, ale také klicovych cytokinovych receptori asociovanych se
sarkoid6zou IL-2RB, IL-15RA, CXCR3 a CXCR6 bez ohledu na priibéh nemoci.

Dilezitym zjiSténim bylo, Ze vztahy mezi T-bet a zejména miRNA tykajicich se
chemokinovych siti se zménily mezi podskupinami pacientli, u kterych doslo k remisi
ve srovnani s progresi nemoci po dvou letech sledovani. Ve shodé s predchozimi
studiemi naSe analyza nominovala jako klicové kandidatni chemokiny spojené
s progndzou plicni sarkoidézy dva chemoatraktanty CCL2 a CCL5 monocyti a zirnych
bunék (Palchevskiy 2011) a CCL19, chemokin ucastnici se pritahovani T-lymfocyta
(Gibejova 2003). A podobné CXCR4 a CXCR?7 a jejich ligand CXCL12, hrajici roli v regulaci
leukocytli a jejich mobilizaci (Chen 2015, Watanabe 2007) si zaslouzi dalsi vyzkum.
Vzhledem ke sloZitosti pochopeni sité miRNA-mRNA transkripce, pfinosu jednotlivych
¢lent sité a pochopeni regulacnich mechanismi, je nutné provést dalsi studie, které
mohou odhalit funkéni dopad interakce mezi studovanymi molekulami.

Nase studie ma nékolik omezeni. Jsme si védomi toho, Ze nas soubor studovanych
prozanétlivych miRNA a studovanych cytokinti, chemokinti a jejich receptor(i vybranych
na zakladé jejich zapojeni do patogeneze sarkoidézy, nepokryva cely potencial sité
molekul, které prispivaji k patogenezi tohoto onemocnéni. Dale jsme neprovedli funkéni
studie potfebné k potvrzeni biologického vyznamu ziskanych vztahii mezi T-bet, miRNA
a ¢leny chemokinové sité. Domnivame se vsak, Ze nase studie mize prispét k nominaci
zajimavych vztahli pro budouci studium regula¢nich mechanismi podilejicich se

na patogenezi plicni sarkoidé6zy a jejich fenotypi.
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5.5 Studium funkéniho dopadu polymorfismu ANXA11 rs1049550

u sarkoiddzy

Cetné genetické studie zjistily, Ze ANXA11 rs1049550 polymorfismus je asociovan
se sarkoidézou. Dokonce nosici T alely jsou chranéni pred infiltraci plicniho parenchymu
(Mrazek 2011, Feng 2014). V této studii jsme se zamérili na objasnéni mechanismu,
kterym rs1049550 ovliviiuje nachylnost k sarkoidéze.

V naSich experimentech jsme se nejprve zamérili na studium ANXA11 mRNA
exprese v BAL bunkach mezi pacienty se sarkoid6zou a kontrolami a nepozorovali jsme
zadny rozdil, coZ bylo v souladu s predchozimi Udaji uvedenymi ve studii GWAS
(Hofmann 2008).

Dale ANXA11 mRNA exprese v BAL bunkich nebyla vyznamné ovlivnéna
nosi¢stvim rs1049550*T alely u naSich pacientd se sarkoid6zou ani u Kkontrolnich
subjekti. S ohledem na mozZny mechanismus, kterym rs1049550 SNP ovliviiuje
nachylnost k sarkoidéze nebo jeji fenotyp, mizeme tedy predpokladat, Ze tato varianta
kédovani méni funkéni vlastnosti ANXA11 proteinu, spiSe neZ Ze by ovliviiovala jeho
kvantitativni vyraz. Domnivame se, Ze hlavni vliv tohoto polymorfismu na priibéh
onemocnéni miZe spocivat ve vlivu na tvorbu granulomi.

Hlavnim limitujicim faktorem objasnéni nového pohledu na patogenezi
sarkoidézy je nedostatek studif na zvirecich modelech. V soucasné dobé bylo prokazano,
Ze uhlikové nanocastice ve tvaru trubicek definovanych velikosti indukuji spusténi
granulomat6zni reakce (Barna 2016). Proto se zacal pouZivat tento model pro ex vivo
stimulace tvorby granulomi. To také potvrdily nedavné mysi modely, u které se
s pouzitim vicevrstvych uhlikovych nanotrubi¢ek podatilo indukovat chronické
granulomat6zni onemocnéni, které se podobalo svou patologii vzniku lidské sarkoiddze.

Vzhledem k tomu, Ze pouziti uhlikovych nanotrubic u spotiebnich vyrobki stile roste,
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pocet jedinci trpicich granulomatéznim onemocnénim se bude pravdépodobné
zvySovat. Kromé toho se ukazuje, Ze expozice uhlikovych nanocastic by mohlo
predstavovat karcinogenni riziko podobné uc¢inkiim azbestovych vlaken (Varga 2010).
Nicméné k dneSnimu dni potenciadlni markery plisobeni expozice nanocasticemi dosud
nejsou u ¢lovéka prozkoumany.

Nase studie podporuje moznost funkéniho dopadu ANXA11 rs1049550 na tvorbu
granulomd u sarkoidé6zy. Pacienti s ANXA11*T alelou vytvareli in vitro mensi granulomy
ze stimulovanych PBMC, stejné jako bylo potvrzeno v plicnich biopsiich téchto pacienti
ve srovnani s pacienty s ANXA11*C alelou. Pfesny mechanismus ochranné ulohy
rs1049550*T alely na tvorbu granulomd by mél byt rozhodné predmétem zkoumani

v dalSich funké¢nich studiich.
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6. Zavér

Predklddand prace je zacilena na studium medidtori zanétlivych a fibrotizujicich
procest u pacientli s nejc¢astéjSimi difiznimi plicnimi nemocemi, zejména sarkoidézou
a plicni fibrézou, a to zejména s vyuZitim real time PCR technik. V prvni ¢asti této prace
jsme se proto zamérili na hledani vhodného normalizatniho nastroje pro qRT-PCR
studie zamérené predevSim na stanoveni genové exprese cilovych geni v bunkach
bronchoalveolarni lavaze. S vyuzitim dvou kohort pacientii a spektra kandidatnich gent
jsme identifikovali stabilni, referen¢ni geny PSMB2 a RPL32, jejichZ exprese neni
ovlivnéna vnéjSimi proménnymi jako je koureni, pohlavi, vék, plicni patologie, 1é¢ba
a BAL bunécné sloZeni, a proto predstavuji vhodné normalizacni geny pro qRT-PCR
studie v BAL bunkach. Na prikladu cytokinu IFNG, jehoZ mRNA exprese je zvySena
u sarkoidézy, jsme ilustrovali klinickou relevanci volby spravného referen¢niho genu.

Prioritnim vysledkem dalsi ¢asti vyzkumu bylo nejen prokazani zvySené exprese
transkripéniho faktoru T-bet u sarkoidézy, ale také korelace T-bet exprese s expresi
cytokinli IFNG a CXCR3 v BAL bunkach ziskanych u pacientli se sarkoid6zou. Mnozstvi
T-bet transkriptli korelovalo také s mRNA expresi dalSich chemokinti CCL5, CXCL9,
CXCL10 a receptori IL-2R/15R beta a CXCR®6, které se na patogenezi onemocnéni také
podili. Korela¢ni analyza neprokazala asociaci mezi T-bet a expresi genti CCL2, CXCL11,
CCR2 a CCR5. Pomoci imunohistochemie jsme detekovali T-bet protein v alveolarnich
makrofazich a lymfocytech, dale v tkanovych obrovskych mnohojadernych bunkach,
makrofazich a lymfocytech. Nase prace potvrdila klicovou roli T-bet v regulaci plicniho
zanétu u sarkoidozy.

Dale jsme studovali regulacni mechanizmy cytokin/chemokinové sité
na transkriptni a post-transkripéni drovni. Prioritni byl popis klicové role

transkripéniho faktoru T-bet v regulaci cytokin/chemokinové sité a dalSich sloZek Th1
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imunitni odpovédi u sarkoiddzy. Kromé prispévku T-bet jsme potvrdili ucast miRNA
na regulaci cytokin/chemokinové sité a popsali miRNA profil u bunék bronchoalveolarni
lavaZze u sarkoidézy a jejich fenotypt liSicich se vyvojem onemocnéni po 2 letech
(progrese vs. regrese), ktery zatim ve svétovém pisemnictvi nebyl popsan.

DalSim naSim kli¢ovym nalezem byl rozdil v expresnich profilech molekul Th17
drahy mezi skupinami pacientii se sarkoidézou, u kterych doslo po 2 letech k progresi
a remisi onemocnéni. Podarilo se ndm prokazat zvySené hladiny IL-17, klicového
cytokinu Th17 skupiny, a STAT3, esencidlniho aktivatoru Th17 bunék, u pacientt
s progresi sarkoidozy v bronchoalveolarnich bunkach, tekutiné i plicni tkani. Zviteci
modely fibrézy potvrdily klicovou roli STAT3 v indukci fibrotizujicich zmén v plicich.
Detailni znalost procesti, které predchazi ireverzibilnimu poskozeni plic a fibrotizaci,
miiZe v budoucnosti vyznamné prispét k navrhu preventivnich a terapeutickych
pristupli zabranujicich témto procestim.

V dalsi casti projektu jsme hledali nové sérové biomarkery pomoci inovativni
a citlivé metody Proximity Extension ImmunoAssay. Popsali jsme proteinové profily
typické pro IPF a sarkoidézu a jeji klinické fenotypy dle vyvoje onemocnéni (remise
a progrese) vséru i bronchoalveolarni tekutiné a navrhli panel kandidatnich
biomarkerd vyuZzitelny k posouzeni rizika progrese, personalizaci 1éCebného postupu
a sledovani lé¢ebné odpovédi u téchto pacienti. Rada identifikovanych cytokind,
solubilnich receptord a dalSich imunitnich molekul nebyla dosud u téchto nemoci
popsana a prispéje k objasnéni patogenetickych mechanizmi fibrotizace a progrese
onemocnéni. Zvlastni vyhodou nami pouzité citlivé PEA spatfujeme v tom, Ze umoziuje
simultanni detekci vice proteinli a zminéné testovani se muiZe provadét vySetienim
periferni krve.

V posledni Casti projektu jsme se zamérili na studium polymorfismu ANXA11

rs1049550. NejvyznamnéjSim nalezem byla souvislost klicového funk¢niho
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polymorfismu ANXA11 rs1049550 se sarkoid6zou v ceské populaci a skutecnost, Ze
ANXA11 rs1049550*T alela miize onemocnéni smérovat k prognosticky priznivéjsim
formam (bez postiZzeni plicniho parenchymu). Polymorfismus ANXA11 rs1049550 se
jevi jako vhodny diagnosticky marker pro stratifikaci pacienti se sarkoid6zou dle vyvoje
onemocnéni. Neprokazali jsme rozdily v genové expresi ANXA11 mRNA mezi pacienty
se sarkoiddzou a kontrolni skupinou a ani mezi pacienty a kontrolami rozdélenymi dle
nosicstvi alely T. Funkéni ex vivo studie provedena v ramci tohoto projektu prokazala
rozdily mezi velikosti a charakterem granulomii mezi CC a TT pacienty a tento nalez byl
potvrzen v plicnich biopsiich. Nase studie nominovala ANXA11 jako novy velmi slibny
terapeuticky cil pro pacienty se sarkoidézou a dalSimi granulomatézami.

Spoleénym jmenovatelem vsSech studovanych okruhti této prace jsou molekularné
biologické, genetické a proteomické techniky, které predstavuji jednoznacné novou
uroven studia imunopatologickych a zanétlivych procesli. V budoucnosti ocekdvame
jejich Sirsi uplatnéni v biomediciné a pripadné zavedeni do klinické praxe s moZnosti
implementace do lécebnych postuptl. Pri vyuZivani modernich metod v klinické praxi
vSak nutno zohlednit, Ze vysledky laboratornich analyz ptredstavuji pouze jednu cast
komplexniho obrazu zahrnujictho dalsi vlivy vnéjsSiho prostiredi a celkového
zdravotniho stavu jedince. Vyuziti novych pristupti a metodickych postupd vsak nabizi
pacientim i lékarské obci nové moZnosti personalizace 1écby a perspektivy

imunologické cilené 1écby.
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7. Seznam pouzitych zkratek

ANXA - annexin

ATS - American thoracic society

BAL - bronchoalveolarni lavaz

BSA - bovine serum albumin

C - kontrola

CD4 - cluster of differentiation

cDNA - komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CI - confidence interval (interval spolehlivosti)
Ct - cycle of treshhold

DPO - difusni plicni onemocnéni

EAA - exogenni alergicka alveolitida

ELISA - enzyme-linked immuno sorbent assay
EP - expresni profil

ERS - European respiratory society

GWAS - Genome-wide association study

HLA - human leucocyte antigen

HRCT - high-resolution computed tomography
IFNG - interferon gamma

Ig - imunoglobulin

IL - interleukin

IPF - idiopaticka plicni fibroza

[PP - intersticialni plicni procesy

KFA - kryptogenni fibrotizujici alveolitida

LNA - locked nucleic acid
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LS - Lofgrentv syndrom

miRNA - mikro RNA

mRNA - mediatorova ribonukleova kyselina
PBMC - peripheral blood mononuclear cell

PBS - phosphate buffered saline (fosfatovy pufr)
PCA - principal component analyses

PCR - polymerase chain reaction

PEA - Proximity Extension Assay

gRT-PCR - quantitative reverse transcription-polymerase chain reaction
RISC - RNA-induced silencing komplexu

RNA - ribonukleova kyselina

RORC - RAR related orphan receptor C

rs- hodnota Spearmanova korela¢niho koeficientu
RT - reverzni transkripce

RTG - rentgenové vySetieni

S - sarkoidéza

SD - standard deviation (smérodatna odchylka)
SPSS - statistical package for the social sciences
Th - T helper (pomocny)

TNF - tumor necrosis factor

UIP - intersticialni pneumonie

w - intenzita korelaci

WASOG - World association of sarcoidosis and other granulomatous disorders
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