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ABSTRAKT

Cielom tejto prace bolo zistit, ¢i expresia IL-23 a vybranych génov Th-17 imunitnej
odpovede sa lis$i medzi CHOCHP a chronickou bronchitidou. Rozli¢né studie preukazali,
ze Th-17 imunitnd odpoved’ zohrava dolezitl ulohu pri patogenéze CHOCHP. O moznych
rozdieloch medzi pacientami s CHOCHP a chronickou bronchitidou toho nie je moc
zname.

Na posudenie relativnej expresie IL-17A, IL17F a IL-23 bola pouzita kvantitativna PCR.
Expresia sa stanovovala u 20 pacientov s chronickou bronchitidou a u 20 pacientov s
chronickou obstrukénou chorobou pluc.

Expresia IL-23 bola zvySena u pacientov s CHOCHP (p=0.0001) v porovnani
s kontrolami, ktorymi boli pacienti s chronickou bronchitidou. Nebol zisteny rozdiel
v expresii IL-17A a IL-17F medzi pacientami s CHOCHP a kontrolami (p>0,05).

Tato praca priniesla novy poznatok, ked’ze sa porovnavala relativna expresia génov medzi
pacientami s CHOPN a pacientami s chronickou bronchitidou. Dalsie $tadie by mali

potvrdit’ nase zavery u vicSieho poctu pacientov.
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SUMMARY

The aim of this work was to determine whether the expression of 1L-23 and selected
Th-17 immune response genes differs between COPD and chronic bronchitis.Various
studies have demonstrated that the Th-17 immune response plays an important role in the
pathogenesis of COPD. Not much is known about the possible differences between
patients with COPD and chronic bronchitis.

Quantitative PCR was used to assess the relative expression of IL-17A, IL17F and 1L-23.
The expression was determine in group of 20 patients with chronic bronchitis and in group
of 20 patients with chronic obstructive pulmonary disease.
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IL-17A and IL-17F between COPD patients and controls (p>0.05).
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1 UVOD

Fajcenie tabaku je naj¢astejSou pri¢inou chronickej bronchitidy a chronickej obstrukénej
choroby pI'ic (CHOCHP) v CR. Typickym znakom u CHOCHP je obstrukcia dychacich
ciest, ktora chyba u pacientov s chronickou bronchitidou. Chronickd bronchitida je
definovana ako chronicky produktivny kasel’, ktory trva minimalne 3 mesiace v dvoch po
sebe nasledujucich rokoch. Pri¢om st vyluc¢ené iné mozné pri¢iny kasla.

Obe ochorenia su spojené so zapalom. Chronicka neobstruk¢na bronchitida moze
prejst’ do obstrukénej formy a vtedy dochadza k zmenam, ktoré veda k zazeniu lumenu
priedusiek a tym k obstrukénej poruche prudenia vzduchu.

V doposial’ vykonanych studiach bola merané expresia IL-17A, IL-17F a IL-23
pri CHOCHP, ktoré¢ zistili zvySené hladiny vSetkych uvedenych génov v porovnani so
zdravymi P'ud’'mi. Ziadna zo $tudii sa nezamerala na stanovenie rozdielu expresie medzi
pacientami s CHOCHP a CHB. Preto je prakticka Cast’ zamerana prave na stanovenie
expresie medzi tymito dvomi skupinami pacientov. V teoretickej Casti st zhrnuté

zakladné poznatky o CHB, CHOCHP a Tx-17 imunitnej odpovedi.



2 CIELE PRACE

1. Uloha Tx-17 imunitnej odpovede u CHOCHP, literarna reser§ zamerana na IL-23,

IL-17A a IL-17F.

2. Stanovenie expresie dvoch kIaGovych ¢lenov Th-17 imunitnej rodiny

a stimulacného faktoru IL-23, u pacientov s chronickou obstrukénou chorobou

pl'ic a chronickou bronchitidou.



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Chronicka bronchitida

Chronicku bronchitidu (CHB) charakterizoval uz v roku 1814 Dr. Charles Badham, ako
»Kasel .... ktory pretrvava mnoho tyzdiov alebo mesiacov .... pacienti maji problém
s dychanim, pocit tazoby alebo chvenia .... sputa je zvyc€ajne vel'a, je viskdzne a lepivé.*
[Badham 1814] .

Dnes je chronicka bronchitida definované ako chronicky produktivny kaSel’, ktory
trva minimdlne 3 mesiace v dvoch po sebe nasledujtcich rokoch. Pri¢om su vylucené iné
mozné pri¢iny kasla. Tato definicia sa pouziva uz desatroCia a stala sa zlatym

Standardom.

Chronické bronchitida sa deli na dva typy:

e NeobStrukéna chronickd bronchitida obvykle vymizne sama po odstraneni
pri¢inného faktoru (fajCenie, prach). Lekar v zavislosti od priznakov navrhne terapiu
(napr. odvykanie od cigariet, zmena zamestnania). Progresii ochorenia a d’alsim

komplikécidm je tymto sposobom mozné predist’.

e Obstrukéna chronicka bronchitida je jednou zo zloZiek chronickej obStrukéne;j
choroby pltic. Pri chronickej obstrukénej bronchitide st dychacie cesty trvalo
zuzen¢ a ochorenie sa vyvija vel'a rokov. Po prejaveni priznakov, nemozno terapiou
vzniknuté poSkodenie Uplne zvratit. MozZzno vSak zabranit dalSej progresii

ochorenia.

3.1.1 Epidemiolégia a prevalencia

Prevalencia chronickej bronchitidy sa vo svete lisi, avSak v beznej populacii sa pohybuje
priblizne Vv rozmedzi od 3,4% do 22% [Kim 2013]. Hoci sa CHB javi ako bezné
ochorenie, presnu prevalenciu je tazké uréit kvoli roznym definiciam v lekarskej
literature. Toto ochorenie sa CastejSie vyskytuje u muzov, pricom tvoria 2/3 celkového
poctu pacientov s CHB. Vyskyt ochorenia U pacientov stupa aj so zvySujucim sa vekom

[Dotan 2019; Ferré 2012]. NajcastejSie sa chronicka bronchitida vyskytuje u muzov vo



veku 50-59 rokov. U zien je to vo veku 40-49 rokov. Ochorenie sa vo vysokej miere

vyskytuje u fajciarov.

3.1.2 Patogenéza

Chronické bronchitida je charakterizovana zapalom sliznice dychacich ciest a zaroven st
Vv sliznici zmnozené a hypertrofované hlienové Zzliazky ateda dochadza k zvySeniu
sekrécie hlienu (Obrazok 1).

Poskodenie dychacich ciest je komplexné a je spdsobené hlavne priamym
ucinkom cigaretového dymu. NarusSenie je spdsobené aj mediatormi (napr. IL-8,
prozapalové cytokiny) uvolnovanymi zo zapalovych buniek ato vsetko za podpory
posobenia oxidacného stresu. U pacientov s CHB je v dychacich cestach zvysené
mnozstvo neutrofilov. Akumulécia zdpalovych leukocytov v plicach je zakladnym
prvkom obrannej reakcie a charakteristickym znakom poskodenia pl'ic [Nelson 2000].
Opakované expozicie skodlivym latkam sposobuju zapal dychacich ciest, ¢o vedie k
zvySenej produkcii sputa az k patologickym zmendm v dychacich cestach
[Malesker 2020]. Sliznica dychacich ciest produkuje vac¢sie mnozstvo sputa, ako ochranu
pred pdsobenim skodlivych latok. Chronicka bronchitida sa teda prejavuje ako kasel,
ktorym je toto nadmerné mnozstvo hlienu vylu¢ované [Nelson 2000]. Taktiez sa zvySuje
viskozita bronchidlnych sekrétov, je naruSeny mukocilidrny transport a aj cistiaca
a ochranna funkecia pl'ac, ¢o prispieva k chronickému zapalu sliznice.

Dochéadza tiez k poruseniu produkcie lyzozymu a inych latok s antibakterialnym

ucinkom [Widysanto 2023].

Chronicka bronchitida

zdravé zapalené

priedusk priedusky s

Obrazok 1: Priedusky pri chronickej bronchitide oproti zdravym prieduskam. Pri
chronickej bronchitide je pritomny zapal a zvySend sekréciou hlienu [Prevzané a upravené z:
https://www.physio-pedia.com/Chronic_Bronchitis (navstivené 27.3.2023) ].



Chronicka neobstrukéna bronchitida moze prejst’ do obstrukénej formy a vtedy
dochadza k zmenam, ktoré vedu k zuzeniu lumenu priedusSiek atym k obstrukénej

poruche pradenia vzduchu.

3.1.3 Rizikové a vyvolavajuce faktory

Medzi hlavny rizikovy faktor spdsobujlici rozvoj chronickej bronchitidy mézeme zaradit’
fajcenie. Podl'a McConnell a kol. maju aj elektronické cigarety vplyv na zvyseny vyskyt
bronchitickych symptomov. Vypary z elektrickych cigariet vyvolavaju oxidacny stres,
zapal a znizuju zivotaschopnost’ buniek [McConnell 2017].

Castymi pacientami s chronickou bronchitidou st 'udia, ktori pracujii ako banici,
ktori t'azia uhlie a rudu ¢i iné nerasty, a taktieZ aj vyrobcovia betonu. Tito 'udia su denne
vystaveny prachu a latkam zneGistujucim prostredie. Dalsi faktor spdsobujici rozvoj
chronickej bronchitidy je chov dobytka. Chovatelia a farmari su viac vystaveny
zvySenym hladindm alergénov, pesticidov ¢i zvieracim plynom [Mamane 2015].

Znecistené ovzdusSie, pouzivanie tuhého paliva na klrenie a varenie ma tiez
stvislost’ s vyskytom CHB [Kurmi 2010].

Bakterialne (napr. Staphylococcus, Streptococcus) a virusové (virus chripky
typu A,B) infekcie sposobujii zvy€ajne akutnu bronchitidu, ale opakované vystavenie
tymto infekcidm moZe vyvolat’ chronickd bronchitidu. Na rozvoji CHB ma podiel aj

vyskyt pridruZzenych ochoreni akymi st astma alebo cysticka fibroza [Widysanto 2023].
3.1.4 Priznaky

Medzi hlavné priznaky chronickej bronchitidy patri kasel, vykaSliavanie hlienu
alebo problém s dychanim. Chronicky kaSel' sposobeny CHB sposobuje vyrazné
zhorSenie kvality Zivota [Malesker 2020]. Kasel’ sa objavuje Casto rano po spanku a je
sprevadzany vyskytom slizovitého sputa. Moze k nemu dochadzat’ aj vecer, Vv horSich
pripadoch aj pocas celého dina. Kasel sluzi ako ochranny mechanizmus, vd’aka ktorému
sa odstraniuje prebytok bronchidlneho sekrétu. Intenzivny kaSel u pacientov moéze
sposobovat’ po uré¢itom ¢ase malatnost’, bolest’ hrudnika alebo brucha. CHB prebieha vo
vlnach zhorSeni a zlepSeni [Mejza 2017].

Pritomnost’ chronickej obstrukcnej bronchitidy sposobuje zhorSenie pridenia

vzduchu a zhorsenie funkcie pl'ac. Chronicka hypersekrécia hlienu je spojena s poklesom



FEV1 [Mejza 2017]. Mnozstvo sputa sa zvysuje a kaSel’ sa stava intenzivnejsi. Zacina sa

objavovat’ aj dychavi¢nost’, najskor po fyzickej ndmahe a neskor aj v kl'ude.

3.1.5 Vysetrenie

Zakladom je urCenie anamnézy a doplnenie fyzikalneho vySetrenia.

V anamnéze sa zistuje, ¢i je dany pacient fajciar, alebo je vystaveny inym
iritujucim faktorom. Taktiez je potrebné zistit’, ¢i sa u neho vyskytuje produktivny kasel’
a nasledne mnozstvo a farba sputa.

Dodato¢ne sa mdze vykonat' testovanie funkcie plic, rontgen hrudnika alebo
vySetrenie sputa ¢i krvi. Pri testovani funkcie pl'ic ziskame informécie o vitalnej kapacite
pluc, dychovom objeme aj celkovej kapacite pl'ic. Tieto poznatky umoznia posudenie
funkcie pluc. Pomocou rontgenu je mozné potvrdit vyskyt chronickej bronchitidy
a vylucit’ pritom iné ochorenie dychacich ciest [Widysanto 2023]. Kultivaciou sputa je

mozné vylucit’ v pripade podozrenia vyskyt bakterialnej infekcie.

3.1.6 Liecba

Hlavnym cielom liecby chronickej bronchitidy je zmiernit symptémy, zabranit
komplikéaciam a spomalit’ progresiu ochorenia. Primarne sa terapia zameriava na znizenie
nadprodukcie hlienu, kontrolu zapalu a znizenie kasl'a. Toho mozno dosiahnut bud’
farmakologickou alebo nefarmakologickou lie¢bou [Dotan 2019].

Za nefarmakologicku liecbu sa povazuje odvyknutie od fajéenia, pripadne zmena
zamestnania ¢i prostredia, V ktorom sa nachadzaju iritujuce latky. Nasledne ddjde
k zlepSeniu mukocilarnej funkcie a znizi sa hyperplazia poharikovych buniek.

Pri farmakologickej liecbe mézu byt poddvané brochodilatatory , ktoré
podporuju odstraniovanie hlienu zvy$enim luminarneho priemeru dychacich ciest. Patria
tu parasympatolytika alebo p2-mimetika [Dotan 2019]. Glukokortikoidy sa pouzivaju na
znizovanie zapalu a tvorby sputa. Podavaju sa vSak kratkodobo, pretoze pri dlhodobej
terapii by mohli vyvolat osteoporézu ¢i hypertenziu. Zname st aj inhibitory
fosfodiesterazy 4, ktoré znizuju zapal a podporujt relaxaciu hladkého svalstva dychacich
ciest. Posobia tak, Ze brania hydrolyze cyklického adenozinmonofosfatu, ktory by sa

nasledne degradoval a doslo by k uvol'neniu zapalovych mediatorov [Widysanto 2023].



3.2 Chronicka obStrukéna choroba plac

Chronickéd obstrukénd choroba pl'uic (CHOCHP) predstavuje epidemiologicky
zavaznu chorobnu jednotku, ktora je charakterizovana poruchou priechodnosti vzduchu
v prieduskach a bronchiolach, tzv. bronchialnou obstrukciou [Spurzem 2005]. Toto
ochorenie predstavuje vyznamnti ekonomickt zataz z hl'adiska priamych nakladov na
zdravotnu starostlivost’ a nepriamych nakladov, ako je strata produktivity a pred¢asna
smrt’ [Roche 2013; Nakamura 2017].

CHOCHP ma vécésinou progresivny charakter aide 0 abnormalnu chronicka
odpoved’ dolnych dychacich ciest a pl'ic na Skodlivé Castice, alebo plyny inhalované
z okolitého prostredia. Rychlost progresie a typ poskodenia m6zu byt u kazdého pacienta
variabilné. Pri¢iny limitacie prietoku Vv dychacich cestdch st kombinaciou emfyzému a
chronickej obstrukénej bronchitidy (Obrazok 2) [Koblizek 2017; Rozborilova 2005].

Emfyzém je charakterizovany ako trvalé, abnormalne rozsirenie dychacich ciest,
periférne od bronchiol. Je spojeny s poskodenim plicneho tkaniva a S nahromadenim
vzduchu v pl'acach. Dochadza k poskodeniu pl'aicnych mechurikov, ktoré sa spajaju, a tak
sa zmenSuje plocha, ktora je potrebna k vymene plynov. Vysledkom toho je zniZena
ventilacia, ako dosledok ubudnutia zdravého pl'icneho tkaniva [Rozborilova 2005].

Chronicka bronchitida je definovana ako zapalové ochorenie dychacich ciest, kde

je pritomny produktivny kasel’ minimalne 3 mesiace dva po sebe nasledujtice roky.
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Normalne alveoly Emfyzém
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Normadlny bronchus Bronchitida

Obrazok 2: Priciny limitacie prietoku vzduchu v dychacich cestach [Prevzaté a upravené z:
https://lekarodporuca.sk/pneumologia/chronicka-obstrukcna-choroba-pluc-prevencia-diagnostika-
a-liecha (navstivené 14.3.2023) ].



https://lekarodporuca.sk/pneumologia/chronicka-obstrukcna-choroba-pluc-prevencia-diagnostika-a-liecba
https://lekarodporuca.sk/pneumologia/chronicka-obstrukcna-choroba-pluc-prevencia-diagnostika-a-liecba

3.2.1 Epidemiologia a prevalencia

Bolo zistené, ze v roku 2019 malo CHOCHP na celom svete priblizne 392 miliénov l'udi,
vo vekovom rozmedzi od 30 do 79 rokov. Z tohto mnoZzstva, bolo v Eur6épe 36 miliénov
I'udi s CHOCHP a najvyssie zastupenie bolo zistené U I'udi vo veku 60 az 75 rokov
[Adeloye 2022]. CHOCHP je podla Svetovej zdravotnickej organizacie, radena na tretie
miesto, ¢o sa tyka pri¢in umrtia na svete, ako je vidiet’ na Obrazku 3.

Celosvetova prevalencia stale stupa a eSte nedosiahla svojho vrcholu, ked’ze
najvyznamnej$i faktor determinujuci zvySeny vyskyt CHOCHP, ktorym je fajcenie, ma
stale stupajuci trend.

CHOCHP je takmer vyhradne ochorenie dospelych a prevalencia sa s vekom

zvySuje. Taktiez k tomu dopoméha absencia symptémov, hlavne na zaciatku ochorenia.
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Obrazok 3: 10 hlavnych pri¢in celosvetovych umrti (Prebrané aupravené z
https://www.who.int/news-room/fact-  sheets/detail/the-top-10-causes-of-death) [navstivené 28.
januara 2023].

Kym v minulosti sa toto ochorenie tykalo najmi muzov, momentalne sa vyskyt
U muzov a zien vyrovnava. Vplyv na to méze mat’ jednak stupajici pocet Zien-fajciarok,

ako aj to, Zze dychacie cesty u zien su na Skodlivé ucinky dymu citlivejSie [Kasak 2006].

3.2.2 Patogenéza

Na patogenéze CHOCHP sa podiel'a v prvej rade pretrvavajici zapal s oxidacnym
stresom as poskodenim rovnovahy proteazového a antiproteazového systému

(Obrazok 4). Dochadza k zmenam plucneho parenchymu a priedusiek. Taktiez vznika



porucha mukocilidrneho transportu. Konecnym vysledkom je vznik respiracnej

insuficiencie.

Zapal vznikéa ako reakcia na vystavenie toxickym latkam, ktoré st inhalované
(napr. tabakovy dym). Ak dojde k poskodeniu obrannych a repara¢nych mechanizmov,
nasleduje aj poskodenie tkaniva a porucha jeho funkcie. Zapal u CHOCHP pretrvava
ameni sa jeho intenzita. Kedze u CHOCHP sa jedna o ochorenie, ktoré dlhsiu dobu
prebieha bez priznakov, byva Casto neskoro diagnostikované. Intenzita zapalu a ostatnych
patogenetickych zmien je rozvinutd natol’ko, ze ani po eliminacii Skodlivin zapal
neustapi, ako je tomu pri inych chronickych zapalovych ochoreniach.

Hlavné zapalové elementy st neutrofily, makrofagy a riadiacimi bunkami
imunitného systému st T-lymfocyty (subpopulacia CD4*). Medidtori uvolnené
z aktivovanych buniek ako leukotriény, interleukiny ¢i TNF st zodpovedné za
poskodenie plicnych struktur. Koncentracia aktivovanych neutrofilov sa zvySuje a tie
secernuju neutrofilni elastdzu a proteinazu-3. Ich posobenim dochadza k destrukeii
plicneho parenchymu a ovplyviiuji mukéznu sekréciu. Ako chemoatraktanty pre
neutrofily pdsobia IL-8 aleukotrien (B4) [Rozborilova 2005; Kasdk 2006]. Dalsim
interleukinom je IL-23, ktory je dolezity pre diferenciaciu Thl7 buniek a predlzuje
expresiu cytokinov tychto buniek, medzi ktoré patria aj IL-17A ¢i IL-17F.

Po aktivacii Th17 buniek, produkovany IL-17A podporuje progresiu zapalovych
procesov tym, ze indukuje expresiu vel'kého mnozstva zépalovych faktorov. To modze
viest’ k stavom ako znizena flexibilita ¢i fibroza tkaniva [Liu 2021].

Dysbalancia medzi proteazovym a antiproteazovym systémom vedie k vzniku
plicneho emfyzému. Tato dyshalancia moze byt vyvolana ako na genetickom podklade,

tak aj posobenim zépalovych buniek a ich mediatorov.

Dalsim dolezitym faktorom, ktory zohrava tilohu pri patogenéze CHOCHP je
oxida¢ny stres. V kazdom $luku takdkového dymu je 107 molekual volnych radikalov

a oxidantov, ktoré vedu k aktivacii zdpalovych buniek [Kasak 2006].

Po vystaveni inhalaénym iritdcidm dochadza k hypertrofii mukéznych Zzliazok
azvySeniu poctu poharikovych buniek. Cylindricky epitel ma poSkodené riasinky
a dochadza k premene tohto typu tkaniva na dlazdicovy epitel, ¢o zhorSuje mukociliarny
transport [Kasak 2006; Rozborilova 2005]. Dochadza k nadprodukcii hlienu, ktory sa

hromadi v dychacich cestach ato modze zvySovat pravdepodobnost’ opakovanych



respiraénych infekcii. Zhor$i sa slizni¢na imunita a dychacie cesty moézu byt l'ahSie

kolonizované baktériami, ¢ize celkovo poklesne aj funkcia pltc.

Vznik fibrotického tkaniva, okluzia lumenu hlienovitymi zatkami, hyperplazia
poharikovych buniek a hypertrofia hladkych svalov st zmeny, ku ktorym dochadza
Vv dychacich cestach . Tieto zmeny vedu k zhrubnutiu steny ciev a ziiZeniu priesvitu a tym
aJ k znizeniu prietoku vzduchu. Remodelacia pl'icnych ciev (hyperplazia intimi, fibroza

ciev) moze mat’ za nasledok vznik hypertenzie az cor pulmonale.

: Cigaretovy dym a iné
Y o2 / iritujuce latky =
$ Aktivovany
Cors makrofag
H,0,
Chemoatraktanty
(leukotrien Ba,
Y v
o “18) % 4
Antioxidanty “ Antiproteazy
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neutrofil ) 4
\ Oxidanty Proteazy
S avolné (kathepsiny,
radikaly matrix metalo-
proteinazy,
katepsin G,
neutrofilna
clastaza)
Poskodenie Zvysené
epitelidlnych mnozstvo
buniek a matrixu hlienu
Chronicka bronchitida Emfyzém
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» Inhibicia CHOCHP

Obrazok 4: Patogenéza CHOCHP. Fajcenie stimuluje bunky, aby uvolnili chemotaktické latky,
ktoré dostavaju zapalové bunky do pltc. K aktivacii zapalovych buniek prispievaju oxidanty
a radikaly z dymu. V periférnych tkanivach dochadza k hromadeniu zapalovych buniek a poskodeniu
antiproteazového systému. Proteinazy a oxidanty poSkodzuji extracelularny matrix steny alveol
a bronchiol a ovplyviuji mukéznu sekréciu [Prevzaté a upravené od Senior a kol. 2015].
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3.2.3 Rizikové a vyvolavajuce faktory

Pric¢iny vzniku CHOCHP su multifaktoridlne a nie su jednoznacne stanovené. Rizikové
faktory mézeme rozdelit’ do dvoch skupin, a to na exogénne a endogénne faktory. Tieto

skupiny sa navzajom prelinaju.

Exogenné faktory

Za hlavny faktor vzniku, rozvoja a progresie ochorenia sa povazuje fajéenie [Cook 2019].
Podl'a Svetovej zdravotnickej organizacie vo svete fajci priblizne 1,3 miliardy l'udi. Na
ochorenia, ktoré suvisia s fajcenim ro¢ne umiera okolo 8 miliénov l'udi. Riziko CHOCHP
u fajéiarov stavisi s po¢tom vyfajcenych cigariet a zaroven s vekom, v ktorom osoba
zacala fajcit’. Okrem cigariet nepriaznivo pdsobia aj fajky ¢i znecistené ovzdusie. Vo
vnutornom prostredi moZze byt ovzdusSie znecistené kvoli vyuZzivaniu biomasy na kirenie
a pri vareni, v slabo vetranej miestnosti. Dal§im faktorom, ktory sa podiela na vzniku
CHOCHP je znecistené zivotné alebo pracovné prostredie. Spolupodielat’ na vzniku
ochorenia sa mo6zu anorganické Castice, ako kremicity a uholny prach, taktiez prach
z roznych kovov a cementu. Za nevhodné plynné zlozky v ovzdusi sa povazuje smog,
sirovodik, chlér a organické &astice (plesne, baktérie). Castou pri¢inou vzniku ochorenia
su aj opakované anedoliecené zapaly dychacich ciest [Rozborilova 2005]. Aj nizka
porodna hmotnost’ dietat’a a zIy socio-ekonomicky status rodiny, moze prispiet’ k vzniku
ochorenia. Dokédzany je aj vztah K nutriénym faktorom. Nedostatok antioxidaénych
vitaminov (A, C a E) spolu s nedostatkom nenasytenych mastnych kyselin a k tomu
zvyseny obsah soli, m6zu byt’ spojené s obstrukciou dychacich ciest.

Endogenné faktory

Aj ked’ faj¢enie predstavuje hlavny exogénny faktor, na vzniku a rozvoji CHOCHP sa
moze podielat’ aj genetickd predispozicia. Jedinci s touto predispoziciou maji nizke
hodnoty al-antitrypsinu (AAT) [Rozborilova, 2005]. AAT je glykoprotein syntetizovany
Vv peceni, ktory posobi ako cirkulujtci inhibitor sérovych proteaz. AAT chrani plicny
elastin tym, ze blokuje pdsobenie neutrofilnej elastdzy a zabraniuje poskodeniu, ktoré
mdze viest’ k panlobuldrnemu emfyzému. Elastin ako hlavna komponenta alveolarnych
stien, je hlavnym ciel'om pre posobenie neutrofilnej elastazy. Ak dojde k jeho destrukcii
a degradacii, uz ho nie je mozné reStaurovat. Fragmenty elastinu nasledne pdsobia ako
chemoatraktanty pre neutrofily a makrofagy. Neutrofilnd elastaza a neutrofilna
proteaza-3 ovplyviiuju hypersekréciu hlienu, ¢im dochadza k tvorbe hlienu a hypertrofii

hlienovych zliazok.
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U pacientov, ktorych hladina AAT klesne pod 10% (0,78 — 2,0 g/l) normalne;j
hodnoty, dochadza krozvoju emfyzému. Tento emfyzém je postupne zhorSovany

posobenim cigaretového dymu. Podiel deficitu AAT na celkovom vzniku CHOCHP, je
iba 1% [Drugdova 2011; Kasak 2006].

3.2.4 Priznaky

CHOCHP predstavuje klinicky prejav zmien v Struktire a funkcii alveolarneho tkaniva a
malych dychacich ciest. Podiel'a sa na mnohych procesoch na trovni tkaniv a buniek,
vratane zéapalu, apoptézy, zmenen¢ho fenotypu plucnych buniek a prestavby
extracelularnej matrix [Senior 2015]. Na tychto procesoch sa podiel'aji mnohé
mediatory, najmé proteinazy, oxidanty a cytokiny. K hlavnym priznakom CHOCHP patri
dychavicnost, kasel, tvorba sputa ¢i sipot. Tieto symptémy maji znaény vplyv na Zivot
pacientov, hlavne u pacientov s tazkou formou CHOCHP [Kessler 2011; Roche 2013;
Cook 2019]. Medzi nespecifické priznaky sa radi unava, ubytok vahy, tusigenna synkopa
¢i cor pulmonale. Subjektivne tazkosti predchadzaju funkénym porucham pluc
[Rozborilova 2005]. K neSpecifickym priznakom tohto ochorenia patria aj tlak na
hrudniku ¢i piskanie. Pacienti maji castej$i vyskyt zapalov dychacich ciest, ¢o vo
vysledku vedie k zhorSeniu ochorenia s naslednym obmedzenim fyzickej aktivity, kvoli
celkovej slabosti [Drugdova 2011].

Ako je uvedené v ¢lanku Kessler akol.,, symptomy CHOCHP vnimané
pacientami, sa menia ako pocas dia, tak aj v jednotlivych dioch tyzdna [Kessler 2011].
Tento fakt je spojeny s r6znou intenzitou aktivity pocas dila, a taktieZ aj pocas tyzdna.
Réno je povaZované za najhorSiu cCast dna, ako vyplyva zodpovedi pacientov
v prieskumoch [Kessler 2011; Partridge 2009]. Za druht kriticku ¢ast’ je povazovana noc.

NajcastejSim priznakom byva dychavicnost’, ktora je nasledovana tvorbou sputa
a kasl'om. Dychavi¢nost’ je prvotny priznak, kvoli ktorému vécSina pacientov vyhlada
lekarsku pomoc [Senior 2015]. Dychavi¢nost' nepriaznivo ovplyviiuje pracovni
schopnost, ¢im obmedzuje pacienta a mdze sa spojovat’ s izkostou. Najskor k nej
dochadza pri vicsej fyzickej namahe, nasledne sa objavuje aj pri beznych dennych
aktivitach. V horSich pripadoch sa vyskytuje aj Vv pripade, ak je pacient v kl'ude.
Chronicky kasSel je prvym zo znakov rozvijajucej sa CHOCHP [Kasdk 2006]. KaSel’ moze

byt spocCiatku len obcasny asuchy alebo spojeny s vykasliavanim hlienu. Pacienti
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vykasliavaji hlien hlavne rdno [Roche 2013]. M6ze dochadzat’ k jeho zintenzivneniu
a vyskytuje sa u pacienta pocas celého dna a postupne prechadza aj do no¢ného kasla.
Vicsina pacientov s CHOCHP si nie je vedoma svojho stavu, a to vedie k

vyznamnému oneskoreniu v diagnostike, ako aj v postupe v lieCbe.

3.2.5 Vysetrenie

Pre diagnostiku CHOCHP ma najvacsi vyznam podrobnd anamnéza a spirometrické
vySetrenie pltc.

V anamnéze je nutné zistovat’, ¢i bol pacient vystaveny rizikovym faktorom,
akymi s napriklad faj¢enie (dizka fajenia, podet cigariet) &i znedistené ovzdusie.
Dolezita je aj anamnéza tykajuca sa ranného veku, zaloZend na informéciach o porodne;j
vahe, predCasnom narodeni, astme, alergiach alebo aj o infekciach dychacich ciest
v detstve. Zist'uje sa aj rodinna anamnéza spojena s CHOCHP a vyskyt komorbidit ako

srdcova choroba a osteoporoza, ktoré mézu obmedzit’ aktivitu.

Fyzikélne vySetrenie
Pri fyzikalnom vySetreni vieme zistit’ vyskyt znamok bronchidlnej obstrukcie ako piskot,
predizeny vydych, tachykardia &¢i naméhavé zrychlené dychanie [Rozborilova 2005].
Nepritomnost tychto priznakov, vSak nevyluCuje pritomnost” ochorenia. Iba na
samostatnom fyzikdlnom vySetreni nemdzeme zakladat’ stanovenie diagnozy. Vyskyt
obstrukcie je zjavny v pripade, ked uz doslo k vyznamnému poskodeniu pl'ic. Toto
vySetrenie nie je dostatocne senzitivne a Specifické, preto v zaciatkoch ochorenia nema

vel’kt vypovednu hodnotu [Kasak 2006; GOLD 2022].

Funkéné vySetrenie pPic
Vysetrenie funkcie plic umoznuje overit’ diagnézu CHOCHP. Na zaklade vysledkov je
mozné urcit’ zadvaznost’ a monitorovatt CHOCHP, vratane sledovania odpovede na liecbu.
Funkciu pl'ic mézeme vySetrovat’ pomocou spirometrie, meranim objemu pl'ic a ur¢enim

difuznej kapacity pl'tc pre oxid uholnaty [Lee 2017].

Spirometria je najddlezitejSie vySetrenie na stanovenie diagnozy. Je zlatym
Standardom, pretoze je reprodukovatelnd, Standardizovana a je to objektivny sposob pre
meranie prietoku v prieduskach [GOLD 2022]. Pomocou spirometrie sa vysetruje usilna
vitalna kapacita pl'ic (FVC) aftsilne vydychnuty objem za prvii sekundu (FEV3).
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Pomerom tychto dvoch hodnét FEV: aFVC sa vypocita percentudlny podiel
(FEV1/FVC). Za znizenie FEV1/FVC sa u l'udi do 50 rokov, povazuje hodnota pod 75%
a u I'udi nad 50 rokov je to 70% [Kasak 2006; Nakamura 2017]. Podl'a GOLD klasifikacie
CHOCHP (Tabulka 1), sa za preukazanie obs$trukcie povazuje hodnota FEV1/FVC
mensia ako 70%.

Dalsim parametrom, ktory je doleZity pre uréenie obstrukcie v dychacich cestach
a je rozny pri jednotlivych staidiach CHOCHP je tsilne vydychnuty objem za 1. sekundu
(FEV1). Ako je vidiet' v Tabul'ke 1, znizena hodnota FEV1 suvisi so zavaznej$im stadiom
CHOCHP. Znizena hodnota FEV1, vsak indikuje az zavaznejsiu obstrukciu dychacich
ciest, a tak pomocou tejto hodnoty nevieme zistit’ vznik obstrukcie v pociato¢nej faze
v periférnych oblastiach [Kasak 2006; Rozborilova 2005; GOLD 2022 ].

Tabul’ka 1: Klasifikacia CHOCHP podla zavaznosti (GOLD 2022)

Stadium Charakteristika
0: Pacienti v riziku CHOCHP  normalne vysledky pri spirometrii

I: Cahka CHOCHP FEV1/FVC <70%
FEV1 > 80% z referen¢nej hodnoty

[l: Stredne tazka CHOCHP FEV1/FVC <70%
50% > FEV1 < 80% z referenc¢nej hodnoty

III: Tazka CHOCHP FEV1/FVC <70%
30% > FEV1< 50% z referencnej hodnoty

IV: VeI'mi tazka CHOCHP FEV1/FVC <70%
FEV1 < 30% alebo chronické respira¢né zlyhanie ¢i
zlyhanie srdca

Reverzibilita poruchy sa vramci funkéného vySetrenia pltic dokazuje
bronchodilata¢nymi testami. Medzi najcastejSie pouZivané bronchodilatacné latky patria
B2-mimetika alebo anticholinergika. Ak stupne FEV:1 o viac ako 15% alebo o 200ml

oproti bazalnej hodnote, povazujeme vysledok za pozitivny.

Okrem spirometrie je mozné merat’ aj objem pltc. Zist'uje sa celkova kapacita
pluc (TLC) a rezidualny objem (RV) [Lee 2017]. NajpouzivanejSou metdodou je
celotelova pletysmografia, ktorou vieme odmerat zmenu TLC, ktora vznikd pri
CHOCHP. Jednou z patologii CHOCHP je emfyzém, pri ktorom dochadza k poruche
plicneho tkaniva, ¢o vedie kstrate elasticity. Strata elastického navratu vedie

k natiahnutiu plic do abnormalne velkého objemu s naslednym zvySenim TLC.
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Pomocou tejto metddy sa da zistit’ aj narast RV, ku ktorému dochadza uz v skorom stadiu
CHOCHP.

Trefou moznostou vySetrenia funkcie plic je urCenie toho, ako l'ahko su
molekuly oxidu uholnatého (CO) prenasané z alveolarncho plynu do hemoglobinu
¢ervenych krviniek v pl'icnom obehu [Lee 2017]. Jedna sa o difuznu kapacitu plic pre
CO (DLCO). Pri merani sa pacient nadychne malého mnozstva CO a zadrzi dych po dobu
10 sekund. Nasledne sa zmena koncentracie vydychnutého CO vynasobi s TLC

a vypocita sa DLCO. Pokles DLCO je priamo timerny poskodeniu alveol.

DalSie vySetrenia

e pulzna oxymetria a meranie arterialnych plynov
Oxymetria sa pouziva u pacientov so stabilnou CHOCHP a predpokladanym FEV1< 35%
alebo s priznakmi, ktoré naznacuju respirané zlyhanie. Ide o rychle aneinvazivne
meranie hodnoty saturacie krvi kyslikom a pulzovej frekvencie srdca [Drugdova 2011].
Ak je namerana saturacia menej ako 92%, dochadza k nedostatoénému okysli¢eniu krvi.
V pociatocnom S§tadiu CHOCHP, arteridlne plyny vykazuji miernu hypoxémiu bez
hyperkapnie. So zhorSujicim sa §tddiom ochorenia, dochddza aj k zhorSeniu hypoxémie,

¢o moZze byt sprevadzané hyperkapniou.

e nedostato¢nost’ al-antitripsinu
Ak je namerana sérova koncentracia al-antitripsinu pod 15-20% normalnej hodnoty,
moéze mat’ pacient homozygotny deficit al-antitripsinu [Lee 2017]. Jedna sa o jedinu

genetickll abnormalitu, ktora zvySuje riziko vzniku CHOCHP.

e zataZovy test
Vyuziva sa pri hodnoteni u¢innosti pl'icnej rehabiliticie a identifikacii faktorov, ktoré
obmedzujt cvicenie [Lee 2017]. Vykonava sa kardiopulmonalny zat'azovy test pomocou

bezeckého pasu alebo 6 minatova chodza.
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3.2.6 Prevencia

Prevenciu CHOCHP mozno rozdelit’ do troch faz:
1. primarna prevencia — zabranenie vzniku ochorenia
2. sekundarna prevencia — diagnostika a lie¢ba ochorenia v skorych stadiach

3. terciarna prevencia — vhodna liecba prebiehajuceho ochorenia

Primarna prevencia je zalozena na zabraneni pdsobenia rizikovych faktorov
spojenych s CHOCHP na zdravych l'udi. Radi sa tu prisny zdkaz fajcenia u zien
v priebehu celej gravidity [Drugdova 2011]. Predstavuje aj elimindciu vsetkych
rizikovych faktorov prostredia akymi st tabakovy dym, znecistenie vzduchu ¢i uz
v miestnosti alebo vonku. Radi sa tu aj profesionalna expozicia $kodlivym latkam a

ostatné aspekty, ktoré suvisia s vekom, pohlavim ¢i povolanim.

Cielovou skupinou sekundarnej prevencie st pacienti s CHOCHP. Zamerom
sekundarnej prevencie je diagnostikovat CHOCHP V pociatocnom $tadiu a zabranit
d’alSej progresii ochorenia [Lee 2017]. Toto ochorenie je zna¢ne poddiagnostikované,
pretoze vicsina pacientov si neuvedomuje svoj stav a na vySetrenie sa dostanu az pri

vaznejsich priznakoch.

Terciarna prevencia je zamerana na pacientov, ktori uz maju ochorenie CHOCHP.
Zahtnia kontrolu poklesu funkcie pl'ic, zistovanie pri¢iny a nasledne upravu liecby podl'a
aktualnej potreby. U niektorych pacientov nedochadza takmer k Ziadnemu poklesu
funkcie plac anaopak uinych je pokles razantny [Lee 2017]. Je potrebné objavit

biomarkery, ktoré pom6Zzu vcas identifikovat’ tito skupinu.

3.2.7 Liec¢ba

Lie¢ba ochorenia CHOCHP je zameriavand na zmiernenie symptoémov, na zvysenie
tolerancie fyzickej namahy ¢i celkové zlepSenie kvality Zivota. TaktieZz dopoméha
k zmierneniu mnoZstva a zdvaznosti exacerbacii. Ziadne z lie¢iv nedokaze chorobu

vyliegit [GOLD 2022].
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Liecba by sa mala upravovat’ a zintenziviiovat’ v sulade s narastanim zavaznosti
ochorenia. Odpoved’ na liecbu je individudlna, takze pacienti musia byt starostlivo
monitorovanti.

Prvym krokom v liecbe CHOCHP je navrhnutie pacientovi, aby zanechal fajcenie
a podanie pomoci pri odvykani od fajéenia. Dalsimi krokmi s farmakologicka alebo

nefarmakologicka liecba.

Farmakologicka lie¢ba

e vyuZitie bronchodilata¢nych liekov

Farmakoterapia sa opiera o podanie bronchodilatacnych liekov, ktoré zvysuji hodnotu
FEV:1 a dalsich ventilanych parametrov [Bartd 2017, Lassan 2017]. Pacientom
s minimalnymi alebo obc¢asne sa vyskytujiicimi priznakmi v §tadiu I, sta¢i podavanie
kratkodobo pdsobiacich bronchodilataénych latok. Ide o f2-agonistov (SABA), ktorych
hlavnym Uc¢inkom je relaxdcia hladkého svalstva dychacich ciest, skrze stimuldciu
B2-adrenergnych receptorov. Tym sa zvySuje cyklickd adenozinmonofosfataza
a dochadza k bronchodilatacii. Uginok tychto lickov vyprsi zvy&ajne do 4 az 6 hodin.
Pravidelné uZivanie SABA zlepSuje FEV1 a symptémy. TaktieZ sa v tomto prvom Stadiu
podavaju aj antimusakrinové lieky s kratkodobym uc¢inkom (SAMA). Spdsobuji
blokéaciu bronchokonstrikéného ucinku acetylcholinu na muskarinovy receptor. Tieto
receptory su exprimované v hladkom svalstve dychacich ciest. Medzi kratkodobo
posobiace antimuskarinové lieky patri ipratropium alebo oxitropium [GOLD 2022].

V horsich §tadiach st podadvané dlhodobejsie posobiace bronchodilatacné lieky zo
skupiny PB2-agonistov (LABA) a dlhodobo pdsobiace antimuskarinové pripravky
(LAMA) [Barta 2017]. Doba posobenia LABA je 12 aviac hodin. Ich pdsobenim
dochadza k zlepSeniu FEV1, zmierneniu dychavi¢nosti a znizuje sa pocet exacerbacii.
Patri tu formoterol, oladaterol alebo indacaterol [GOLD 2022]. LAMA maju vacsi vplyv
na obmedzenie exacerbacii, oproti LABA.

Pouziva sa aj kombinovana bronchodilatacna liecba, ktord na zdklade kombinacie

bronchodilatancii zlepSuje dilataciu bronchidlnej obstrukcie.
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e vyuZitie protizapalovych liekov
Protizapalové lieky sa pouzivaju u pacientov s Ill. aIV. stidiom CHOCHP. Jedna sa
0 inhibitory fosfodiesterazy 4, ktoré spdsobuju zniZenie zapalu tym, ze inhibuja rozpad
vnutrobunecného CAMP [Bartt 2017]. Ciel'om liecby je znizenie frekvencie exacerbacii
a zlepSenie hodnoét pluic. Mdézeme tu zaradit’ roflumilast. Roflumilast neméa priamy
bronchodilataény ucinok, ale sposobuje zlepSenie funkcie plac (FEV: sa zvysi
0 50-80ml). ZlepSuje symptoém, ktorym je dychavica a znizuje riziko exacerbacii [Las$an

2017].

e vyuzitie inhala¢nych kortikoidov
Inhala¢né kortikoidy (ICS) sa samostatne nevyuzivaji na dlhodobu liecbu. Podavaji sa
v kombinacii s LABA [Lassan 2017]. Tato kombinacia LABA/ICS je ucinnejSia ako
monokomponenty a zoskupenie v jednom inhalatory prinasa prospech aj pre pacienta,
v ramci lepSieho komfortu. Prospech sa prejavuje zvysSenim kvality zivota a zlepSenim

funkcie pltc.

Nefarmakologicka liecba
e zanechanie fajcenia
Zanechanie faj¢enia je podmienkou pre uspesnu liecbu CHOCHP.
e plucna rehabilitacia
Ak bola rehabilitacia zahajena pocas hospitalizacie s CHOCHP, alebo do 4 tyzdnov od

prepustenia, doSlo u pacientov k zniZenie Umrtnosti v porovnani s pacientami, ktory

rehabilitaciu nepodstupili [Ryrse 2018].

e kyslikova liecba
Dlhodoba domaca oxygenoterapia s aplikaciou kyslika po dobu viac ako 15 hodin denne

spolo¢ne s obmedzenim fajcenia, predlzuje Zivot pacientov s CHOCHP [Celli 2008].

e neinvazivna ventilacia pozitivnym tlakom (NPPV)
CHOCHRP je spojena s poklesom funkcie pI'ic a poruchami dychania v spanku a no¢nou
hypoventilaciou [Bhatt 2013]. To vedie k hypoxémii a hyperkapnii. NPPV upokojuje

pretazené dychacie svaly aobnovuje centralny dychovy pohon u pacientov
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s hyperkapniou. Bhatt a kol. zistili, Ze pouzitim NPPV do6jde k zlep$eniu PaO; a taktiez

sa zlepsi kvalita zivota.

e operacia na zniZenie objemu plic

Je urc¢end pacientom s CHOCHP, ktori maji rozvinuty tazky nehomogénny emfyzém
pluc s vyraznymi symptomami (dyspnoe), napriek optimalne;j lie¢be. Idealny kandidat
je pacient stazkym stupiiom obstrukénej ventilacnej poruchy, zniZzenou difiiznou
kapacitou pltic, vyraznej§imi emfyzémovymi zmenami v hornych lalokoch a bez

vyznamnejSich komorbidit [Matula 2010].

Medzi dalSie spdsoby nefarmakologickej lieCby sa radi aj transplantacia plic a fyzicka
aktivita ¢i nastavenie spravnej vyzivy. Vyuziva sa aj fyzioterapia hrudnika, ktora u
pacientov s CHOCHP napomaha odhliefiovaniu a zlep$uje ventilaciu pl'uc, ¢im zmieriiuje

priznaky ochorenia [Drugdova 2011].
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3.3 Pomocné T lymfocyty

T lymfocyty sa vyvijaju z pluripotentnej kmenovej bunky kostnej drene. Vznika
multipotentna kmenova bunka tzv. lymfoidny prekurzor. Dal3ou diferenciaciou sa z neho
stane unipotentna kmenova bunka pre T lymfocyty. Nezrelé T lymfocyty putuji do
thymu, kde pocas imunopatologickych procesov dozrievaju, v urcité T lymfocytarne
klony. Na povrchu tychto klonov sa nachadza funkény receptor a niekol'ko koreceptorov.
Prikladom receptoru je TCR (T-Cell Receptor) a medzi koreceptory radime CD3,
CD4/CD8 alebo CD28.

Podl'a typu koreceptoru CD4 alebo CDS, su T lymfocyty delené¢ do dvoch
subpopulacii. Prvou su cytotoxické T¢ lymfocyty, ktoré maju CD8 koreceptor. Druhu
subpopulaciu tvoria pomocné Th lymfocyty, u ktorych sa nachadza CD4 koreceptor.
Nazyvaju sa aj CD4+ lymfocyty.

Pomocné Th lymfocyty mozno podla produkcie cytokinov rozdelit’ na Thl, Tn2

a Thl7 Imyfocyty (Tabulka 2).

Tabul'ka 2: Podskupiny Th pomocnych lymfocytov.

Tnl Th2 Thl7
Efektorové IL-2, TNF, IL-5,IL-6, IL-4, IL-17A, IL-17F, IL-22,
molekuly IFNy IL-10 IL-26, TNF
Proximalne IL-12 IL-4,1L-25 TGFB, IL-23, IL-6, IL-21
regulatory IL-18 IL-33

Thl lymfocyty produkuji predovSetkym IL-2 a IFN-y a zékladnou tulohou je
aktivacia makrofagov pri zapalovych procesoch [Miossec 2012].

Th2 lymfocyty uvoltiuju hlavne IL-4, IL-5, IL-6 a IL-10 a ich uplatnenie je pri
stimulécii B lymfocytov k produkcii protilatok na T lymfocytoch zavislych.

Thi7 lymfocyty produkuju hlavne IL-17 a podielaju sa na zapalovych procesoch.
Maju tlohu aj pri patologickych autoimunitnych ochoreniach a ur€ita rolu zohravaju aj

Vv patogenéze CHOCHP.
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V nasledujucich podkapitolach 3.3.1, 3.3.2 a 3.3.3 sa budem venovat interleukinom,
ktoré suvisia s Thl7 lymfocytami. P6jde o IL-23, ktory ovplyviiuje Thl7 lymfocyty, ktoré
nasledné produkuju d’alej zmienené IL-17A a IL-17F.

331 IL-23

Cytokin IL-23 patri do rodiny IL-12, ktora pozostava zo 4 ¢lenov: 1L-12, IL-23, IL-27
a IL-35. Tento interleukin bol pomenovany v roku 2000, kedy sa priSlo na to, ze
kombinaciou proteinovych podjednotiek p40 apl9 vznikd novy, biologicky aktivny
cytokin [Oppmann 2000]. IL-23 je teda heterodimér, ktory je zlozeny z dvoch
podjednotiek a to z jedine¢nej podjednotky p19 a podjednotky p40, ktora je stiéastou aj
IL-12 (Obrazok 5). Obe tieto proteinové podjednotky st spojené disulfidovou vézbou.

IL-12 IL-23

p35 ) 2 p19 ﬂ

IL-17A, IL-17F,
IL-22

Obriazok 5: Struktira cytokinov IL-12 a IL-23 a receptorov. IL, interleukin; Jak, Janus
kinaza; R, receptor; STAT, prevodniky signdlu a aktivator transkripcie; Tyk, tyrozinkinaza
[Prevzaté a upravené z Ergen a kol.2018]

IL-23 sa viaze svysokou afinitou na receptor IL-12RB1 skrze proteinova
podjednotku p40 ana receptor IL-23R je naviazana pl19 podjednotka. Po naviazani
dochadza k aktivacii TYK2, JAK2, STAT3 a STAT4, ¢im su sprostredkované biologické
ucinky IL-23 na ciel'ové bunky [Sun 2015].
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Stimulacia Th buniek prostrednictvom IL-23 vedie k vzniku Th17 subpopulacie
a produkcii IL-17A, IL-17F ¢i IL-22. V nepritomnosti 1L-23 je vyvoj Thl7 buniek
neuplny. Ak chyba receptor (IL-23R) dochadza k naruSeniu tvorby a dozrievania tychto
buniek [McGeachy 2007]. Na IL-23 reaguju aj iné bunky ako napriklad y3T bunky, NK
bunky alebo lymfoidné bunky ¢reva. To, ze IL-23 interaguje aj Sinymi bunkami
a stimuluje ich, je dolezité pri odolnosti voci infekciam, ako aj pri autoimunitnej
patologii. Indukuje zapal, ktory je vac¢Sinou spojeny s aktivitou 1L-17 a 1L-22.

IL-23 je ustrednym prvkom patogenézy mnohych ochoreni spojenych so zapalom,
medzi ktoré patri psoriaza, skler6za multiplex, reumatoidna artritida alebo CHOCHP.

Tento interleukin, je jeden z najsl'ubnejSich cielov na lie¢Cbu pacientov s
chronickymi zépalovymi ochoreniami a niektorymi typmi rakoviny, najmi kvoli jeho

ucasti na rozvoji Thl7 buniek [Floss 2015].

332 IL-17AalL-17F

IL-17A aj IL-17F patria do rodiny, ktora sa sklada zo 6 podtypov (IL-17A,B,C,D,E,F).
Kazdy zpodtypov sa viaze sa Specificky receptorovy komplex z rodiny receptorov
IL-17RA az IL-17RE [Ritzmann 2021; Pappu 2012].

IL-17A a IL-17F st proteiny kodované génmi, ktoré su lokalizované na
6. chromozoéme blizko seba [Ishigame 2009]. Oba tieto interleukiny moézu byt
sekretované vo forme homodimerov alebo vo forme heterodimerov (Obrazok 6).
Homodimer je zloZzeny bud’ z dvoch podjednotiek IL-17A alebo z dvoch podjednotiek
IL-17F. Heterodimer obsahuje po jednej z oboch proteinovych podjednotiek [Goepfert
2017]. IL-17F je vysoko homologny s interleukinom 17A.

Tieto dve molekuly sa viazu na rovnakeé receptory, o naznacuje, Ze dané cytokiny
maju podobné biologické funkcie. AvSak védzbove afinity IL-17A a IL-17F k tymto
receptorom su rozne, pretoze IL-17A ma vysSiu afinitu k receptoru IL-17RA a IL-17F ma
vyssiu afinitu k IL-17RC.

Jedna sa o prozapalové cytokiny, ktoré st produkované aktivovanymi Tpl7
bunkami. IL-17A a IL-17F st Casto exprimované spolo¢ne. Oba ticto interleukiny su
produkované aj d’al$imi vrodenymi imunitnymi bunkami ako napr. ydT bunkami, NK

bunkami, panethovymi bunkami ¢i neutrofilmi [Cua 2010; Liu 2021].
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IL-17F IL-17A/F IL-17A

Obrazok 6: Molekularny model heteromérneho 1:1:1 TL-17RA: IL-17RC: IL-17 (A, F alebo
A/F) komplexu. Cytokin naviazany na receptor je znazorneny svetlosivou, IL-17RA modrou a IL-
17RC tmavosivou. Modra ¢iara znazoriiuje spojovaciu oblast’ IL-17RA a intacelularnou ¢ast'ou
s doménou SERIF a CBAD (modry $tvorec) [Prevzaté a upravené od Goepfert a kol.2020].

Spominané interleukiny maju dvojaka rolu. IL-17A alL-17F chrania koZné
a slizni¢né bariéry proti infekénym agens. Pdsobia na endoteloveé, epitelové bunky
a fibroblasty. IL-17A moze rozsirit' ulohu imunitnej odpovede pri ochrane organizmu
pred infekciami a podporovat’ opravu tkaniva. Interleukiny 17A a 17F zohravaja tlohu
pri aktivacii a migracii neutrofilov. Ovplyviuju sekréciu prozapalovych cytokinov (IL-6,
IL-1,TNF), chemokinov (CXCL1, IL-8, CCL2), matrixovych metaloproteiniz
a antimikrobialnych faktorov (defenziny) [Yoshimoto 2014]. IL-17F je slabsim
induktorom expresie prozapalovych cytokinov.

Na druht stranu ich dysregulacia moze viest’ k autoimunitnym alebo alergickym
reakciam. Nadmerna expresia IL-17F alebo IL-17A v pl'icach, vedie k zvySenej expresii
prozapalovych cytokinov a chemokinov, ¢o vedie k zapalu spojenému s infiltraciou
neutrofilov a taktiez k stavom, ako je znizena flexibilita tkaniva a tkanivova fibroza
[Liu 2021]. IL-17A prispieva aj k patogenéze CHOCHP. Podporuje remodelaciu
dychacich ciest pri tomto ochoreni, ktoré moze viest’ k irreverzibilnej obstrukcii prietoku
vzduchu. Remodeldciu moéze tento interleukin podporovat bud’ inhibiciou bunkovej

autofagie, ktora suvisi so zapalom v pl'icnom tkanive alebo zvyseni TGF-B1 [Liu 2021].
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3.4 Th-17 imunitna odpoved’ pri CHOCHP

Po dlhodobom vystaveni rizikovym faktorom, medzi ktoré patri napriklad fajCenie,
dochadza k aktivécii epitelovych buniek a makrofagov, prostrednictvo vol'nych radikalov
z dymu (Obrazok 7). Epitelové bunky a makrofagy uvolnia chemotaktické latky, ktoré
pritahuju zapalové bunky do pl'ac.

Dochéadza aj k aktivacii antigén prezentujtcich buniek, ktoré sa dostali do styku
s antigénom a tie stimuluji T bunky. Stimulédcia prebieha skrze IL-6, TGF-B, IL-21
a IL-23 [Le Rouzic 2017]. IL-23 sa viaze na vysoko afinitny receptor IL-23R, ktory je
exprimovany na povrchu Tn buniek atie nasledne stimuluje. Touto stimuldciou
ovplyvnuje diferenciaciu Th buniek na podskupinu Th17 [Lee 2017]. Druhym potrebnym
interleukinom je IL-6, ktory indukuje expresiu receptoru IL-23R na Th bunkéach
[Yoshimoto 2014]. V nepritomnosti IL-23 alebo IL-23R, by bol vyvoj Thl7 buniek
neuplny a doslo by k naruseniu ich dozrievania [McGeachy 2007]. IL-23 je produkovany
aj aktivovanymi makrofagmi a posobi aj na d’al$ie bunky ako NK bunky, y6T bunky
a vrodené lymfoidné bunky.

Po vzniku Tnl7 buniek aovplyvneni buniek vrodenej imunity, dochadza
k sekrécii IL-17A, IL-17F ¢i IL-22. Koncentracie IL-17A v krvi pacientov s CHOCHP,
byvaju vysSie v porovnani so zdravymi nefaj¢iarmi [Kubisheva 2020; Wang 2015;
Gearhart 2017]. Su to hlavné cytokiny, ktoré sa zapdjaji do imunitnej odpovede.

IL-17 stimuluju  signdlnu kaskadu JAK/STAT3 a aj signdlnu drdhu
RANK/RANKL [Ma 2023]. Té4to druha draha sa podiel'a na zvySeni expresie matrixove;j
metaloproteinazy 9 (MMPY), ¢o vedie k zvySeniu intenzity zapalu dychacich ciest.
MMP9 degraduje komponenty extracelularnej matrix a to je jeden z dévodov vzniku
emfyzému.

Po aktivacii receptorov (IL-17RA), ktoré sa nachadzaju na bronchidlnych
epitelovych bunkach, st sekretované neutrofilné chemotaktické faktory (IL-8,IL-6
a CXCL1) [Le Rouzic 2017]. Tieto faktory pdsobia na receptor CXCR2 a prit'ahuju
neutrofily a monocyty. U pacientov byvaju hladiny IL-8 a CXCL1 v spute zvySené.
Zvysené mnozstvo neutrofilov prispieva k patogenéze CHOCHP tym, ze produkuje
enzym neutrofilnt elastadzu. Ta pdsobi proti extracelularnej matrix a sposobuje rozpad
Struktiry plic a zvacSenie alveolarneho priestoru, CiZe prispieva k vzniku emfyzému

[Hong 2010]. Okrem toho mdze spdsobit’ aj hypersekréciu hlienu.
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Obrazok 7: Thl7 imunitna odpoved’ pri stabilnej chronickej obstrukénej chorobe plac. ROS:
reaktivne formy kyslika, DAMPS: molekularne vzory spojené s poSkodenim; T: T-bunka;
yd :ydT-bunka; ILC3: vrodena lymfoidna bunka typu 3; NKT: prirodzena zabijaéska T-bunka,
G-CSF: faktor stimulujuci kolonie granulocytov; CXCLS: interleukin 8 [Prevzané a upravené
od Le Rouzic 2017].

Epitelové bunky a makrofagy uvolfiujii po aktivacii transformujuici rastovy faktor

(TGFB) a fibroblastové faktory. Tie spolu stimuluji proliferaciu fibroblastov, ¢o

V kone¢nom dosledku vedie k fibréze malych dychacich ciest [Barnes 2009].
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Na hodnotenie relativnej expresie IL-17A, IL-17F alL-23 boli pouzité vzorky
bronchoalveolarnej lavaze (BAL) od 40 darcov. Darcovia pozostavali z pacientov
s chronickou obstrukénou chorobou plic a chronickou bronchitidou. Pacienti

s chronickou bronchitidou boli brany ako kontroly.

Vsetky vzorky BAL boli ziskané od pacientov Kliniky respira¢nej mediciny Fakultnej
nemocnice v Olomouci, Ceska republika. CHOCHP bola definovana podla kritérii
Globalnej iniciativy pre chronicka obstrukénti chorobu pl'ic [GOLD 2022].

Chronickd bronchitida bola definovana pritomnostou kasla a tvorby sputa pocas
najmenej 3 mesiacov v kazdom z dvoch po sebe nasledujicich rokov podl'a GOLD kritérii
[GOLD 2022].

V Tabulke 3 st Klinické charakteristiky pacientov a v Tabul'ke 4 je subcelularny profil

bronchoalveolarnej lavaze u pacientov s CHOCHP

Stadia bola vykonana so stthlasom Etickych komisii LF UP a FN Olomouc. Od vietkych
zaradenych subjektov bol ziskany informovany suhlas s anonymnym pouZitim vzoriek

BAL na ucely studie.

Tabulka 3: Klinicka charakteristika pacientov s chronickou bronchitidou a chronickou
obstruk¢nou chorobou plc.

CHB CHOCHP
N 20 20
Priemerny vek 40 55
Pohlavie (muzi/Zeny) 11/9 10/10
Historia fajcenia (ex fajciari/

10/10 10/10
sucasni fajciari)
Stadium (GOLD IVIVIII/IV/NA) NA 3/8/2/017

NA nie je dostupny
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Tabul’ka 4: Subceluldrny profil bronchoalveolarnej lavaze.

CHB CHOCHP
o
ity S
neutofoy () " "
Relativny pocet 1% 4%

eozinofilov (%)

CHB,chronicka bronchitida; CHOCHP,chronicka obstruk¢na choroba plic
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4.2 Pouzité chemikalie kity a roztoky

Pouzité chemikalie

RNAlater™ stabilizaény roztok (InvitrogenTM, kataldégové ¢islo AM7020)
Acid-Phenol: Chloroform, pH 4.5 (InvitrogenTM, katalogové ¢islo AM9722)
RNaseOUT™  Rekombinantny Inhibitor ~Ribonukleazy (InvitrogenTM,
katalogové ¢islo 10777019)

100% Ethanol (Sigma-Aldrich, katalogové Cislo E7023)

RNase AWAY™ dekontaminaény prostriedok na povrchy (Thermo
ScientificTM, katalogové ¢islo 7000TS1)

RNase-Free water (Qiagen, katalogové ¢islo 129112)

TagMan™ Fast advanced Master Mix (Applied Biosystems™, katalogové &islo
4444557)

TagMan™ Gene Expression Assay FAM (Applied Biosystems™, katalogové
Cislo 4351368)

Pouzité Kity

mirVana™ miRNA Isolation kit (Life technologies, katalogové ¢islo AM1561)

SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit (Invitrogen, katalégové ¢islo
11754050)

Pouzité roztoky a ich priprava

Pri priprave nového mirVana miRNA isolation kitu bolo k wash solution 1
pridanych 21ml 100% ethanolu. K wash solution 2/3 bolo pridanych 40 ml
100% ethanolu. Roztoky boli dokladne premiesané a skladované pri 4°C

PBS (pH 7,4) bol pripraveny zmieSanim 8 g NaCl + 200 mg KCI +
1,44 g Na2HPO4 + 245 mg KH2POs . Nasledovalo rozpustenie v 800 ml
destilovanej vody za staleho mieSania. Bola upravena hodnota pH a objem sa
doplnil do 1000ml destilovanou vodou. Flasa s PBS bola sterilizovana pomocou

DEPC a autoklavovana.
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4.3 Zoznam pouzitych pristrojov a zariadeni

NanoDrop ND-1000

Chladena centifuga Z300K

Digitalna sucha kupel’ AccuBlock Mini
Mini centrifuga c1301

Spectrafuge 16M

Termoblok 603/3

Termalny cyklér Rotor Gene 3000
Mastercykler pro

Laminarny box BSB 4A

Analyzéator REALIST DX

2D graficky a Statisticky softvér GraphPad Prism 6
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4.4 Metody
441 RNA izolacia

Na izolaciu RNA z bronchoalveolarnej lavaze, bola pouzita mirVana miRNA izola¢na
stuprava. Pred pracou s RNA, bol dokladne vycisteny stél a pomocky pomocou
prostriedku na povrchy RNase AWAY ™, ktory dekontaminoval RNé&zy. Samotna

izola¢na suprava sa nechala pre pouzitim ohriat’ pri izbovej teplote.

Priprava vzorky BAL

Ku vzorke, ktora bola uchovana v RNA later bolo pridanych 350ul PBS+DEPC.
Nasledne sa vzorka s PBS+DEPC vortexovala 60 minut pri 4000g a 4°C.

NaruSenie buniek

Po centrifugacii bol odstraneny supernatant. K usadenym bunkam bolo pridanych
600ul lysis/binding solution atakto pripravena vzorka bola dokladne zvortexovana
(Obrazok 8a).

Organicka extrakcia

V tejto faze bolo pridanych 60ul miRNA Homogenate additive. Po premie$ani sa nechala
mikrosktimavka 10 mintt na 'ade. Nasledne bolo do mikroskimavky pripipetovanych
600ul zdolnej fazy Acid- Phenol/Chloroformu (Obrazok 8b). Pouzil sa vortex
a centrifuga. Mikroskiumavka bola centrifugovana 5 minut pri 10 000g a izbovej teplote.

Po centrifugacii bola vrchna vodna faza odpipetovana do novej mikroskiimavky.

RNA izolacia

K vodnej faze bolo pridanych 365ul 100% ethanolu (Obrazok 8c). Zmes lyzat/ethanol,
ktora mala 700ul, bola napipetovana do mikroskimavky s kolonkou. Mikrosktiimavka
bola centrifugovana po dobu 15s pri 10 000g. Pretecena tekutina bola odpipetovana
a tento krok sa opakoval, kym cez kolonku nepresla cela vzorka. V d’alsom kroku sa na
kolonku napipetovalo 700ul premyvacieho roztoku 1 a kolonka bola centrifugovana 10s
pri 10 000g. Zo zbernej skimavky bola odpipetovana prete¢ena tekutina. Nasledne bolo

na kolonku napipetovanych 500ul premyvacieho roztoku 2/3 a spustila sa centrifugacia
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na 10s pri 10 000g, tento krok sa opakoval 2 krat. Dalej sa este centrifugovala kolonka
bez roztoku po dobu 1 mintty, aby sa poriadne odstranila zvysna tekutina.

Kolonka bola prenesenda do novej mikroskimavky. Na kolonku bolo
napipetovanych 100ul RNaza free vody, ktora bola ohriata na 95°C. Obsah sa
centrifugoval pri 14 000g po dobu 30s.

Tym sa uvolnila vyizolovana RNA z kolénky do mikroskumavky. Eluat bol
zachyteny ado 100ul RNA bolo pridanych 2ul RNasa OUT™ Rekombinant

Ribonuclease Inhibitor. VVzorka bola ulozena do -80°C, kde sa skladuje.

a) b) c)
Lizaa Organicka
romuienie extrakcia RINA molicia
I =5 min l [ ~15 min =10 min l
MP i j % % Celkovi RNA
Pridande 1,23 Preecytie Elicia

chije ro etanalu 1,2a3
@ ﬁ a e filltrovarie
Rozmsends vaorky
o Iyptickom roztolay, AJ::ld Fhemol
pridanie rmRNA Chlorofornn
hJ:ftmgenelbweJ Male RNA
pisady U (= 200nt)

Pridanie 113 Fachyterde  Pridamnie 273 Premyte Eliicia
chjerm etanoln  filtdt objeran etaroln 1,2a3

kvodre | fize a a prefiltrrande

pefilrmanie cez drhy filter

Obrizok 8: PrehPad postupu mirVana™ miRNA Isolation Kit. Na obrazku a) je zndzornené
narusenie buniek pomocou lysis/binding solution. V Casti b) je zobrazeny krok organickej
extrakcie, za pouzitia Acid- Phenol/Chloroformu. Cast’ ¢) na obrazku znazoriiuje samotna RNA
izolaciu [Prevzané a upravené z: https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/fm_1560.pdf
(dna 27.3.2023)].
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4.4.2 Reverzna transkripcia

Pri reverznej transkripcii bola pouzita SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit. V prvom
kroku sa nechali vzorky a zlozky stupravy SuperScript VILO cDNA Kitu rozpustit’ a jemne
sa premiesali. Do skumavky, ktora bola na 'ade bol pripraveny MasterMix bez RNA,
podl'a Tabul’ky 5. Takto pripraveny MasterMix sa premiesal.

Do novych skiimaviek ulozenych na lade sa postupne napipetovalo po 6ul
MasterMixu a pridalo sa 14ul RNA. Skimavky boli jemne premie$ané a nechali sa
inkubovat’ v podmienkach, ktoré st uvedené v Tabulke 6.

Po ukonceni inkubacie sa vzorky hned’ ulozili na I'ad. Do nasledovného pouzitia boli

vzorky skladované pri teplote -20°C.

Tabul’ka 5: ZloZenie reakcnej zmesi pre reverznt transkripciu mRNA.

Zlozky MnozZstvo na jednu reakciu

SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit

5X VILO Reaction Mix 4ul
10X SuperScript Enzyme Mix 2ul
RNA templat 14l
Celkom 20ul

Tabul’ka 6: Teplotné podmienky reverznej transkripcie

Teplota Cas
25°C 10 min
42°C 60 min
85°C 5 min
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4.4.3 Kvantitativnha PCR

Pred zaCatim kvantitativnej PCR bola templatova cDNA nariedend u vSetkych vzoriek na

rovnaku koncentraciu a uchovavala sa pri -20°C.

Na l'ade boli rozpustené jednotlivé nariedené vzorky cDNA a 20xTagMan Gene
Expression Assay a nasledne boli jemne zvortexované a kratko zcentrifugované. Podl'a
Tabulky 7, bol pripraveny PCR mix bez cDNA ana konci pripravy bol jemne
premiesany. Nasledne bolo rozpipetovanych po 18ul PCR mixu do skimaviek a k nemu
bolo pripipetovanych po 2ul cDNA. Takto pripravené vzorky boli vlozené do analyzatora
REALIST DX (GeneTiCA), kde prebehla PCR reakcia za podmienok, ktoré st uvedené

v Tabul’ke 8.

Na posudenie relativnej expresie sa pouzil referenény gén PSMB2 (Kriegova

2008).

Tabulka 7: ZloZenie reakénej zmesi pre PCR reakciu.

Zlozky MnozZstvo na jednu reakciu
20xTagMan 1l
TagMan MasterMix 10 ul
RNase-free voda 7 ul
cDNA templat 2l
Celkom 20 ul
Tabulka 8: Podmienky kvantitativnej PCR.
Proces Teplota Cas
50°C 2 min
Aktivécia polymerazy e o

Denaturacia 95°C 15 sec

Anelécia + predlZzovanie 60°C 1 min

40 cyklov
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Statisticka analyza

Na statistické vyhodnotenie vysledkov ziskanych laboratornym stanovenim relativne;j
expresie IL-17A, IL-17F alL-23 bol pouzity neparametricky Man-Whitney test.
Man-Whitney test sa pouziva na porovnavanie suborov $tatistickych dat, u ktorych nie je
mozné predpokladat’ normalne rozdelenie pravdepodobnosti sledované¢ho znaku.
Hodnoty p <0.05 boli povazované za Statisticky vyznamné. Na grafické zobrazenie

vysledkov Man-Whitney testu bol pouzity program GraphPad Prism.

34



5 VYSLEDKY

Na zaklade vysledkov ziskanych analyzou hodnot expresie 1L-23 (Obrazok 9) je mozné
skonStatovat’, ze hodnota expresie bola Statisticky vyznamne zvySena u pacientov s

chronickou obstrukénou chorobou plic v porovnani s pacientami s chronickou
bronchitidou (p = 0.0001).

Analyzou vyslednych hodnét expresie 1L-17A a IL-17F (Obrazok 10 a 11) sme zistili,

Ze relativna expresia nebola $tatisticky vyznamna pri porovnavani pacientov s chronickou

bronchitidou a CHOCHP (p > 0.05).
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Obrazok 9: Relativna expresia IL-23 u pacientov s chronickou bronchitidou [n=20] a
CHOCHP — chronickou obstrukénou chorobou pl'ic [n=20].
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Obrazok 10: Relativna expresia IL-17A u pacientov s chronickou bronchitidou [n=20] a
CHOCHP — chronickou obstrukénou chorobou pl'ac [n=20].
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Obrazok 11: Relativna expresia IL-17F u pacientov s chronickou bronchitidou [n=20] a
CHOCHP — chronickou obstrukénou chorobou pl'ac [n=20].
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6 DISKUSIA

Zistili sme, ze expresia IL-23 v bronchoalveolarnej lavazi, bola u pacientov s CHOCHP
zvySend. Ostatné nami stanovované gény Th-17 imunitnej odpovede ako IL-17A
a IL-17F u naSich pacientov neboli deregulované. Vyhodou nasej prace je, ze expresia
IL-23, IL-17A a IL-17F bola porovnavana s pacientami, ktori mali chronickt bronchitidu.
Islo o symptomatické kontroly bez obstrukcie dychacich ciest. U pacientov bola
diagnostikovand chronicka bronchitida, ktora je klinicky definovand pritomnostou
produktivneho kasl'a po dobu minimalne 3 mesiacov, pocas 2 rokov nasledujucich po
sebe. Chronicka bronchitida bez obstrukcie dychacich ciest, bola podla starych GOLD
kritérii definovana, ako najlahSie Stddium CHOCHP. Sucasné GOLD kritéria pre
CHOCHP vyzaduju pritomnost’ pI'icnej obstrukcie, ktora je stanovena spirometricky ako
pokles FEV1. Na§ stbor pacientov toto kritérium spifia a porovnava vybranych ¢lenov
Th-17 imunitnej odpovede s kontrolnym stiborom, ktory ma menej zdvazné postihnutie a
normalnu funkciu pluc. Doposial’ publikované stidie porovnavaju Th-17 imunitni

odpoved’ so zdravymi kontrolami.

IL-23 bol pozorovany v mnohych §tadiach [Moermans 2021; Gearhart 2017; Li 2021;Di
Stefano 2009; Rong 2020; Wang 2015]. Zaznamenané bolo ako zvysenie 1L-23 [Di
Stefano 2009; Rong 2020; Wang 2015; Gearhart 2017], tak aj to, ze nedoslo k zmene
expresie IL-23 [Moermans 2021; Gearhart 2017; Li 2021].

Stadie pouzité v diskusii, ktorych prehlad je v Tabulke 9, sa vadsinou zamerali na
sktimanie vzoriek z periférnej krvi. Oproti tomu v tejto praci, je Stidium expresie génov
detegované priamo v plicach, ktoré st priméarne postihnuté ochorenim CHOCHP, ¢o

mdze byt povazované za vyhodu.

Iba niektoré prace sa zamerali na imunitn1 odpoved’ v pl'icach a poskytli kontroverzné
vysledky. Dve prace [Moermans 2021; Li 2021], ktoré pouzili podobny princip a skiimali
sputum dospeli k rozdielnym vysledkom. Di Stefano a kol. studovali IL-23 vo vzorke

bronchialnej biopsie a ich vysledky st v stlade s naSimi [Di Stefano 2009].

Zvysena hladina IL-23 bola namerana u vSetkych stadii, ktoré detegovali hladinu
cytokinov v sére na proteinovej tirovni [Rong 2020; Wang 2015; Antoniu 2017; Gearhart
2017; Ghosh 2020]. Aj nami lokalne merana expresia cytokinu IL-23 v BAL bola

zvysend, ¢o naznacuje, ze zapal pri CHOCHP ma povod a pretrvava v plicach.
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Biologicka tloha IL-23 zahtiia aktivaciu makrofagov, T lymfocytov a NK buniek. Tento
interleukin sa povazuje za regulatora Th-17 imunitnej odpovede. V tejto praci boli
stanovené expresie dvoch hlavnych ¢lenov, ktoré sa ucastnia na Th-17 imnunitnej
odpovedi. Expresia IL-17A v bunkach bronchoalveolarnej lavaze nebola u naSich
pacientov deregulovand. Vé&cSina §tadii zaznamenala zvySenie expresie IL-17A u
pacientov s CHOCHP oproti zdravym kontrolam [Roos 2015; Imani 2016; Di Stefano
2009; Zhang 2013; Doe 2010; Li 2015; Kubisheva 2020; Wang 2015 a Gearhart 2017].
Nase vysledky sa mozu lisit prave kvoli tomu, ze iné Studie pracovali so zdravymi

kontrolami a my sme mali ako kontrolu pacientov s CHB.

Nasla sa aj studia, ktorej meranie je v stlade s nasimi vysledkami. V tejto Stadii bola
rovnako ako u nas pouzita bronchoalveolarna lavaz, ale hladina IL-17A sa stanovovala
na proteinovej urovni [Gaerhart 2017]. Zamerali sa v nej aj na stanovenie cytokinu
IL-17A v sére a pri tomto type vzorky, bola nameranad zvySend hladina. Pouzili vSak
rozdielnu metdédu a porovnavali hladinu IL-17A medzi pacientami s CHOCHP a

zdravymi kontrolami.

Viaceré¢ Stadie zistili zvySent hladinu cytokinu IL-17A analyzou sputa [Zhang 2013; Doe
2010; Li 2015]. Gorska a kol. pouzili na analyzu taktiez sputum a rovnakia metodu, no
nezistili zmenu v hladine dané¢ho cytokinu medzi pacientami s CHOCHP a zdravymi

kontrolami [Gorska 2017].

Oproti tomu $tudie, ktoré sa zamerali na imunitn odpoved’ v pl'icach pri pouziti vzorky
bronchialnej biopsie alebo pl'icneho tkaniva mali totozny vysledok [Roos 2015; Imani
2016; Di Stefano 2009]. Aj ked’ pouzili rozdielne metody detekcie, dospeli k zaveru, ze
pri CHOCHP dochadza k zvySeniu hladiny IL-17A u pacientov v porovnani so zdravymi

kontrolami.

Pri pouziti bronchoalveolarnej lavaze a vyhodnotenim metédou RT-gPCR sme
nedetegovali zvySenie hladiny IL-17F. K rovnakému vysledku dospeli aj dve §tadie, ktoré
sa taktiez zamerali na imunitnu odpoved’ v plicach [Di Stefano 2009; Doe 2010]. K
rozdielnemu vysledku dospeli Roos a kol. spolu s Wang a kol., ktori detegovali zvysenu

hladinu IL-17F [Roos 2015; Wang 2015].

Na zaver je mozné povedat, ze vysledky tejto prace su v sulade s viac¢Sinou doposial

vykonanych §tadii. Tato praca priniesla nové poznatky, pretoze sa sustredila na rozdiely
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medzi chronickou obstrukénou chorobou plic a chronickou bronchitidou. Toto
porovnanie poukazuje na ulohu IL-23 u obstrukcie pl'ic. Hlavné ¢leny Th-17 imunitnej
odpovede neboli u nasich pacientov deregulované. Dalsie $tudie by mali potvrdit’ nase

zavery u vacsieho poctu pacientov.

39



Tabul’ka 9: Porovnanie relativnej expresie génov IL-23, IL-17A a IL-17F pri chronickej obstrukénej chorobe plic.

Gén  Ochorenie Expresia Biologicky material n Metody Autor
IL-23 CHOCHP 1 Vzorka bronchialnej biopsie 28  Imunohistochémia; RT-qPCR Di Stefano a kol. 2009
1 Sputum 73 CBA Li a kol. 2021
— Sputum 20 RT-gPCR Moermans a kol. 2021
— BAL 31 Imunoanalyza Gearhart a kol. 2017
1 Krv — sérum 92 ELISA Rong a kol. 2020
1 Krv — sérum 65 ELISA Wang a kol. 2015
0 Krv — sérum 16 ELISA Antoniu a kol. 2017
1 Krv — sérum 31 Imunoanalyza Gearhart a kol. 2017
1 Krv — sérum 62 Imunoanalyza Ghosh a kol. 2020
IL-17F CHOCHP — Vzorka bronchialej biopsie 28 Imunohistochémia Di Stefano a kol. 2009
1 Vzorka pl'icneho tkaniva 30 Imunohistochémia Roos a kol. 2015
1 Krv — sérum 36 ELISA Wang a kol. 2021
- Sputum 27 ELISA Doe a kol. 2010
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Tabul’ka 9: Pokracovanie

Gén Ochorenie Expresia Biologicky material n Metody Autor
IL-17A CHOCHP ) Vzorka pl'icneho tkaniva 30 Imunohistochémia Roos a kol. 2015
1 Vzorka bronchialej biopsie 9 ELISA Imani a kol. 2016
1 Vzorka bronchialej biopsie 28 Imunohistochémia Di Stefano a kol. 2009
0 Sputum 94 ELISA Zhang a kol. 2013
0 Sputum 27 ELISA Doe a kol. 2010
1 Sputum 21 ELISA Li a kol. 2015
- Sputum 33 ELISA Gorska a kol. 2017
1 Krv — sérum 58 ELISA Kubisheva a kol. 2020
1 Krv — sérum 65 ELISA Wang a kol. 2015
1 Krv — sérum 31 Imunoanalyza Gearhart a kol. 2017
— BAL 31 Imunoanalyza Gearhart a kol. 2017

1 zvySena regulacia; — ziadny vyznamny rozdiel; BAL bronchoalveolarna lavaz; RT-gPCR kvantitativna polymerazova retazova reakcia s
reverznou transkripciu; CBA prietokova cytometria; ELISA enzymovo zna¢ena imunoanalyza
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7 ZAVER

Teoreticka Cast’ tejto diplomovej prace bola zamerand na charakterizaciu zékladnych
klinickych poznatkov o chronickej bronchitide a chronickej obstrukénej chorobe plitc.
Chronicka bronchitida je definovana ako produktivny kasel, ktory trvd minimalne 3
mesiace v dvoch po sebe nasledujtcich rokoch. Pri¢om st vylu¢ené iné mozné pri¢iny
kasrla. Pri chronickej obstrukénej chorobe pl'uc je jednym z priznakov taktiez kasel’, avSak
v tomto pripade dochadza aj k obstrukcii dychacich ciest a degradacii pl'ucneho tkaniva.
V teoretickej Casti bola opisana aj iloha Th-17 imunitnej odpovede u CHOCHP a bola

urobena literarna reSer§ zamerand na zdkladné poznatky o 1L-23, IL-17A a IL-17F.

V praktickej Casti diplomovej prace sme porovnavali hodnoty relativnej expresie IL-17A,
IL-17F a IL-23 u pacientov s CHOCHP a chronickou bronchitidou. Na stanovenie
expresie sme pouzili vzorky bronchoalveoldrnej lavaze. Vzorky od pacientov s
chronickou bronchitidou sluzili ako kontroly. Relativna expresia IL-23 bola u pacientov
s CHOCHP zvysena oproti pacientom s chronickou bronchitidou. Hlavné ¢leny Th-17

imunitnej rodiny IL-17A a IL-17F neboli deregulované.
Téato praca rozsiruje poznatky o expresii IL-23, IL-17A a IL-17F u pacientov s CHOCHP

v porovnani s pacientmi s chronickou bronchitidou. Tieto nasSe zistenia by mali byt

potvrdené Stidiami s va¢Sim poctom pacientov.
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