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SUHRN

Tumor nekrotizujuci faktor o (TNFa) zohrava v tele radu vyznamnych
a zaroven protichodnych uloh. Prostrednictvom rdéznych signalnych drah je
schopny vyvolat’ apoptézu, bunkovu diferenciaciu, ¢i proliferaciu. Uplatiuje sa
najma pri zapalovych procesoch a je tvoreny rozli¢nymi typmi buniek. Tato praca
bola zamerand na stanovenie relativnej expresie TNFa u pacientov so zapalovymi
ochoreniami pl'ic, a to chronickd obstrukénd choroba pl'ic (CHOCHP) a astma
bronchiale (AB). Pomocou kvantitativnej PCR metddy bola zmerana relativna
expresia génu TNFa vo vzorkach bronchoalveolarnej lavaze (BAL) od 22 pacientov
s CHOCHP, 14 pacientov s AB a26 kontrolnych pacientov. Vysledky merani
preukazali zvysenu expresiu TNFa u pacientov s CHOCHP a u pacientov s AB
v porovnani s kontrolnou skupinou. Medzi skupinou pacientov s CHOCHP a AB
nebol zaznamenany signifikantny rozdiel v expresii TNFa. Pozorovania z tejto

prace boli na zaver porovnané S podobne zameranymi klinickymi Sttdiami.
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SUMMARY

Tumor necrosis factor a (TNFa) plays a number of important and conflicting
roles in the body. It is able to induce apoptosis, cell differentiation ar proliferation
through various signaling pathways. TNFa plays role especially in inflammatory
processes and it is made up of different types of cells. The main objective of this
work was to determine the relative expression of TNFa in patients with
inflammatory lung diseases, namely chronic obstructive pulmonary disease
(COPD) and bronchial asthma (AB). The relative expression of the TNFa gene was
measured by a quantitative PCR method in bronchoalveolar lavage (BAL) samples
from 22 patients with COPD, 14 patients with AB and 26 control patients. The
results showed increased TNFa expression in patients with COPD and in patients
with AB compared to the control group. There was no significant difference in
between the group of patients with COPD and AB in TNFa expression. The
observations obtained from this work were compared with other similarly focused

clinical studies.
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1 UVOD

Medzi chronické zapalové ochorenia pl'ic patria chronicka obstrukéna choroba
plaic (CHOCHP) a asthma bronchiale (AB). Hlavny rozdiel medzi tymito dvomi
ochoreniami predstavuje typ pritomnej obstrukcie. V pripade CHOCHP sa vyskytuje
ireverzibilny typ, zatial Co vpripade AB je typ obstrukcie reverzibilny.
Charakteristicky spolo¢ny znak predstavuji priznaky pacientov. Ide predovsetkym
0 kasel a st'azené dychanie. U pacientov s AB je imunitna reakcia vyvolana alergickou
reakciou, ktror spdsobuje podrazdenie dychacich ciest alergénom. CHOCHP aj AB

patria medzi pomerne rozsirené ochorenia v populacii 'udstva po celom svete.

U oboch ochoreni sa vyskytuje akttny zapal, pocas ktorého je v tele zvySena
produkcia cytokinov. Su to extracelularne signalne proteiny zodpovedné za mnoZzstvo
signalnych procesov prebiehajucich v bunkéch. Do tejto skupiny zarad’ujeme aj TNFa,
ktory bude predmetom $tadie tejto prace. Hladina expresie TNFa bude stanovovana

metddou kvantitativnej PCR za vyuzitia TagMan proby.



2 CIELE PRACE

Tato bakalarska praca sa zameria na zapalové ochorenia plic. Na zaklade
sucasnych znalosti budi vybrané regulacné faktory zapalu a ich expresia bude
stanovena na urovni mRNA. K detekcii expresie v bronchoalveolarnyh bunkach bude

pouzitd metoda RT-PCR.



3 LITERARNY PREHLAD

3.1 Uvod do TNFa

TNFa faktor, tiez nazyvany ako tumor nekrotizujuci faktor ¢i kachektin, je
homotrimericky protein zlozeny zo 157 aminokyselin s radou funkcii. Je produkovany
roznymi typmi buniek, ako napriklad lymfocyty, neutrofily, endotelidlne bunky,
astrocyty, ¢i makrofagy. V tele zohrava dolezitu ulohu v odolnosti voci infekénym
¢inidlam, nadorom, pri regulacii spanku a v embryondlnom vyvoji. Zaradujeme ho
medzi zapalové cytokiny, ktoré su produkované pocas akutneho zéapalu a su
zodpovedné za mnozstvo signdlnych procesov prebiehajucich v bunkach, pri¢om
najdolezitejSiu rolu hraju v bunkovej prolifercii, diferenciécii a apoptdze. (Cammack

et al., 2006; Idriss et Niasmith, 2000; Murphy et al., 2008)

Cytokiny st definované ako extracelularne signalne proteiny, zvicsa o vel’kosti
80 kDa, ktoré su produkované roznorodymi druhmi buniek. Len zriedka sua
produkované individualne. ZvidcSa st produkované spolu s inymi cytokinmi,
charakteristickymi pre dané ochorenie. Ked'ze ovplyviiuji tesne susediace bunky,
funguji prevazne parakrinnym spdsobom. Moézu vSak podsobit’ aj na dialku

(endokrinne) alebo priamo na pdvodnu bunku (autokrinne). (Chung, 2001)

V rodine cytokinov je mozné pozorovat’ vyskyt pleiotropie, ku ktorej dochadza
v pripade, kedy jeden gén ovplyviiuje dva a viac spolu zdanlivo nesuvisiacich
fenotypovych znakov. Taktiez sa tu uplatiuje Siroka Skala redundancie, kde kazdy
z cytokinov ma mnozstvo prekryvajicich sa funkcii, pricom kazda znich je
potenciondlne sprostredkovand viac ako jednym cytokinom. Synergické alebo
antagonistické ucinky st dosledkom vzajomného ovplyviiovania jednotlivych
cytokinov. Posobenie tychto signalnych proteinov je sprostredkované ich vézbou na
vysokoafinitné povrchové bunkové receptory, ktoré si zvycajne pritomné v malom
mnozstve aich expresia sa zvdcSuje po aktivacii buniek. Receptory pre mnohé
cytokiny boli zoskupené do superrodin na zaklade pritomnosti homolognych oblasti.

(Chung, 2001)

TNFa bol prvykrat popisany v roku 1975 ako cytokin, ktory po stimulécii
imunitného systému vykazoval vyznamnu cytotoxicku aktivitu, a teda spdsobil
nekrozu nadoru. Ked’ bol v roku 1984 klonovany gén pre TNFa, bola taktiez objavena

jeho Struktirna a funkéna homologia s lymfotoxinom o (LTa) a TNFa bol zaradeny

3



do velkej skupiny cytokinov znamych ako superrodina ligandov TNF. Cleny tejto
rodiny zarad’'ujeme medzi transmembranové proteiny II typu, ktoré existuju v dvoch
formach, a to v sekretovanej forme alebo viazané na membranu. (Wajant et al., 2003;

Zhou et al., 2002; Zelova et Hosek, 2013)

3.1.1 Struktira

Ludsky gén pre TNFa je stcastou hlavného histokompatibilného génového
komplexu (MHC) umiestneného na kratkom ramene chromozému 6. Gény MHC su
rozdelené do Styroch hlavnych tried, pricom gény pre TNFa zarad’'ujeme do Il1. triedy
MHC komplexu. TNFa pozostava zo S$tyroch exonov prerusenych tromi intrénmi,
ktoré st usporiadané na DNA vlakne dlhom priblizne 3 kb. (Spriggs et al., 1992;
Zelova et Hosek, 2013)

Viac ako 80 % sekvencie génu je kodovanych $tvrtym exénom, zatial’ o prvy
a druhy exon koduja vedtcu sekvenciu vznikajuceho peptidu (Obrazok 1). Veduci
peptid je vel'mi dolezity pre translaéni Groven regulacie TNFa. Pred touto sekvenciou
sa nachadza promotorova oblast’, kde sa vyskytuju vizbové miesta pre regulacné
faktory AP-1, AP-2, NF-kB a cAMP. Tato promotorova oblast’ spolu s veducou
sekvenciou zohravaju dolezitu ulohu pri regulacii TNFa. TNFa je vratane veduceho
peptidu syntetizovany ako 26 kDa prekurzor, ktory moze byt proteolyticky Stiepeny
transmembranovou matricovou metaloprotedzou TNFa-konvertujucim enzymom na
17-kDa vyluCovany monomér, zatial €o neStiepeny TNFo je pritomny ako
transmembranovy protein typu II. Expresia 17 kDa monoméru bola stanovovana
V experimentalnej Casti tejto bakalarskej prace. (Gearing et al., 1994; McGeehan et al.,
1994)

5 PROMOTOR 3 UTR 3

” mEm e

EXON 1 EXON2 EXON 3 EXON 4

(AP (AP-2> (cAMP) (NF-«<B)

Obrazok 1: Struktara TNFa génu. Zl'ava sa nachadza promotor obsahujici vizbové miesta
pre AP-1, AP-2, cAMP, NF-kB. Dalej exon 1, exon 2, exon 3 a exon 4, ktory tvori velkd

vacsinu Struktury génu.



3.1.2 Expresia

Gén pre TNFa je regulovany dvojakym spdsobom, a to ako na transkrip¢ne;j,
tak aj na transla¢nej Grovni. V 5 koncovej oblasti génu sa nachddza niekolko
regula¢nych miest so sekvenciami odpovedajicimi regulacnym faktorom AP-1, AP-2,
NF-kB a cAMP. Tieto oblasti s zname zregulaénych oblasti imunoglobulinov
a cytokinov. (Zelovéa et Hosek, 2013)

5" koncova oblast’ taktiez obsahuje MHC glykoproteiny III. triedy. Zda sa, ze
vSetky tieto sekvencie sa podielaju na aktivacii transkripcie. Je zname, ze k regulacii
dochadza aj na post-transkripénej Grovni, kde je stabilita TNFa mRNA regulovana
vizbou tristetraprolinu (TTP) na oblast’ bohati na AU 3'-UTR. Co sa tyka translacie
génu, ta je regulovana pomocou 3' konca 'udskej TNFa mRNA, ktord je bohatd na
UA oblasti. mRNA sa preklada do 'udského proteinu zlozeného zo 157 aminokyselin.
(Deleault et al., 2008; Idriss et Niasmith, 2000; Spriggs et al., 1992)

3.1.3 Funkcia

Biologické funkcie TNFa st rozne. Na jednej strane dodava odolnost’ voci
ur¢itému typu infekcii prostrednictvom aktivacie neutrofilov a krvnych dosticiek,
zvySenou schopnost'ou makrofagov a NK buniek zabijat’ a celkovou stimuléaciou
imunitného systému. Na druhej strane moze plnit’ funkciu patologickd pri mnohych
autoimunitnych ochoreniach, ako napriklad reumatoidna artritida, alebo pri rejekcii
transplantovaného organu. Plni protichodné tlohy, ktoré stivisia s aktivaciou roznych

signalnych drah. (Beutler et Bazzoni, 1998; Fiers, 1999; Idriss et Naismith, 2000)

Okrem toho, vykazuje cytotoxicitu vo¢i malignym bunkam, najma
vV kombinacii s niektorymi interferonmi, napr. interleukinmi. Prili§ vysoké
koncentracie TNFa st pre hostitel’a toxické (maximalna tolerované hodnota hladiny je
u l'udi 200 pg-m). Z tohto dovodu je potrebné zvysit' terapeuticky index, a to bud’
ZniZzenim toxicity, pripadne zvySenim Uc€innosti. Toto je moZné dosiahnut
prostrednictvom mutacii, ktoré znizuju systematickl cytotoxicitu a zvySuji u€¢innost’

TNFa pri selektivnej eliminacii nadorovych buniek. (Idriss et Naismith, 2000)

TNFa je schopné vyvolat bunkovl smrt’ prostrednictvom nekrézy alebo
apoptozy. (Beyaert et Fiers, 1994). Nekroza je sprevadzana napucanim buniek,
destrukciou bunkovych organel alyzou buniek. (Steller, 1995). Apoptoza, tiez

nazyvana ako programovana bunkova smrt’, je proces, pri ktorom a bunku pdsobiace
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faktory z vonkajSieho ¢i vnatorného prostredia sposobuju, Ze bunka postupne rozstiepi
svoju DNA na fragmenty, rozlozi vlastné proteiny a nakoniec sa rozpadne na niekol'ko
malych apoptotickych teliesok. Tie s v extracelularom prostredi pohltené okolitymi
bunkami. Tymto sa li$i od nekrozy, kedy je bunka nasilne zni¢ena a jej obsah je
vyluceny do okolia inych buniek, ¢im moéze dojst’ k ich ohrozeniu. (Haanen et al.,
2000)

Prostrednictvom aktivacie NF-kB, moze TNFa sposobit’ prezitie buniek.
Doteraz bolo identifikovanych mnozstvo ligandov suvisiacich s TNF. Proteiny
suvisiace s TNF, ako je RANKL, st potrebné pre (osteoklastovi) bunkova
diferenciaciu, ktora je nevyhnutna pre kostnu resorpciu. Niektoré receptory podobné
TNF, napr. HVEM, slazia ako vstupné body do buniek pocas infekcie.
(Idriss et Naismith, 2000). TNFa taktiez plni funkciu kritického prvku obrany
hostitel'a proti bakteridlnej a virusovej infekcii a je dolezity pre tvorbu folikulov
lymfatickych uzlin a zarodoénych centier. Tieto procesy su kl'aicové pre vytvorenie

adaptivnej imunity. (Sellati et Sahay, 2014)

3.1.4 Signalizacia

Vsetky zname reakcie prejavuje vézbou ako trimér, bud’ na 55 kDa bunkovy
membranovy receptor nazyvany TNFR-1 alebo 75 kDa bunkovy membranovy
receptor nazyvany TNFR-2. Signilne kaskady vychadzajuce z tychto dvoch
receptorov st odlisné, a preto veda k dvom rozdielnym vysledkom.
Prozapalové a apoptotické funkcie st spojené so signalizaciou sprostredkovanou
TNFR1, zatial Co signalizacia zavisla od TNFR2 vedie k oprave tkaniva
a angiogenéze. Extraceluldarne domény oboch receptorov obsahuji subdomény bohaté
na cystein, ktoré viazu TNF. Cytoplazmatické domény TNFR1 a TNFR2 nevykazuji
ziadnu sekvencnu homologiu a ziskavaju rozne sady signalnych molekul. (Aggarwal

et al., 2012; Idriss et Naismith, 2000; Sahay et Sellati, 2014; Wajant 2003)

Vizba TNFa na TNFR1 vedie k aktivacii drah NF-xB a MAPK. Po naviazani
ziskava TNFa doménu smrti asociovani s TNFR (TRADD). TRADD dalej ziskava
protein nazyvany Fas-asociovany protein s doménou smrti (FADD), ktory nésledne
sekvencne aktivuje kaspazu-8 akaspazu-3, a tym vyvola apoptézu. Alternativou
vyvolania apoptozy je aktivicia mitochondrii, ¢o sposobi postupné uvolfiovanie

reaktivnych foriem kysliku, ktoré vedie k aktivacii kaspazy-9 a kaspazy-3. TNFRL1 je



teda schopny signalizovat’ bunkova smrt’” dvomi spdsobmi (Obrazok 2). (Aggarwal
etal., 2012)

Zda sa vsak, Ze in vivo apoptoza indukovana TNF nie je taka kIi¢ova, ako
celkovy vplyv cytokinu pri regulacii zapalovych procesov. Vysoka systémova toxicita
TNF je v skuto¢nosti sposobena bunkovymi mediatormi ako napr. oxid dusny
anesuvisi priamo s jeho schopnostou indukovat apoptdézu. V miestach zapalu
spustaju cytokiny, ako IL-1B a TNF, sekréciu chemokinov, aby ziskali rézne
populacie leukocytov. Sucasne TNF indukovand expresia cyklooxygenazy 2 spusta
syntézu PGE2, ktora stimuluje vazodilaticiu a tym zvySuje prietok krvi do miesta

zapalu. (Idriss et Naismith, 2000; Sahay et Sellati, 2014; Wajant 2003)

Taktiez sa ukéazalo, ze TNFa je schopny aktivovat’ nuklearny faktor kapa B
(NF-kB), ktory reguluje expresiu proteinov spojenych s prezitim buniek a bunkovou
proliferaciou. NF-kB zahfna skupinu dimerickych transkripénych faktorov, ktoré
pozostavaju z roznych ¢lenov. Tieto Cleny sa podielaji na transkripénej aktivacii
velkého mnoZstva génov suvisiacich so zapalom. V poslednych rokoch sa tiez
ukazalo, ze NF-kB je schopny indukcie mnozstva antiapoptotickych faktorov. Tento
proces hra klicovi ulohu v regulacii apoptotického mechanizmu bunky

sprostredkovaného TNFR1. (Agarwall et al., 2012; Wajant 2003)
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Obrazok 2: Zakladné signalizacné drahy TNFa, ktoré vedi k apoptdze, aktivovaniu
transkripéného faktoru AP-1 a k aktivovaniu NF-kB faktoru. Prevzaté a upravené podla

Aggarwal et al., 2012.

3.1.5 TNFa superrodina

Superrodina tumor nekrotizujiceho faktora (TNF) sa sklada z 19 ligandov a 29
receptorov. Vsetky cleny bez vynimky vykazuji prozépalovu aktivitu, ¢iastocne
prostrednictvom aktivacie transkripéného faktoru NF-xB. Niekolko €lenov rodiny
vykazuje proliferativnu aktivitu na hematopoetické bunky, ¢iasto¢ne prostrednictvom
aktivacie roznych mitogénom aktivovanych kinaz, a ini ¢lenovia zohravajii vyznamnu
ulohu pri apoptdze. Uvadza sa, Ze niektoré ligandy su ddlezité pri morfogenetickych

zmenach a diferenciacii buniek. (Aggarwal et al., 2012)

Vicsina ¢lenov superrodiny TNF ma priaznivé aj potencidlne Skodlivé ucinky.
Napriek tomu, ze TNFa je spajany s fyziologickou proliferaciou a diferenciaciou
B buniek za ustidlenych podmienok, spdja sa aj so Sirokou $kalou chordb, vratane
rakoviny, kardiovaskularnych, neurologickych, plGcnych, autoimunitnych
a metabolickych poruch. (Aggarwal et al., 2012)



Pre identifikdciu jednotlivych ¢lenov celej tejto nadrodiny boli vyuzité ich
génové sekvencie. Ako prvé boli objavené cleny TNFa a TNFp, ktoré su zaroven
jedinymi, ktoré boli prvykrat identifikované na Grovni proteinov este pred samotnou
izolaciou ich cDNA. V rokoch 1984 a 1985 boli strukturalne identifikované 2 rozne
TNF ligandy, ktorych gény boli naklonované. (Aggarwal et al., 1985; Aggarwal et al.,
1984)

Protein o velkosti 25 kDa, ktory sa povodne nazyval lymfotoxin-a (LT-a), bol
purifikovany zmédia zozbierané¢ho zl'udskej lymfoblastovej bunkovej linie
RPMI 1788. Neskor sa jeho ndzov zmenil na TNFP. Izolacia druhého cytotoxického
faktora bola vykonand pomocou rovnakych testov bunkovej lyzie a protilatok proti
lymfotoxinu, rozdiel bol vSak v bunkovej linii, z ktorej bol izolovany. (Aggarwal

et al., 1985; Aggarwal et al., 1984)

Pre druhy faktor bola pouzita I'udskd promyelomonocyticka linia HL-60.
Faktor bol nazvany ako Pudsky TNFo a mal dizku pribizne 17 kDa. Pri sekvenovani
aminokyselin TNFo a TNFB bola preukdzana az 50 % sekven¢nid homologia.
Imunologicka odliSnost tychto dvoch proteinov bola preukdzand generovanim

protilatok proti kazdej molekule. Zatial' ¢o TNFa bol produkovany makrofagmi, TNFf
bol produkovany lymfocytmi. (Aggarwal et al., 1985; Aggarwal et al., 1984)

Vsetky ostatné ligandy tejto rodiny boli identifikované na zéklade sekvenénej
homologie s 'udskou cDNA. Cela superrodina je tvorena ¢lenmi: TNFa, TNF,
lymfotoxin-p (LT-B), CD40OL, FasL, CD30L, 4-1BBL, CD27L, OX40L, ligand
indukujuci apoptdzu suvisiaci s TNF (TRAIL), LIGHT (TNFSF14), receptorovy
aktivator ligandu NF-xB (RANKL), slaby induktor apoptézy suvisiaci s TNF
(TWEAK), ligand indukujuaci proliferaciu (APRIL), faktor aktivujuci B-bunky
(BAFF), inhibitor rastu vaskularnych endotelovych buniek (VEGI), ektodysplazin A
EDA-AL, EDA-A2 a GITRL (TNFSF18). Stru¢ny prehl'ad jednotlivych ¢lenov TNFa
superrodiny je uvedeny na Obrazku 3. (Aggarwal et. al., 2012)

Nomenklatara  ligandov  superrodiny TNF  bola  Standardizovana
medzinarodnou komisiou ako superrodina TNF (TNFSF) a receptory ako TNFRSF.
Ligandy aj receptory st primarne exprimované roznymi bunkami imunitného systému.

(Aggarwal et. al., 2012)
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Obrazok 3: Jednotlivé ligandy TNF superrodiny a ich rozdelenie podla uplatnenia
Vv organizme pri procesoch apoptdzy, proliferacii a morfogenézii. Svetlomodro vyznacené
ligandy vykazuji proliferativnu aktivitu ciastocne prostrednictvom aktivicie réznych
mitogénom aktivovanych kindz. Modrozelenou su vyznaceené kontrolory apoptozy a zelenou

kontrolory morfogenézy. Prevzaté a upravené podl'a Aggarwal et al., 2012.

3.2 Chronicka obStrukéna choroba pPuac

Chronicka obstrukéna choroba pl'ic (CHOCHP) je plticne ochorenie, ktoré je
charakterizované dlhotrvajicou reverzibilnou obstrukciou dychacich ciest
a perzistentnymi respiraénymi syndrémami. Patri medzi progresivne a lie€itelné

zapalové ochorenia. (GOLD, 2021)

3.2.1 Pri€iny a epidemiologia

NajcastejSou pricinou CHOCHP je tabakovy dym, ¢o preukazuje fakt, ze
véacsina l'udi trpiacich tymto ochorenim su fajciari. Fajéenie vSak nie je podmienkou

vzniku CHOCHP. Existuje rada d’alsich faktorov, ktoré mézu CHOCHP spdsobit’,
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pripadne zhorsit. Medzi tieto faktory patri neustila expozicia Skodlivym vplyvom
vnutorného a vonkajSieho zivotného prostredia. Zvicsa sa jedna o prachové Castice pri

praci, rozne chemikalie a Skodlivé plyny. (GOLD, 2021)

Dal§imi rizikovymi faktormi mozu byt pohlavie a vek. Ukazalo sa, Ze CastejSie
postihované byva zenské pohlavie z dovodu vyssieho rizika pre rozvoj obstrukcie.
Pravdepodobnost’ vyskytu ochorenia sa s pribudajicim vekom zvysuje, najma po 40.
roku Zivota. Do istej miery zohrava ulohu aj geneticka predispozicia, ktorda méze mat’
za nasledok vytvorenie zavislosti na nikotine, ¢i nedostato¢ny vyvoj plic v detstve.
Taktiez ma vel’ky vplyv aj socioekonomicky status jedinca. V chudobnych krajinach
sveta, kde su zakladné podmienky pre prezitie jedinca vel'mi limitované a kde nie je
Castokrat zabezpecena ani hygiena, je riziko pre rozvinutie CHOCHP vel'mi vysoké.
Ide najma o zeme Tretieho sveta, teda regiony Afrického kontinentu, Juznej Ameriky
¢i vychodného Stredomoria. (GOLD, 2021; Gordon et al., 2014)

Jednou z hlavnych pri¢in tazkého odhadu globalnej prevalencie CHOCHP je
nedostatocnd diagnostika, najmd v krajinach s nizkym prijmom. Diagnostika je
podceniovana obzvlast u mladSich pacientov, nefajCiarov alebo uludi s niz§im
vzdelanim. V sucasnosti je toto ochorenie vo svete tretou najcastejSou pricinou smrti.

V roku 2015 na tito chorobu zomrelo priblizne 3,2 miliéna pacientov. (Rabe et al.,
2017)

3.2.2 Patofyziologia

Medzi najcastejsie prejavy CHOCHP patri chronicky produktivny kasel
a dychavic¢nost. KaSel' patri medzi prvé symptomy, ktoré sa preukazu. Pacientami
byva ¢asto popisovany ako ,.faj¢iarsky kasel, ktory je zvyc€ajne spojeny so zvySenou
rannou tvorbou hlienu. Hlien sposobuje stazeni vymenu vzduchu v plicach.
Pritomnost’ produktivneho kasla pocas obdobia viac ako troch mesiacov v dvoch po
sebe nasledujtcich rokoch, je definovand ako chronicka bronchitida. Je spojena so
zrychlenym poklesom funkcie pl'ic, va¢sim rizikom akttnych exacerbacii a aj vySSou
mortalitou. CHOCHP sa moéze prejavit’ aj bez pritomnosti chronickej bronchitidy,
avsak CastejSie je pozorovany ich spolo¢ny vyskyt. (Hattab et al., 2016; GOLD, 2021,
Kim et Criner, 2013)

Primérne mechanizmy zodpovedné za nadmerné mnozstvo hlienu pri

CHOCHP su spojené s metaplaziou a hyperplaziou epitelovych buniek. Metaplazia
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znamena premenu diferencovaného tkaniva na iny typ. V tomto pripade je to zmena
dlazdicového epitelu na zlazovy. Hyperplazia je stav, kedy dochddza k produkcii
zvySeného poCtu buniek. Hypersekrécia hlienu sa vyvija v dosledku dlhodobého
vystavenia sa Skodlivym faktorom prostredia, alebo zapalovej bunkovej aktivacie
transkripcie génu pre tvorbu mucinu prostrednictvom aktivacie receptora pre

epidermalny rastovy faktor. (Kim et Criner, 2013)

Autoimunitnd signalizacia, vyvolana vyskytom zapalu, stimuluje tvorbu
imunitnych buniek, najmd makrofagov a neutrofilov. Makrofagy, neutrofily,
eozinofily a dendritické bunky zhromazdené v mieste zapalu tvoria prirodzent
imunitni odpoved’. Proteolytické enzymy a reaktivne kyslikové radikaly prispievaja
k poSkodeniu tkaniva, najmd ak nie su pritomné Ziadne antiprotedzy alebo
antioxida¢né faktory. Casom sa zvySuje aj hladina B lymfocytov, T lymfocytov
a protilatok, ¢o vyvolava Thl imunitnia odpoved’. (Madore et Laprise, 2010;
Rabe et al., 2017).

Chorobny proces zahffia remodelaciu pl'icneho tkaniva a stratu elasticity, ku
ktorej dochadza emfyzemat6znou destrukciou plicnych alveol. Plticne alveoly su
vel'mi nachylné ku akémukol'vek druhu poskodenia. Pri vzniku emfyzému dochadza
k progresivnemu poklesu povrchu pre vymenu dychacich plynov, ¢o ma za néasledok
znizenie hodnoty FEV1. FEV1 je definovana ako objem vzduchu, ktory je usilovne
vydychnuty za 1 sekundu po maximalnom nadychu. U zdravych os6b by mala

dosahovat’ 80 % a viac. (Vestbo et Lange, 2016; GOLD, 2021; Rabe et al., 2017)

3.2.3 Diagnostika

Klacovym faktorom pri diagnostike CHOCHP je identifikdcia stupna
obstrukcie dychacich ciest. Zohl'adiiované st vSak aj d’alSie Cinitele, ako pritomnost’
spirometrického ndlezu, stav aktudlne vyskytujicich sa symptomov, vyskyt

komorbidit a exacerbacii. (GOLD, 2021)

NajcastejSie pouzivanym nastrojom pre stanovenie diagnozy tohto ochorenia
je spirometrické vysetrenie. Ide o bezne dostupnu neinvazivnu metoédu s jednoduchym
prevedenim. Vyhodou je najmd mozZnost’ opakovania merani podl'a potreby. Proces
vySetrenia je zahajeny podanim latok, ktoré sposobuji maximalnu relaxaciu dychacich

ciest a zaroven minimalizuju variabilitu, tzv. bronchodilatatory. (GOLD, 2021)
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Spirometria sleduje dve zdkladné hodnoty: FEV1 (objem vzduchu, ktory je
usilovne vydychnuty za 1 sekundu po maximalnom nadychu) a FVC ( maximalny
objem vzduchu, ktory je mozny vydychnut pocas 1 minuty po maximalnom nadychu).
Pre stanovenie vysledkov je potrebné urcit’ Tiffeneau index, ¢o je vlastne pomer
hodnét FEV1/FVC. Hodnota pomeru nizsia ako 0,70 preukazuje pritomnost’ obstrukcie
dychacich ciest a zarovei aj samotnu diagn6zu CHOCHP. Vystupom spirometrického
merania je graf nazyvany spirogram, ktory je znazorneny na Obrazku 4. (GOLD,
2021)
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Obrazok 4: Vystup zo spirometrického vySetrenia (spirogram), ktory porovnava merania u
pacienta s vyskytom obstrukcie dychacich ciest (modra krivka) a u zdravého pacienta bez

pritomnosti obstrukcie (Cierna krivka). Prevzaté a upravené z Ni, 2020.

Hoci je spirometrickd diagnostika velmi citlivd metoda, jej Specifickost’ je
niz$ia. Z tohto dévodu je potrebné pre konecné a presné urcenie diagndzy pouzitie
dopliujucich testov. Su zname testy ako, CAT™ test (COPD Assessment Test),
CCQ® (COPD Control Questionaire) a mMRC (Modified British Medical Researchc
Council Questionaire). Spolo¢nym znakom tychto testov je ich zameranie sa na
symptomy ochorenia. Konkrétne CAT™ popisuje stupen zhorSenia zdravotného stavu
pacienta vplyvom symptomov ochorenia, zatial ¢o mMRC popisuje konkrétne
symptomy (napriklad meranie stupiia dychavicnosti). Tieto metédy umoziujl
predpokladat’ d’alsi vyvoj ochorenia a predpovedat’ mieru pravdepodobnosti timrtia.
(GOLD, 2021)
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Spirometrické vysetrenie by sa malo zvazit u kazdého pacienta, ktory
preukazuje pritomnost’ niektorych z vysSie spomenutych priznakov ochorenia
a obzvlast’ u tych, ktori sa neustale nachadzaji v rizikovom prostredi. Nie je vSak

odporucané vykonavat' merania po¢as vyskytu akutnej exacerbacie. (Hattab et al.,
2016)

3.2.4 Klasifikacia CHOCHP

Podl'a GOLD, 2021 su pacienti trpiaci CHOCHP zarad’ovani do 4 zakladnych
skupin na zdklade hodnoty FEV3, ktord je ovplyvnend stupniom obstrukcie dychacich

ciest:

e GOLD 1 - mierne stadium

e GOLD 2 — priemerné stadium

e GOLD 3 - tazké stadium

e GOLD 4 - vel'mi tazké stadium

3.2.5 Exacerbacie a komorbidity

Akuatna exacerbacia je definovand ako akutne zhorSenie respira¢nych
symptomov, ktoré si vyzaduju zmenu kazdodennej liecby. Vyskyt exacerbacii moze
byt’ samostatne alebo spolo¢ne s ostatnymi iného druhu. Hlavnou pri¢inou exacerbacii
st naymé virdlne a bakteridlne nakazy, pricom U pacientov postihnutych CHOCHP
modzu mat’ vel'mi tazky priebeh. NajCastejSie su virdlne ndkazy spdsobené 'udskym
rhinovirusom, ktory zasahuje primarne horné dychacie cesty a sposobuje nadchu.
Priemerné diZka trvania exacerbacie je 7 — 10 dni. (GOLD, 2021; Hattab et al., 2016;

Neumannova et al., 2018)

Komorbidity je spolo¢né oznacenie pre choroby, ktorymi byvaju pacienti
S CHOCHP casto postihnuti. Medzi bezne vyskytujice sa komorbidity patria
kardiovaskularne choroby, osteoporoza, cukrovka, depresia a rakovina plic.

Pacientom byvaju zvicsa diagnostikované viac ako tri ochorenia.

V désledku pritomnosti komorbidit u pacientov moze ddjst’ k zhorSeniu samotného
priecbehu CHOCHP. Jednym z hlavnych rizikovych faktorov vyskytu komorbidit je
fajCenie. (GOLD, 2021; Jones et al., 2016; Rabe et al., 2017)
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3.3 Asthma bronchiale

Asthma bronchiale je charakterizovana ako chronické zapalové ochorenie
dychacich ciest, pri ktorom dochadza k alergickej reakcii. Tato reakcia je vyvolana
podrazdenim dychacich ciest alergénom a spdsobuje opuch sliznice, zuZenie

priedusiek a nadmernt produkciu hlienu. (GINA, 2020; Mims, 2015)

3.3.1 Priciny

Alergény su latky stimulujice hypersenzitivitu imunitného systému na podnet
vonkajsieho prostredia, teda su spista¢mi alergickej reakcie u pacientov trpiacich AB.
Avsak za normalnych okolnosti u zdravych jedincov nie st schopné vyvolat’ imunitna
odpoved’. Existuji rozne typy alergénov, pri¢om pri astme sa najCastejSie stretdvame
s inhalaénymi typmi, ktorym st l'udia vystavovani vo vonkajSom prostredi alebo
domacom prostredi. Do tejto skupiny patria napriklad rézne druhy pelov z trav,
okrasnych kvetov (pupava, skorocel), ¢i kvitnicich stromov (breza, lieska). Zvyseny
vyskyt pelov v ovzdu$i, najméd na jar, je spojeny so zhorSenim prejavov astmy.

(Bousquet et al., 2008; Mims 2015)

Dalsimi Gasto vyskytujlicimi sa alergénmi mézu byt’ zvieracie chlpy (macka,
pes, hlodavce), rozne druhy plesni alebo hmyz. Z hmyzu st typickymi predstaviteI'mi
alergénov roztoCe, najmi ich trus. V domécnostiach st roztoCe bezne pritomné
v prachu, v matracoch, kde sa zivia odumretymi epidermalnymi bunkami, a taktieZ aj
v kobercoch. Okrem alergénov mézu byt spustacmi alergickej reakcie aj tabakovy
dym, rozne virusové infekcie hornych a dolnych dychacich ciest, cvienie ¢i stres.

(Bousquet et al., 2008)

3.3.2 Patofyziologia

Typickym prejavom AB su astmatické zachvaty. Pri tychto zachvatoch
dochadza k opuchu sliznice, ktord je vyvoland chronickym zapalom, ¢o nasledne
sposobuje bronchialnu hyperreaktivitu a dochadza k bronchokonstrikcii. Opuch
sliznice je podkladom pre Strukturalne a patofyziologické zmeny prieduskovej steny
a vyvolava zvysSenl produkciu hlienu, ¢o pacientovi eSte va¢Smi stazuje dychanie.

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

Popri astmatickych zachvatoch sa objavuju aj d’alSie symptomy, ako napriklad

pocit tlaku na hrudi, dychavi¢nost, nepravidelny kaSel’, ktory méze mat’ zakazdym
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rozdielnu intenzitu alebo hvizdavé dychanie. Pacienti su v obdobi medzi zdchvatmi
asymptomaticki, avSak mdzu sa u nich prejavit’ priznaky aj v tomto obdobi. (GINA,
2020)

Dal§im prejavom je zvy$eny vyskyt mastocytov, eozinofilnych, bazofilnych
a neutrofilnych granulocytov. Tie sa tvoria v dosledku Th2 imunitnej odpovede, ktora
je vyvolana pritomnost'ou chronického zapalu. Vplyv vonkajsieho prostredia a zmeny
metabolizmu pacienta predstavuju rizikové faktory. (Kasak et al., 2001; Madore
et Laprise, 2010)

Viacsinou sa astma prejavi uz v detstve, moze sa vSak rozvinit' aj pocas
dospelosti. Na svete sa vyskytuje priblizne 339 miliénov l'udi, ktory maja
diagnostikované toto ochorenie. Astma byva tiez vel'mi €asto ovplyvnend genetickymi

predispoziciami. (Kasak et al., 2001; Mims, 2015)

3.3.3 Diagnostika

Stanovenie diagn6zy ochorenia sa deli na dve zékladné casti. Prva Cast’ pozostava
z dokladnej anamnézy dychacich tazkosti pacienta. Na zdklade anamnézy je mozné
urit’ stupeii AB a taktieZ pri¢inu prejavu symptémov u pacienta. Dalsim krokom po
stanoveni anamnézy je fyzikalne vySetrenie, ktoré sleduje abnormality pri dychani,
ako su vizganie alebo piskot. Tymto sposobom sa sleduje mozny vyskyt obstrukcie

dychacich ciest. (Tefl, 2007)

Druhé ¢ast’ stanovovania diagnézy je zaloZend na spirometrickom vySetreni.
Podobne, ako u CHOCHP, sa pri merani sleduju hodnoty FEV1 a FVC. V pripade, zZe
je pomer tychto dvoch hodndét nizsi ako 75 % alebo hodnota FEV1 je nizsia ako 80 %
nalezitej hodnoty, je potvrdend diagnéza AB. Merania je vSak potrebné vykonat
v niekol’kych opakovaniach za odlisSnych podmienok apri vyskyte roéznych
symptomov. S rastucou variabilitou vysledkov je urenie diagnozy astmy presnejsie.

(GINA, 2020; Fajt et Wenzel, 2015)
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4 MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pre laboratérnu diagnostiku relativnej expresie zapalového faktoru TNFa boli
pouzité vzorky bronchoalveolarnej lavaze ziskané od 62 pacientov. Vsetkym
respondentom s$tadie boli vzorky odobrané na zaklade informovaného sthlasu vo
Fakultnej nemocnici v Olomouci na Oddeleni pl'uicnych chordéb a tuberkuldzy.
Z celkového poctu bolo 22 pacientov s diagn6zou chronicka obstrukéna choroba pl'ic
a 14 pacientov s diagndzou astma bronchiale. 26 pacienti boli zaradeni do kontrolnej
skupiny, u ktorej bola preukazana chronicka bronchitida (TabuPka 1). Na zaklade
medzinarodnych odportcéani pre AB (GINA — Global Initiative for Asthma) a pre
CHOCHP (GOLD - Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease), bola

determinovana astma bronchiale a chronicka obstruk¢éna choroba plc.

Tabulka 1: Zakladna charakteristika pacientov.

Charakteristika KS” CHOCHP” AB*
Pocet pacientov 26 22 14
Vekovy priemer
. 45 (22, 67) 57 (24, 79) 38 (20, 69)
(min, max)
Muzi 10 11 5
Zeny 16 11 9
Nefajciari 15 4 10
Byvali fajciari 2 5 1
Aktivni fajciari 8 10 2
Nedostupné data o fajéeni 1 3 1
Stadium (gold 1/2/3/4) - 3/7/5/3/5 -

* Legenda: KS — kontrolnd skupina pacientov, CHOCHP — pacienti s chronickou

obstruk¢nou chorobou pl'ac, AB — pacienti s astmou bronchiale
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4.2 Pouzité chemikalie a roztoky

Pouzité chemikalie

100% ethanol (Sigma-Aldrich, kat. ¢. E7023)

RNase-Free voda (Qiagen, kat. ¢. 129112)

PBS — RNase free (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. AM9625)
Acid-Phenol/Chloroform (Invitrogen, kat. ¢. AM9722)

Rnase AWAY Surface Decontaminant (Thermo Fisher Scientific,
kat. ¢. 7002PK)

TagMan® Gene Expression Assay (Thermo Fisher Scientific, kat. ¢. 4331182)
TagMan® Fast advanced Master Mix (Thermo Fisher Scientific,
kat. ¢. 4444556)

RNAlater (Life technologies, kat. ¢. AM7021)

Pouzité stipravy

mirVana™ miRNA Isolation kit (Life technologies, kat. ¢. AM1561)
SuperScript™ VILO™ ¢DNA Synthesis Kit (Invitrogen, kat. ¢. 11754250)

Pouzité roztoky a ich priprava

Pre pripravu PBS rozpustit' v 800 ml destilovanej H20 za staleho mieSania
nasledujuce chemikalie: 80 g NaCl; 2 g KCl; 14,4 g Na2HPO4; 2,4 g KH2PO4.
Objem doplnit’ do 1 000 ml a pomocou HCI upravit’ na pozadované pH.

Nasledne pomocou autoklavu sterilizovat’.

4.3 Zoznam pristrojov a zariadeni

Chladena centrifuga Z300K (HERMLE labortechnik)
Centrifuga sprectrafuge 16M (Labnet)

Sprectrafuge C1301 (Labnet)

NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)

Laminarny flowbox BSB 4A (Gelaire)

Mastercycler pro (Eppendorf)

Termalny cykler Rotor Gene 3000 (Corbett Research)
Thermoblock 603/3 (Auxilab)
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4.4 PouZité experimentalne a vyhodnocovacie postupy

Vzorky brochoalveolarnej lavaze boli spracované prostrednictvom troch
zakladnych experimentalnych postupov. Izolaciou mRNA, reverznou transkripciou

vyizolovane] mMRNA do cDNA a kvantitativnou PCR metddou.

441 1Izolacia mRNA

Izolacia mRNA zo vzoriek bola vykonana pomocou mirVana miRNA isolation
kitu. Pre spravne pouzitie kitu, bolo potrebné¢ vsetky jeho zlozky pred kazdym
pouzitim vytemperovat’ na izbovu teplotu. VSetky vzorky buniek ziskané od pacientov
boli uchovavané pri teplote -20 °C v roztoku RNA later, ktory sluzil ako stabilizator
bunkovej RNA. Pridanim 350 pl PBS a centrifugaciou po dobu 60 minut, pri 40000 g
a teplote 4 °C, bol RNA later odstraneny. Po centrifugacii bol odobrany supernatant.
K peletu v mikroskiimavke bolo pridanych 600 pl lysis/binding solution a vSetky
zlozky boli dokladne zvortexované. Nasledne bolo k lyzatu priadnych 1/10 objemu
miRNA Homogenate Additive. Vzorka bola dokladne premieSand a inkubovana
10 mint na l'ade. Po inkubacii bola pridana spodna faza Acid- Phenol/Chloroformu
V rovnakom objeme, ako mal povodny lyzat. Takto pripravena vzorka bola pomocou
vortexu kratko premiesand a nasledne centrifugovana po dobu 5 minut pri 10 000g
aizbovej teplote. V dosledku centrifugacie doslo k oddeleniu vodnej (hornej)
a organickej (spodnej) fazy. Bolo odpipetované ¢o najvicSie mnozstvo vodnej fazy
a prenesené do Cistej mikroskimavky. K tejto faze bol pridany 100% ethanol o objeme
1,25 x vac¢Som, ako objem preneseny do skimavky. Do novej mikroskiimavky bol
umiestneny filter, na ktory bolo nanesenych 700 ul vzorky. Zmes bola centrifugovana
po dobu 15 sekind pri 10 000g. Nésledne bola pretecend tekutina z mikroskiimavky
odstranena. Tento proces bol opakovany az do premytia celého obsahu vzorky. Dalej
bolo na kolénu s filtrom nanesenych 700 pl wash solution 1 akoléna bola
centrifugovana po dobu 10 sekund pri 10 000g a prete¢ena tekutina bola opat’ odsata.
Na filter bolo nanesenych 500 pul wash solution 2/3 a bola prevedena centrifugécia po
dobu 10 sekund pri 10 000g, po ktorej bola tekutina odstranend. Tento krok bol
opakovany este dvakrat. Pre dokladné odstranenie prebytocnej tekutiny z filtra bola
prevedena centrifugacia po dobu 1 minuty pri 10 000g. Filter bol preneseny do Cistej

mikroskiimavky a na stred bolo nanesenych 100 ul dopredu predhriatej Rnase-free
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vody na 95 °C. Z dévodu eltcie vyizolovanej miRNA z filtra do mikrosktimavky, bola

v d’alSom kroku prevedend centrifugécia po dobu 30 sekund pri 14 000g.

Boli odobrané 2 pul vzorky na meranie koncentracie pomocou Nanodropu. Findlny
krok pozostaval z pridania 2 pl Rnazinu k 100 pl vzorky. Hotova vzorka bola
uskladnena do -80 °C.

4.4.2 Reverzna transkripcia

Pre reverznu transkripciu vyizolovanej mRNA do cDNA bol pouzity
SuperScript™ VILO™ cDNA Synthesis Kit. Jednotlivé vzorky boli vytiahnuté
z chladiacého boxu (-80 °C), postupne rozpustené na lade a pomocou vortexu
premies$ané. Podl'a Tabulky 2 bola pripravena reakénd zmes (RT mix), ktord bola
neustale chladena na l'ade. RT mix bol nasledne jemne premieSany a rozpipetovany
k 14 ul RNA. Celkovy objem jednej reakcie €inil 20 pl. Takto pripravené vzorky boli
nasledne vlozené do pristroja Mastercycler pro, v ktorom bola uskuto¢nena reverzna
transkripcia podl'a teplotného a ¢asového profilu uvedeného v Tabulke 3. Na zaver,
po ukonceni reakcie, boli vzorky ihned’ chladené na I'ade avysledna cDNA bola

skladovana pri teplote -20 °C pre d’alSiu manipulaciu.

Tabulka 2: Zlozenie reak¢énej zmesi pre reverznl transkripciu.

Latka Objem na 1 reakciu [pl]
5X VILO™ Reaction Mix 4
10X SuperScript™ Enzyme Mix 2
Celkom 6

TabulPka 3: Teplotny a ¢asovy profil reverznej transkripcie.

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

Pre dosiahnutie nalezitych vysledkov z kvantitativnej PCR bolo potrebné
nariedit’ jednotlivé vzorky cDNA na rovnaka koncentraciu, ktoré boli nasledne
uchovavané pri -20 °C. Pred zaCatim reakcie bola templatovd ¢cDNA postupne
rozpustena na l'ade a zvortexovana. Pridanim jednotlivych zloziek podl'a Tabulke 4
bol pripraveny PCR mix. Do mixu bola pridané ako posledna zo zloziek fluorescen¢na
sonda 20X TagMan® Gene Expression Assay za tmavsich svetelnych podmienok, s
cielom obmedzit’ vysvietenie fluorescencnej zlozky sondy. Hotovy PCR mix bol
jemne zvortexovany a rozpipetovany spolu s templatovou cDNA do mikroskumaviek
v pomere 18:2 (18 ul mixu, 2 pl cDNA). Teda celkovy objem reakcie ¢inil 20 pl. Takto
pripravené vzorky boli nasledne vlozené do pristroja Rotor Gene 3000, kde prebehla
PCR reakcia podla teplotného a ¢asového profilu uvedeného v Tabulke 5. Na

stanovenie relativnej expresie TNFa bol pouzity housekeeping gén PSMB2.

Tabul’ka 4: ZloZenie reakénej zmesi pre PCR reakciu.

Latka Objem na 1 reakciu [pl]
TagMan® Fast Advanced Master Mix 10
RNase-free voda 7
20X TagMan® Gene Expression Assay 1
cDNA templat 2
Celkom 20

Tabul’ka 5: Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie.

W

Teplota [°C] Cas Pocet cyklov
50 2 min 1
95 10 min 1
95 15 sec
60 1 min 40
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45 Statistické vyhodnotenie

Statistické vysledky relativnej expresie TNFo. ziskané laboratérnymi postupmi
boli vyhodnotené prostrednictvom Mann-Whitney testu. Pre grafické zobrazenie tohto
hodnotenia bol pouzity program GraphPad Prism. Za Statisticky signifikantné sa

povazovali hodnoty p < 0,05.
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5 VYSLEDKY

Na zaklade Statistického spracovania nameranych hodndt relativnej expresie
TNFa, ktorych vystup je uvedeny na Obrazku 5, bolo zistené, Ze pri porovnani
pacientov s chronickou obstrukénou chorobou pl'ac a kontrolnej skupiny s chronickou
bronchitidou bola expresia zvySena u pacientov s chronickou obstrukénou chorobou
plic (p = 0,02). Taktiez u pacientov s astmou bronchiale je mozné tvrdit, Ze relativna
expresia TNFa bola vyssia nez u kontrolnej skupiny (p = 0,026). Medzi pacientami
s astmou bronchiale a s chronickou obstruk¢nou chorobou pltc sa relativna expresia

TNFa nelisila (p > 0,05).
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Obrazok 5: Porovnanie relativnej expresie TNFa medzi pacientami s chronickou obstrukénou

chorobou pl'uc, s astmou bronchiale a kontrolnou skupinou.

* Legenda: Jednotlivé skupiny pacientov
@ - kontrolna skupina s chronickou bronchitidou (n = 26)
M - skupina s chronickou obstrukénou chorobou pluc (n = 22)

A skupina s astmou bronchiale (n = 14)
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6 DISKUSIA

V nasej praci sme pozorovali zvy$ent expresiu TNFa u pacientov s chronickou
obstruk¢nou chorobou pl'ic a astmou bronchiale. Vicsina skorsich stadii, ako Goday
etal. (1996), Francia et al. (1994), Serapinas et al. (2011), Pini et al. (2010), Calikoglu
etal. (2004), Oncel et al. (2010), Mathanraj et al. (2017), bola zamerana na sledovanie
hladiny TNFa v Krvi. Yao et. al. (2019) publikovali meta analyzu tychto studii a prisli
k zaveru, ze hladina TNFa je zvySena u pacientov s CHOCHP. Len vel'mi malo $tudii
bolo zameranych na lokalny zapal a stanovili expresiu TNFa v bronchoalveolarne;j
lavazi alebo sputu. Boli to prace od tymov EI-Shimy et. al. (2014), Kleniewska et. al.
(2016), Foschino Barbaro et. al. (2007). Tieto Stadie taktieZz publikovali zvySenu
produkciu TNFa, ktora bola merand na proteinovej urovni. Na rozdiel od tejto
bakaldrskej prace, vysSie zmieniované Stidie porovnavali pacientov so zdravymi

kontrolami.

Hlavnym prinosom nasej prace je porovnanie medzi pacientami s CHOCHP
a kontrolnou skupinou pacientov, ktori mali diagnostikovan(i chronickl bronchitidu.
Chronicka bronchitida je definované ako chronicky produktivny kasel trvajici aspon
po dobu 3 mesiacov v dvoch po sebe idtcich rokoch. Pacienti s CHOCHP taktiez
Casto trpia chronickym kasl'om, avSak u nich je naviac diagnostikovana obstrukcia
dychacich ciest. Nase vysledky preto potvrdzuju uZ v minulosti publikovanti stivislost’
medzi TNFa a CHOCHP a sucasne roz$iruju aktudlne znalosti o stvislosti medzi
TNFa aplicnou obstrukciou. Podobne Hodge et al. (2007) odhalili negativnu
korelaciu medzi pltcnou obstrukciou a mnoZstvom bronchoalveolarnych buniek

produkujicich TNFa.

Dalsim  prinosom tejto prace je stanovenie expresiec TNFa
v bronchoalveolarnych bunkach ziskanych od pacientov s bronchidlnou astmou.
Podobne ako u CHOCHP, vicsina predchadzajucich §tadii tykajucich sa astmy
bronchiale, sa zamerala na meranie vo vzorkach krvného séra (Jiang et al. (2018),
Wang et al. (2015), Nasser et Ezzat (2018), Golikova et al. (2013)). Tieto prace
zhodne popisali zvySent hladinu TNFa v krvi. Jednou z mala praci zameranych na
lokalny plicny zapal je praca publikovana timom Ying et al. (1991). Autori v nej
naznacili zvySenu produkciu TNFa v BAL ziskanej od pacientov s astmou. Tieto

vysledky su v stlade s naSim pozorovanim zvySenej bronchoalveoldrnej expresie
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TNFa uastmy bronchiale. Zatial ¢o expresia bola zvySend uoboch plucnych
ochoreni, nepozorovali sme rozdiel v TNFoa medzi CHOCHP a AB. Toto pozorovanie
naznacuje dolezitti ulohu TNFa v patofyziologii u oboch pl'icnych ochoreni. Vyznam
zvysSene] expresie TNFa sa pravdepodobne medzi tymito dvoma pllicnymi
ochoreniami li$i. Na rozdiel od naSej prace, Kubysheva et al. (2020) publikovali
rozdiel v sérovej hladine TNFa medzi CHOCHP a AB. V Tabulke 6 je uvedeny
strucny prehlad vysSie spominanych §tudii, ktorych vysledky boli porovnavané

s vysledkami naSej prace.

Tabulka 6: Stru¢ny prehlad studii zameranych na expresiu TNFa u pacientov s CHOCHP

a AB.
Faktor Ochorenie Expresia BmlOgl,c}(y Metoda Referencie
material
Godoy et al.
CHOCHP 0 krv 20 ELISA (1996)
. . Francia
CHOCHP 1 sérum 30  Imunoesej et al. (1994)
CHOCHP, ) Kubysheva
ACO, AB f serum 147 ELISA a1 2020)
Serapinas
HOCHP S 2 ELISA
CHOC 1 sérum 320 S et al. (2011)
CHOCHP 1 krv 5  NEP Pl(gloito?L
TNFa
sérum, El-Shimy
CHOCHP 0 BAL 50 ELISA et al. (2014)
AB 1 srum 170 ELisa  Vangetal
(2018)
ELISA,
AB 1 sérum 85  Western W?gg leSt)aI.
blot
Nasser
AB 0 sérum 102 EIF:E:SF':\ ’ et Ezzat
(2018)
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Biologicky

Faktor Ochorenie Expresia ., Metoda Referencie
material
Golikova
AB 1 krv 15 ELISA etal. (2013)
Ying et al.
AB 0 BAL 10 ISH (1991)
y Calikoglu
CHOCHP 1 CK, plazma 42 ELISA et al. (2004)
Oncel et al.
CHOCHP 1 krv 40 ELISA (2010)
CHOCHP sérum Kleniewska
TNF ’ ’
* OA f sputum 44 ELISA et al. (2016)
S Foschino
CHOCHP 1 5 '21 e 27 ELISA  Barbaro
© et al. (2007)
Guiot et al.
CHOCHP 1 sputum 47 ELISA (2017)
Mathanraj
CHOCHP 0 krv 108  ELISA et al. (2017)
krv, BAL, Prietokova Hodge et al.
CHOCHP f BB cytometria (2007)
* Legenda: 1 - zvySend expresia, TNFo — tumor nekrotizujici faktor,

CHOCHP — chronicka obstruk¢na choroba pltc,

AB -

astma bronchiale,

ACO — prekryv chronickej obstrukénej choroby a astmy bronchiale (ACO syndrom),

OA — profesijnd astma, BAL — bronchoalveolarna lavaz, BB — bronchoepitelidlne

bunky, CK — &ervené krvinky, ELISA — enzymova imunosorbentna alanyza,

PCR — polymerazova retazova reakcia, ISH — in situ hybridizacia, NEP — metoda

negativniho vydychového tlaku.
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7 ZAVER

Teoretickd Cast’ tejto prace bola zamerana na blizSiu charakterizdciu génu
TNFa a jeho receptorov. Dalej zhriuje klinické poznatky na trovni patofyziologie,
tykajtce sa pl'ucnych zapalovych ochoreni, ako st chornické obstrukéna choroba pl'ic

(CHOCHP) a asthma bronchiale (AB).

Experimentalna cast’ tejto bakalarskej prace sa zamerala na stanovenie
relativnej expresie TNFa vo vzorkdch bronchoalveolarnej lavaze ziskanych od
pacientov diagnostikovanych s CHOCHP alebo AB za pouZitia metddy kvantitativnej
PCR. Zvysena hodnota expresie TNFa bola pozorovana u oboch skupin pacientov
Vv porovnani s kontrolnou skupinou. Naopak medzi tymito skupinami navzajom nebola
pozorovana signifikantna odliSnost’ v hodnotach expresie. Pre komplexnu presnost’ je
vSak potrebné ziskané vysledky overit’ na proteinovej urovni.

Pozorovania nasej prace boli na zaver porovnané a diskutované s analogicky
Stadii. AvSak toto porovnanie je do istej miery limitované aplikaciou variabilnych
metdd, odlisnych typov vzoriek a taktiez roznym poétom pacientov v sledovanych
skupinach. Zistenia a vysledky tejto prace mézu byt d’alej aplikované v terapii

zapalovych ochoreni dychacich ciest.
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