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SUHRN

Tumor nekrotizujuci faktor a (TNFa) zohrava v tele radu vyznamnych
a zaroven protichodnych uloh. Prostrednictvom rdznych signalnych dréh je
schopny vyvolat apoptdzu, bunkovu diferenciaciu, ¢i proliferaciu. Uplatiiuje sa
najma pri zapalovych procesoch a je tvoreny rozlicnymi typmi buniek. Tato praca
bola zamerana na stanovenie relativnej expresie TNFa u pacientov so zapalovymi
ochoreniami pltc, a to chronicka obstrukéna choroba pl'uc (CHOCHP) a astma
bronchiale (AB). Pomocou kvantitativnej PCR metody bola zmerana relativna
expresia génu TNFa vo vzorkach bronchoalveolarnej lavaze (BAL) od 22 pacientov
s CHOCHP, 14 pacientov s AB a 26 kontrolnych pacientov. Vysledky merani
preukazali zvySenu expresiu TNFo 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 §tadiami.
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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.

Vi



Prehlasujem, ze som tuto bakalarsku pracu vypracovala samostatne na Univerzite
Palackého v Olomouci pod vedenim Mgr. Zdenky Navratilovej*, Ph.D., za pouzitia
citovanej literatury. *Ustav patologické fyziologie a Ustav molekularni a translaéni

mediciny, Lékatska fakulta Univerzity Palackého v Olomouci.

Tato praca bola vytvorena z grantovej podpory IGA UP: LF_2021_014, IGA UP:
LF_2022_005, CZ.02.1.01/0.0/0.0/16_019/0000868, ENOCH

V Olomouci diia 6. 5. 2022

vii



Chcela by som sa uprimne podakovat vedicej mojej bakalarskej prace,
Mgr. Zdenke Navratilovej, Ph.D. za profesionalny pristup, trpezlivost’ a ¢as

straveny pri spracovani tejto bakalarskej prace.

viii



3

4

UVOD ..ottt ettt et sa et ettt be b as b s s s ennes 1
CIELE PRACE .........oriiinieieseesses s sssssss s sesssessssss s 2
LITERARNY PREHDAD .......cocoivimmrirenineaseeieessasesisssssissssss s 3
3.1 UVOA A0 TNFerroireeraneiessereeessneeesssessessscssssssssssssssssssssssssssssss s 3
301 SHUKEATA oot 4
312 EXPIESIA.cciiiieieiiiiniieiiesiieiieie ettt ettt st 5
3.1.3  FUNKCIA coviiiiie ettt s 5
3.1.4  SigNAlIZACIA ...oovevinieiiiiciiicci e 6
3.1.5  TNFO SUPETTOAING ..uvenvinreiieiiieiiiiiiiiiei ettt 8
3.2 Chronicka obstrukéna choroba pllic........coecveeiiiiiiiiiiiiiiiiiieee, 10
3.2.1  Priciny a epidemiolOgla. ........ccccerviruiiuiiiiiieniiiieitie e 10
3.2.2  PatofyZiolOZia......ccoeeierieieiiiiiiiciiie e 11
3.2.3  Dia@noStKa....cccceoeeiiniiiiiiiiiiiii e 12
3.2.4  Klasifikacia CHOCHP ........ccccoceviviniiiiiiiiiiciiece e 14
3.2.5 Exacerbacie a komorbidity .........cccoceeeviiiniiiiiiiiiiiiiiinie e 14
3.3 Asthma bronchiale ............ccoocveriiiiiiiiiiniiiiii e 15
3.3.1  PLCINY tovioeeeieiieeeieee ettt st 15
3.3.2  PatofyZiolOZia.......cceouerienveiiiiiiiiiicii e 15
3.3.3  Dia@noStiKa.......ceoveveieiiiniiiiiiiiiiiiie e 16
MATERIAL A METODY ....ccossrveamreemmenimeeissesesseseessesessssssssnsssssssssssesssee 17
4.1  Biologicky mMaterial .........cccoeveiiiiiiiiiniiieiie e 17
4.2 Pouzité chemikalie @ TOZLOKY ....cc.eeeveereerriienieiiiiiiiiiie et 18
4.3  Zoznam pristrojov @ zariadeni ..........ccceeeriiiiiiiniiiieniie e 18
4.4  Pouzité experimentalne a vyhodnocovacie postupy ........coceeveeneeieneennene 19
4.4.1  Tzolacia MRINA .. .ccooiiieieetieee ettt et 19

X



442  Reverzna transKriPCia .......coceoeeiiiiiniiiniinieiiieeie e
4.43  Kvantitativna PCR.......oooviiiiiiiiiiiiiiiiii e
4.5 Statistické VYROANOENIE .......ovevvrveveeiieieeeereeieiiecieiesie i
VYSLEDKY ..oooovoaoeeaeesisessisessssee st sssses s s ssssssssss s

DISKUSIA ..ottt s b e s st



ZOZNAM SYMBOLOV A SKRATIEK

AB

ACO

APRIL
BAFF
BAL

BB
CAT™
CCQ®
CHOCHP
CK
EDA-Al
EDA-A2
FADD

FEV,

FVC

GINA
GOLD
HL-60
HVEM
IL-1B
KS
LTa

LTB

Astma bronchiale

Asthma bronchiale — Chronic obstructive pulmonary disease

Overlap

ligand indukujuci proliferaciu
faktor aktivujici B-bunky
bronchoalveolarna lavaz
bronchoepiteliarne bunky

COPD Assessment Test

COPD Control Questionaire
Chronicka obstruk¢éna choroba pluc
cervené krvinky

ektodysplazmin A1l

ektodysplazmin A2

Fas-asociovany protein s doménou smrti

objem vzduchu, ktory je usilovne vydychnuty za 1 sekundu

po maximalnom nadychu

maximalny objem vzduchu, ktory je mozny vydychnut’ pocas

1 minuty po maximalnom nadychu

Global Initiative for Asthma

Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease
bunkova linia HL-60

Herpesvirus entry mediator

interleukin 1

kontrolna skupina

lymfotoxin o

lymfotoxin 3

xi



MAPK
MHC
mMRC
NF-xB
NK

OA
PGE2
RPMI 1788
TNF
TNFR
TNFRSF
TNFa
TNFpB

TRADD

TRAIL

TTP

TWEAK

VEGI

mapkinazy

hlavny histokompatibilny komplex
Modified British Medical Researchc Council Questionaire
nuklearny faktor kapa B

natural killer bunky

occupational asthma — profesijna astma
prostaglandin E2

bunkova linia RPMI 1788

tumor nekrotizujuci faktor

tumor necrosis factor receptor

tumor necrosis factor family

tumor nekrotizujuci faktor o

tumor nekrotizujuci faktor 3

doména  smrti asociovana  sreceptorom  tumor

nekrotizujucého faktoru

ligand indukujuci apoptdzu suvisiaci s tumor nekrotizujicim

faktorom
tristetraprolinu

slaby induktor apoptézy suvisiaci s tumor nekrotizujucim

faktorom

inhibitor rastu vaskularnych endotelovych buniek

xii



Z0OZNAM OBRAZKOV

Obrazok 1: Struktira TNFO @ENU. .....co.oveeveverieieeseeieeeseseese e sessesseseees 4
Obrazok 2: Zakladné signalizatné drahy TNFo, ktoré vedu k apoptoze,
aktivovaniu transkripcného faktoru AP-1 a k aktivovaniu NF-kB faktoru. ........... 8
Obrazok 3: Jednotlivé ligandy TNF superrodiny a ich rozdelenie podl'a uplatnenia
v organizme pri procesoch apoptozy, proliferacii a morfogenézii. ...................... 10
Obriazok 4: Vystup zo spirometrického vysetrenia (spirogram), ktory porovnava
merania u pacienta s vyskytom obstrukcie dychacich ciest a u zdravého pacienta
bez pritomnosti ODSIIUKCIE. ......cvevviieiiiiieciiicciee e 13
Obrazok 5: Porovnanie relativnej expresie TNFa medzi pacientami s chronickou

obstruk¢énou chorobou pluc, s astmou bronchiale a kontrolnou skupinou............ 23

Xiii



Z0OZNAM TABULIEK

Tabulka 1: Zakladna charakteristika pacientov. .........cccccoeveieninniniiniiiniecienen, 17
Tabul’ka 2: ZloZenie reakénej zmesi pre reverznl transkripCiu. .........ccceeveeueeine 20
Tabul’ka 3: Teplotny a Casovy profil reverznej transkripcie. .........cccceeveveeninnens 20
Tabul’ka 4: Zlozenie reak¢énej zmesi pre PCR reakciu. .........ccoocoevviviininininnn. 21
Tabul’ka 5: Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie. ........ccocoveviviniiiniiniiinennns 21

Tabulka 6: Struény prehlad §tudii zameranych na expresiu TNFa u pacientov

SCHOCHP @ AB. ...ttt 25

Xiv



1 UVOD

Medzi chronické zapalové ochorenia pl'uc patria chronicka obstrukéna choroba
pl'uc (CHOCHP) a asthma bronchiale (AB). Hlavny rozdiel medzi tymito dvomi
ochoreniami predstavuje typ pritomnej obstrukcie. V pripade CHOCHP sa vyskytuje
ireverzibilny typ, =zatial Co v pripade AB je typ obStrukcie reverzibilny.
Charakteristicky spolocny znak predstavuju priznaky pacientov. Ide predovsetkym
o kasel a stazené dychanie. U pacientov s AB je imunitna reakcia vyvolana alergickou
reakciou, ktrori sposobuje podrazdenie dychacich ciest alergénom. CHOCHP aj AB

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

U oboch ochoreni sa vyskytuje akutny zapal, pocas ktorého je v tele zvysSena
produkcia cytokinov. Su to extracelularne signalne proteiny zodpovedné za mnozstvo
signalnych procesov prebiehajucich v bunkach. Do tejto skupiny zarad'ujeme aj TNFa,
ktory bude predmetom §tadie tejto prace. Hladina expresie TNFa bude stanovovana

metodou kvantitativnej PCR za vyuzitia TagMan proby.



2 CIELE PRACE

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

pouzita metoéda RT-PCR.



3 LITERARNY PREHIAD

3.1 Uvod do TNFa

TNFa faktor, tiez nazyvany ako tumor nekrotizujtci 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 doleziti tlohu v odolnosti voci infekénym
¢inidlam, nadorom, pri regulacii spanku a v embryonalnom vyvoji. Zaradujeme ho
medzi zapalové cytokiny, ktoré si produkované pocas akutneho zapalu a su
zodpovedné za mnozstvo signalnych procesov prebiehajucich v bunkach, pri¢om
najdolezitejsiu rolu hraju v bunkovej proliferacii, diferenciacii a apoptoze. (Cammack

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

Cytokiny su definované ako extracelularne signalne proteiny, zviacsa o velkosti
80 kDa, ktoré si produkované roznorodymi druhmi buniek. Len zriedka su
produkované individualne. Zvéacsa su produkované spolu sinymi cytokinmi,
charakteristickymi pre dané ochorenie. Ked'ze ovplyviiuju tesne susediace bunky,
funguju prevazne parakrinnym spdsobom. Mozu vSak pdsobit aj na dialku

(endokrinne) alebo priamo na povodnu 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 uplatiluje Siroka Skala redundancie, kde kazdy
z cytokinov ma mnozstvo prekryvajucich sa funkcii, pricom kazdd znich je
potencionalne sprostredkovana viac ako jednym cytokinom. Synergické alebo
antagonistické ucinky st dosledkom vzajomného ovplyviiovania jednotlivych
cytokinov. Posobenie tychto signalnych proteinov je sprostredkované ich vazbou na
vysokoafinitné povrchové bunkové receptory, ktoré su zvycajne pritomné v malom
mnozstve aich expresia sa zviacSuje 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 stimulacii
imunitného systému vykazoval vyznamnu cytotoxicku aktivitu, a teda sposobil
nekrozu nadoru. Ked bol v roku 1984 klonovany gén pre TNFa, bola taktiez objavena

jeho §trukturna a funkEna homoldgia s lymfotoxinom a (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 existuji 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 Struktiira

Ludsky gén pre TNFa je sucastou hlavného histokompatibilného génového
komplexu (MHC) umiestneného na kratkom ramene chromozomu 6. Gény MHC su
rozdelené do Styroch hlavnych tried, pricom gény pre TNFa zarad’'ujeme do III. triedy
MHC komplexu. TNFa pozostava zo Styroch exonov prerusenych tromi intronmi,
ktoré su 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’ Co prvy
a druhy exon koéduju veduacu sekvenciu vznikajuceho peptidu (Obrazok 1). Veduci
peptid je vel'mi dolezity pre transla¢nu urover regulacie TNFa. Pred touto sekvenciou
sa nachadza promotorova oblast’, kde sa vyskytuju vdzbové miesta pre regulacné
faktory AP-1, AP-2, NF-xB a cAMP. Tato promotorova oblast’ spolu s vedicou
sekvenciou zohravaju dolezita ulohu pri regulacii TNFa. TNFa je vratane veduceho
peptidu syntetizovany ako 26 kDa prekurzor, ktory moze byt proteolyticky Stiepeny
transmembranovou matricovou metaloprotedzou TNFa-konvertujicim enzymom na
17-kDa vylu¢ovany monomér, zatial Co neStiepeny TNFa 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

7 NN e

EXON1 EXON 2 EXON 3 EXON 4

(AP-1) (AP-2) (GAMP) (NF-xB)

Obriazok 1: Struktura TNFa génu. Zl'ava sa nachadza promotor obsahujici vizbové miesta
pre AP-1, AP-2, cAMP, NF-«B. Dalej exon 1, exon 2, exon 3 a exon 4, ktory tvori velka

vacsinu Struktary génu.



3.1.2 Expresia

Gén pre TNFa je regulovany dvojakym spdsobom, a to ako na transkripcne;j,
tak aj na translacnej urovni. V 5 koncovej oblasti génu sa nachadza niekol'ko
regulacnych miest so sekvenciami odpovedajicimi regulaénym faktorom AP-1, AP-2,
NF-kB a cAMP. Tieto oblasti su zname zregulacnych oblasti imunoglobulinov

a cytokinov. (Zelova et Hosek, 2013)

5" koncova oblast’ taktiez obsahuje MHC glykoproteiny II1. triedy. Zda sa, ze
vSetky tieto sekvencie sa podielaju na aktivacii transkripcie. Je zname, ze k regulacii
dochéadza aj na post-transkripénej urovni, 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 l'udskej TNFa mRNA, ktora je bohata na
UA oblasti. mRNA sa preklad4 do I'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 su rozne. Na jednej strane dodava odolnost’ voci
ur¢itému typu infekcii prostrednictvom aktivacie neutrofilov a krvnych dosticiek,
zvySenou schopnostou makrofagov a NK buniek zabijat’ a celkovou stimulaciou
imunitného systému. Na druhej strane méze plnit’ funkciu patologick pri mnohych
autoimunitnych ochoreniach, ako napriklad reumatoidna artritida, alebo pri rejekcii
transplantovaného organu. Plni protichodné ulohy, ktoré suvisia s aktivaciou réznych

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

Okrem toho, vykazuje cytotoxicitu vo€i malignym bunkam, najmi
v kombinacii s niektorymi interferébnmi, napr. interleukinmi. Prili§ vysoké
koncentracie TNFa su pre hostitel’a toxické (maximélna tolerovana hodnota hladiny je
u Tudi 200 pg-m). Z tohto ddvodu je potrebné zvysit terapeuticky index, a to bud’
znizenim toxicity, pripadne zvySenim ucinnosti. Toto je mozné dosiahnut
prostrednictvom mutécii, ktoré znizuja systematickl cytotoxicitu a zvySuju ucinnost’

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

TNFa je schopné vyvolat bunkova smrt prostrednictvom nekrozy alebo
apoptézy. (Beyaert et Fiers, 1994). Nekroza je sprevadzand 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 vonkaj$ieho ¢i vnutorného prostredia sposobuju, ze bunka postupne rozstiepi
svoju DNA na fragmenty, rozlozi vlastné proteiny a nakoniec sa rozpadne na niekol'ko
malych apoptotickych teliesok. Tie su v extracelularom prostredi pohltené okolitymi
bunkami. Tymto sa li§i od nekrozy, kedy je bunka nasilne zniena a jej obsah je
vyluceny do okolia inych buniek, ¢im mdze 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, su potrebné pre (osteoklastovil) bunkovu
diferenciaciu, ktora je nevyhnutna pre kostnu resorpciu. Niektoré receptory podobné
TNF, napr. HVEM, sluzia ako vstupné body do buniek pocas infekcie.
(Idriss et Naismith, 2000). TNFo taktiez plni funkciu kritického prvku obrany
hostitel'a proti bakterialne; a virusovej infekcii a je dolezity pre tvorbu folikulov
lymfatickych uzlin a zarodo¢nych centier. Tieto procesy su kl'uCové pre vytvorenie

adaptivnej imunity. (Sellati ez Sahay, 2014)

3.1.4 Signalizacia

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

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

Viazba TNFo na TNFR1 vedie k aktivacii drah NF-xB a MAPK. Po naviazani
ziskava TNFo doménu smrti asociovani s TNFR (TRADD). TRADD d’alej ziskava
protein nazyvany Fas-asociovany protein s doménou smrti (FADD), ktory nasledne
sekvencne aktivuje kaspazu-8 a kaspazu-3, a tym vyvola apoptéozu. Alternativou
vyvolania apoptozy je aktivacia mitochondrii, ¢o spdsobi postupné uvoltiovanie

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



teda schopny signalizovat’ bunkova smrt’ dvomi sposobmi (Obrazok 2). (Aggarwal

etal.,2012)

Zda sa vSak, zZe in vivo apoptoza indukovand TNF nie je taka klucova, ako
celkovy vplyv cytokinu pri regulacii zapalovych procesov. Vysoka systémova toxicita
TNF je v skutoCnosti spdsobend bunkovymi mediatormi ako napr. oxid dusny
anesuvisi priamo s jeho schopnostou indukovat apoptéozu. V miestach zapalu
spustaju cytokiny, ako IL-1B a TNF, sekréciu chemokinov, aby ziskali rozne
populécie leukocytov. Sucasne TNF indukovana expresia cyklooxygenazy 2 spusta
syntézu PGE2, ktora stimuluje vazodilataciu a tym zvySuje prietok krvi do miesta

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

Taktiez sa ukazalo, ze TNFa je schopny aktivovat nuklearny faktor kapa B
(NF-«xB), ktory reguluje expresiu proteinov spojenych s prezitim buniek a bunkovou
proliferaciou. NF-kB zahfiia skupinu dimerickych transkripénych faktorov, ktoré
pozostavaju z réznych Clenov. Tieto ¢leny sa podielaju na transkripcnej aktivacii
velkého mnozstva génov suvisiacich so zdpalom. V poslednych rokoch sa tiez
ukézalo, ze NF-xB je schopny indukcie mnozstva antiapoptotickych faktorov. Tento
proces hra kldicova ualohu v regulacii apoptotického mechanizmu bunky

sprostredkovaného TNFR1. (Agarwall et al., 2012; Wajant 2003)
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Obrazok 2: Zakladné signalizacné drahy TNFo, ktoré¢ vedu k apoptoze, 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 prozapalovu aktivitu, CiastoCne
prostrednictvom aktivacie transkripéného faktoru NF-xB. Niekolko ¢lenov rodiny
vykazuje proliferativnu aktivitu na hematopoetické bunky, ¢iastocne prostrednictvom
aktivacie roznych mitogénom aktivovanych kinaz, a ini ¢lenovia zohravaji vyznamnu
ulohu pri apoptoze. Uvadza sa, ze niektoré ligandy su ddlezité pri morfogenetickych

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

Vicsina ¢lenov superrodiny TNF ma priaznivé aj potencialne Skodlivé ucinky.
Napriek tomu, ze TNFa je spajany s fyziologickou proliferaciou a diferenciaciou
B buniek za ustalenych podmienok, spéja sa aj so Sirokou Skalou chordb, vratane
rakoviny, kardiovaskularnych, neurologickych, pltcnych, autoimunitnych

a metabolickych poruch. (Aggarwal et al., 2012)



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

Protein o vel'kosti 25 kDa, ktory sa pdvodne nazyval lymfotoxin-a (LT-a), bol
purifikovany z média zozbieraného =z ludskej lymfoblastove; bunkovej linie
RPMI 1788. Neskor sa jeho nazov zmenil na TNFp. Izol4cia druhého cytotoxického
faktora bola vykonana 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 pouzitd lI'udskd promyelomonocyticka linia HL-60.
Faktor bol nazvany ako l'udsky TNFa a mal dizku pribizne 17 kDa. Pri sekvenovani
aminokyselin TNFa a TNFB bola preukazana az 50 % sekvencna homoldgia.
Imunologicka odli§nost tychto dvoch proteinov bola preukazana generovanim

protilatok proti kazdej molekule. Zatial’ ¢o TNFa bol produkovany makrofagmi, TNFf3
bol produkovany lymfocytmi. (Aggarwal et al., 1985; Aggarwal et al., 1984)

Vsetky ostatné ligandy tejto rodiny boli identifikované na zaklade sekvencnej
homoldégie s Tudskou cDNA. Cela superrodina je tvorena Clenmi: TNFa, TNFp,
lymfotoxin-f (LT-B), CD40L, FasL, CD30L, 4-1BBL, CD27L, OX40L, ligand
indukujuci apoptézu suvisiaci s TNF (TRAIL), LIGHT (TNFSF14), receptorovy
aktivator ligandu NF-xB (RANKL), slaby induktor apoptézy suvisiaci s TNF
(TWEAK), ligand indukujtci proliferaciu (APRIL), faktor aktivujuci B-bunky
(BAFF), inhibitor rastu vaskularnych endotelovych buniek (VEGI), ektodysplazin A
EDA-A1, EDA-A2 a GITRL (TNFSF18). Stru¢ny prehl'ad jednotlivych ¢lenov TNFa
superrodiny je uvedeny na Obrazku 3. (Aggarwal et. al., 2012)

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

(Aggarwal et. al., 2012)



Obrazok 3: Jednotlivé ligandy TNF superrodiny a ich rozdelenie podla uplatnenia
v organizme pri procesoch apoptozy, proliferacii a morfogenézii. Svetlomodro vyznacené
ligandy vykazuju proliferativnu aktivitu ciastocne prostrednictvom aktivacie rdznych
mitogénom aktivovanych kinaz. Modrozelenou su vyznaceené kontrolory apoptozy a zelenou

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

3.2 Chronicka obstrukéna choroba plic

Chronicka obstruk¢na choroba pl'ic (CHOCHP) je plticne ochorenie, ktoré je
charakterizované dlhotrvajicou reverzibilnou obS§trukciou dychacich ciest
a perzistentnymi respiraénymi syndromami. Patri medzi progresivne a liecitelné

zapalové ochorenia. (GOLD, 2021)

3.2.1 Pridiny a epidemioléogia

NajcastejSou pricinou CHOCHP je tabakovy dym, Co preukazuje fakt, ze
vacsina l'udi trpiacich tymto ochorenim su fajciari. Faj¢enie vSak nie je podmienkou

vzniku CHOCHP. Existuje rada d’al§ich faktorov, ktoré¢ mé6zu CHOCHP spdsobit,
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pripadne zhorsit. Medzi tieto faktory patri neustala expozicia Skodlivym vplyvom
vnutorného a vonkajsieho zivotného prostredia. Zvacsa sa jedna o prachové Castice pri

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

Dalsimi rizikovymi faktormi mozu byt pohlavie a vek. Ukazalo sa, Ze Gastejsie
postihované byva zenské pohlavie z dovodu vyssieho rizika pre rozvoj obstrukcie.
Pravdepodobnost’ vyskytu ochorenia sa s pribudajucim vekom zvySuje, najmé po 40.
roku zivota. Do istej miery zohrava ulohu aj geneticka predispozicia, ktora moze mat’
za nasledok vytvorenie zavislosti na nikotine, ¢i nedostatocny vyvoj pl'ic v detstve.
Taktiez ma vel'ky vplyv aj socioekonomicky status jedinca. V chudobnych krajinach
sveta, kde su zakladné podmienky pre prezitie jedinca velmi limitované a kde nie je
Castokrat zabezpecena ani hygiena, je riziko pre rozvinutie CHOCHP vel'mi vysoké.
Ide najmé 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
nedostatocna diagnostika, najmd v krajinach s nizkym prijmom. Diagnostika je
podceniovana obzvlast u mladSich pacientov, nefajCiarov alebo u ludi s nizSim
vzdelanim. V sucasnosti je toto ochorenie vo svete tret ou najcastejSou pricinou smrti.
V roku 2015 na tato chorobu zomrelo priblizne 3,2 milidona pacientov. (Rabe et al.,

2017)

3.2.2 Patofyziologia

Medzi najCastejSie prejavy CHOCHP patri chronicky produktivny kasel
a dychavicnost. KaSel' patri medzi prvé symptomy, ktoré sa preukazu. Pacientami
byva Casto popisovany ako , fajCiarsky kasel, ktory je zvy¢ajne spojeny so zvySenou
rannou tvorbou hlienu. Hlien spdsobuje stazenu vymenu vzduchu v plucach.
Pritomnost’ produktivneho kasl'a pocas obdobia viac ako troch mesiacov v dvoch po
sebe nasledujucich rokoch, je definovana ako chronicka bronchitida. Je spojena so
zrychlenym poklesom funkcie pl'uc, va¢§im rizikom akutnych exacerbacii a aj vy§Sou
mortalitou. CHOCHP sa mo6ze prejavit aj bez pritomnosti chronickej bronchitidy,
avSak cCastejSie je pozorovany ich spolocny vyskyt. (Hattab et al., 2016; GOLD, 2021;
Kim et Criner, 2013)

Primarne 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 dochadza 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)

Autoimunitna signalizacia, vyvolana vyskytom zapalu, stimuluje tvorbu
imunitnych buniek, najmd makrofagov a neutrofilov. Makrofagy, neutrofily,
eozinofily a dendritické bunky zhromazdené v mieste zapalu tvoria prirodzenu
imunitni odpoved. Proteolytické enzymy a reaktivne kyslikové radikaly prispievaja
k poskodeniu tkaniva, najmd ak nie su pritomné ziadne antiprotedzy alebo
antioxidatné faktory. Casom sa zvySuje aj hladina B lymfocytov, T lymfocytov
a protilatok, ¢o vyvolava Thl imunitni odpoved. (Madore et Laprise, 2010;
Rabe et al., 2017).

Chorobny proces zahfiia remodelaciu plicneho tkaniva a stratu elasticity, ku
ktorej dochadza emfyzematdznou destrukciou plicnych alveol. Plucne 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 nasledok
znizenie hodnoty FEV1. FEV1 je definovana ako objem vzduchu, ktory je usilovne
vydychnuty za 1 sekundu po maximéalnom nadychu. U zdravych oséb by mala
dosahovat’ 80 % a viac. (Vestbo ef Lange, 2016; GOLD, 2021; Rabe et al., 2017)

3.2.3 Diagnostika

Klucovym faktorom pri diagnostike CHOCHP je identifikacia stupiia
obstrukcie dychacich ciest. Zohl'adiiované su vSak aj d’alSie Cinitele, ako pritomnost
spirometrického nalezu, stav aktudlne vyskytujucich sa symptomov, vyskyt

komorbidit a exacerbacii. (GOLD, 2021)

NajcastejSie pouzivanym nastrojom pre stanovenie diagnozy tohto ochorenia
je spirometrické vySetrenie. Ide o bezne dostupnu neinvazivnu metodu s jednoduchym
prevedenim. Vyhodou je najmi moznost’ opakovania merani podl'a potreby. Proces
vySetrenia je zahajeny podanim latok, ktoré spdsobuju maximalnu relaxaciu dychacich

ciest a zaroven minimalizuju variabilitu, tzv. bronchodilatatory. (GOLD, 2021)
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Spirometria sleduje dve zakladné hodnoty: FEV: (objem vzduchu, ktory je
usilovne vydychnuty za 1 sekundu po maximalnom nadychu) a FVC ( maximalny
objem vzduchu, ktory je mozny vydychnut po¢as 1 minuty po maximalnom nadychu).
Pre stanovenie vysledkov je potrebné urcit Tiffeneau index, o je vlastne pomer
hodnét FEV1/FVC. Hodnota pomeru niz§ia ako 0,70 preukazuje pritomnost’ obstrukcie
dychacich ciest a zaroven aj samotnu diagnézu CHOCHP. Vystupom spirometrického
merania je graf nazyvany spirogram, ktory je znazorneny na Obrazku 4. (GOLD,

2021)

Objem [L]

Obrazok 4: Vystup zo spirometrick¢ho 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 citliva metoda, jej Specifickost je
niz§ia. Z tohto dovodu je potrebné pre konec¢né a presné urcenie diagndzy pouzitie
dopliiujacich testov. Su zname testy ako, CAT™ test (COPD Assessment Test),
CCQ® (COPD Control Questionaire) a mMRC (Modified British Medical Researchc
Council Questionaire). Spoloénym znakom tychto testov je ich zameranie sa na
symptomy ochorenia. Konkrétne CAT™ popisuje stuperi zhorSenia zdravotného stavu
pacienta vplyvom symptomov ochorenia, zatial ¢o mMRC popisuje konkrétne
symptomy (napriklad meranie stupfia dychavicnosti). Tieto metdédy umoziuju
predpokladat’ d’alsi vyvoj ochorenia a predpovedat’ mieru pravdepodobnosti imrtia.

(GOLD, 2021)
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Spirometrické vySetrenie by sa malo zvazit u kazdého pacienta, ktory
preukazuje pritomnost niektorych zvysSie spomenutych priznakov ochorenia
a obzvlast' u tych, ktori sa neustale nachadzaju v rizikovom prostredi. Nie je vSak
odporucané vykonavat' merania pocas vyskytu akutnej exacerbacie. (Hattab er al.,

2016)

3.24 Klasifikacia CHOCHP

Podl'a GOLD, 2021 su pacienti trpiaci CHOCHP zarad’'ovani do 4 zakladnych
skupin na zaklade hodnoty FEV1, ktora je ovplyvnena stuptiom obstrukcie dychacich

ciest:

e GOLD 1 — mierne §tadium

e GOLD 2 - priemerné Stadium

e GOLD 3 - tazké stadium

e GOLD 4 - vel'mi tazké stadium

3.2.5 Exacerbacie a komorbidity

Akutna exacerbacia je definovand ako akutne zhorSenie respiraénych
symptomov, ktoré si vyzaduju zmenu kazdodennej liecby. Vyskyt exacerbacii mdze
byt samostatne alebo spolocne s ostatnymi iné¢ho druhu. Hlavnou pri¢inou exacerbacii
su najmé viralne a bakterialne nakazy, priCom u pacientov postihnutych CHOCHP
mozu mat’ velmi tazky priebeh. NajCastejSie su virdlne nakazy sposobené I'udskym
rhinovirusom, ktory zasahuje primarne horné dychacie cesty a sposobuje nadchu.
Priemerna 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 vyskytujiuce sa komorbidity patria
kardiovaskularne choroby, osteopordza, cukrovka, depresia a rakovina pluc.

Pacientom byvaju zvacSa diagnostikované viac ako tri ochorenia.

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

14



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 nadmerna produkciu hlienu. (GINA, 2020; Mims, 2015)

3.3.1 Pridiny

Alergény su latky stimulujuce hypersenzitivitu imunitného systému na podnet
vonkajSieho prostredia, teda su spustacmi alergickej reakcie u pacientov trpiacich AB.
Avsak za normalnych okolnosti u zdravych jedincov nie st schopné vyvolat’ imunitna
odpoved’. Existuju rozne typy alergénov, pricom pri astme sa najcastejsie stretavame
s inhalaénymi typmi, ktorym st T'udia vystavovani vo vonkajSom prostredi alebo
domacom prostredi. Do tejto skupiny patria napriklad rézne druhy pelov z trav,
okrasnych kvetov (pupava, skorocel), ¢i kvitnucich stromov (breza, lieska). Zvyseny
vyskyt pelov v ovzdusi, najmé na jar, je spojeny so zhorSenim prejavov astmy.

(Bousquet et al., 2008; Mims 2015)

Dalsimi Gasto vyskytujicimi sa alergénmi mozu byt zvieracie chlpy (macka,
pes, hlodavce), rozne druhy plesni alebo hmyz. Z hmyzu su 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 mozu byt spustacmi alergickej reakcie aj tabakovy
dym, rézne virusové infekcie hornych a dolnych dychacich ciest, cvicenie Ci stres.

(Bousquet et al., 2008)

3.3.2 Patofyziologia

Typickym prejavom AB st astmatické zachvaty. Pri tychto zachvatoch
dochadza k opuchu sliznice, ktora je vyvolana chronickym zapalom, ¢o nasledne
sposobuje bronchidlnu hyperreaktivitu a dochadza k bronchokonstrikcii. Opuch
sliznice je podkladom pre Strukturalne a patofyziologické zmeny prieduskovej steny
a vyvolava zvysenu produkciu hlienu, ¢o pacientovi eSte vicSmi stazuje dychanie.

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

Popri astmatickych zachvatoch sa objavuja aj d’alsie symptomy, ako napriklad

pocit tlaku na hrudi, dychavi¢nost, nepravidelny kasel, ktory mdze mat’ zakazdym

15



rozdielnu intenzitu alebo hvizdavé dychanie. Pacienti su v obdobi medzi zachvatmi
asymptomaticki, avSak mozu sa u nich prejavit’ priznaky aj v tomto obdobi. (GINA,

2020)

Dalsim prejavom je zvyseny vyskyt mastocytov, eozinofilnych, bazofilnych
a neutrofilnych granulocytov. Tie sa tvoria v dosledku Th2 imunitnej odpovede, ktora
je vyvolana pritomnostou chronického zapalu. Vplyv vonkajsieho prostredia a zmeny
metabolizmu pacienta predstavuju rizikové faktory. (KaSak er al., 2001; Madore

et Laprise, 2010)

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

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

3.3.3 Diagnostika

Stanovenie diagnozy ochorenia sa deli na dve zakladné Casti. Prva Cast pozostava
z dokladnej anamnézy dychacich tazkosti pacienta. Na zaklade anamnézy je mozné
uréit stupeii AB a taktieZ pri¢inu prejavu symptomov u pacienta. Dal§im krokom po
stanoveni anamnézy je fyzikalne vysSetrenie, ktoré sleduje abnormality pri dychani,
ako su vrzganie alebo piskot. Tymto sposobom sa sleduje mozny vyskyt obstrukcie

dychacich ciest. (Tefl, 2007)

Druha cast’ stanovovania diagndzy je zalozena na spirometrickom vySetreni.
Podobne, ako u CHOCHP, sa pri merani sleduju hodnoty FEV1 a FVC. V pripade, ze
je pomer tychto dvoch hodnét nizsi ako 75 % alebo hodnota FEV| je niz§ia ako 80 %
nalezitej hodnoty, je potvrdena diagnéza AB. Merania je vSak potrebné vykonat
v niekol’kych opakovaniach za odliSnych podmienok apri vyskyte roznych
symptomov. S rasticou variabilitou vysledkov je urCenie diagndzy astmy presnejsie.

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

4.1 Biologicky material

Pre laboratornu diagnostiku relativnej expresie zapalového faktoru TNFa boli
pouzité vzorky bronchoalveolarne; lavaze ziskané od 62 pacientov. VSetkym
respondentom S$tudie boli vzorky odobrané na zéklade informovaného suhlasu vo
Fakultnej nemocnici v Olomouci na Oddeleni plucnych choréb a tuberkulézy.
Z celkového poctu bolo 22 pacientov s diagndzou chronicka obstrukéna choroba plic
a 14 pacientov s diagndzou astma bronchiale. 26 pacienti boli zaradeni do kontrolne;
skupiny, u ktorej bola preukazana chronicka bronchitida (Tabulka 1). Na zaklade
medzinarodnych odporacani 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¢na choroba pluc.

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 fajceni 1 3 1
Stadium (gold 1/2/3/4) - 317151315 -

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

obstruk¢nou chorobou pl'ic, 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 sapravy

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 H2O za stdleho mieSania
nasledujuce chemikalie: 80 g NaCl; 2 g KCI; 14,4 g NaxHPOs4; 2,4 g KH2POs.
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)

Terméalny 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

vyizolovanej mRNA do cDNA a kvantitativnou PCR metodou.

4.4.1 Izolacia 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 ul 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 mikroskimavke bolo pridanych 600 ul lysis/binding solution a vSetky
zlozky boli dokladne zvortexované. Nasledne bolo k lyzatu priadnych 1/10 objemu
miRNA Homogenate Additive. Vzorka bola ddkladne premieSana a inkubovana
10 minut na l'ade. Po inkubécii bola pridana spodna faza Acid- Phenol/Chloroformu
v rovnakom objeme, ako mal povodny lyzat. Takto pripravena vzorka bola pomocou
vortexu kratko premiesana a nasledne centrifugovana po dobu 5 minat pri 10 000g
aizbovej teplote. V dosledku centrifugacie doslo k oddeleniu vodnej (hornej)
a organickej (spodnej) fazy. Bolo odpipetované €o najvacsie mnozstvo vodnej fazy
a prenesené do Cistej mikroskimavky. K tejto faze bol pridany 100% ethanol o objeme
1,25 x vacsom, ako objem preneseny do skimavky. Do novej mikroskimavky bol
umiestneny filter, na ktory bolo nanesenych 700 pl vzorky. Zmes bola centrifugovana
po dobu 15 sekiund pri 10 000g. Nasledne bola pretecena tekutina z mikroskimavky
odstranend. Tento proces bol opakovany az do premytia celého obsahu vzorky. Dalej
bolo na kolénu s filtrom nanesenych 700 pl wash solution 1 akolona bola
centrifugovana po dobu 10 sekund pri 10 000g a preteCena tekutina bola opét’ odsata.
Na filter bolo nanesenych 500 pl wash solution 2/3 a bola prevedena centrifugécia po
dobu 10 sekund pri 10 000g, po ktorej bola tekutina odstranena. 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 Ciste]

mikroskimavky a na stred bolo nanesenych 100 ul dopredu predhriatej Rnase-free
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vody na 95 °C. Z dovodu elucie vyizolovanej miRNA z filtra do mikroskimavky, bola
v d’alSom kroku prevedena centrifugacia po dobu 30 sektind pri 14 000g.

Boli odobrané 2 pl vzorky na meranie koncentracie pomocou Nanodropu. Finalny
krok pozostaval zpridania 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
SuperScriptt™ VILO™ ¢DNA Synthesis Kit. Jednotlivé vzorky boli vytiahnuté
z chladiacého boxu (-80 °C), postupne rozpustené na lade a pomocou vortexu
premieSané. Podl'a Tabul’ky 2 bola pripravena reakéna zmes (RT mix), ktora bola
neustale chladend na 'ade. RT mix bol nasledne jemne premiesSany a rozpipetovany
k 14 ul RNA. Celkovy objem jednej reakcie ¢inil 20 ul. Takto pripravené vzorky boli
nasledne vlozené do pristroja Mastercycler pro, v ktorom bola uskuto¢nena reverzna
transkripcia podla teplotného a €asového profilu uvedené¢ho v Tabul’ke 3. Na zaver,
po ukonceni reakcie, boli vzorky ihned’ chladené na l'ade a vysledna ¢cDNA bola

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

Tabulka 2: ZloZenie reakénej zmesi pre reverznu transkripciu.

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

Tabulka 3: Teplotny a ¢asovy profil reverznej transkripcie.

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

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

stanovenie relativnej expresie TNFa bol pouzity housekeeping gén PSMB2.

Tabulka 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 S: Teplotny a ¢asovy profil PCR reakcie.

v

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

Statistické vysledky relativnej expresie TNFa ziskané laboratornymi 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 plic a kontrolnej skupiny s chronickou
bronchitidou bola expresia zvySena u pacientov s chronickou obstrukénou chorobou
pluc (p = 0,02). Taktiez u pacientov s astmou bronchiale je mozné tvrdit’, Ze relativna
expresia TNFa bola vys$Sia nez u kontrolnej skupiny (p = 0,026). Medzi pacientami
s astmou bronchiale a s chronickou obstrukénou chorobou pl'uc sa relativna expresia

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

chorobou pluc, s astmou bronchiale a kontrolnou skupinou.

* Legenda: Jednotlivé skupiny pacientov

@ - kontrolna skupina s chronickou bronchitidou (n = 26)
o skupina s chronickou obstrukénou chorobou plic (n = 22)

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

V nasej praci sme pozorovali zvySenu expresiu TNFa u pacientov s chronickou
obstruk¢nou chorobou pltic a astmou bronchiale. Vacsina skorsich studii, ako Goday
et al. (1996), Francia et al. (1994), Serapinas et al. (2011), Pini et al. (2010), Calikoglu
et al. (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 §tadii a prisli
k zaveru, ze hladina TNFa je zvySena u pacientov s CHOCHP. Len vel'mi malo Studii
bolo zameranych na lokalny zapal a stanovili expresiu TNFo v bronchoalveolarne;j
lavazi alebo sputu. Boli to prace od tymov El-Shimy et. al. (2014), Kleniewska et. al.
(2016), Foschino Barbaro et. al. (2007). Tieto studie taktiez publikovali zvySenu
produkciu TNFo, ktord bola merana na proteinovej urovni. Na rozdiel od tejto
bakalarskej prace, vysSie zmienované §tadie porovnavali pacientov so zdravymi

kontrolami.

Hlavnym prinosom nasej prace je porovnanie medzi pacientami s CHOCHP
a kontrolnou skupinou pacientov, ktori mali diagnostikovanu chronickl bronchitidu.
Chronicka bronchitida je definovana ako chronicky produktivny kaSel” trvajuci aspon
po dobu 3 mesiacov v dvoch po sebe iducich rokoch. Pacienti s CHOCHP taktiez
Casto trpia chronickym kasl'om, avSak u nich je naviac diagnostikovana obstrukcia
dychacich ciest. Nase vysledky preto potvrdzuji uz v minulosti publikovanu suvislost’
medzi TNFa a CHOCHP a sucasne roz§iruju aktudlne znalosti o suvislosti medzi
TNFo apltcnou obstrukciou. Podobne Hodge et al. (2007) odhalili negativnu
korelaciu medzi pliacnou obstrukciou a mnozstvom bronchoalveolarnych buniek

produkujucich TNFa.

Dalsim  prinosom  tejto prace je stanovenie expresie TNFa
v bronchoalveolarnych bunkéach 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 méla praci zameranych na
lokalny pltcny zapal je praca publikovand timom Ying ef al. (1991). Autori v nej
naznacili zvySenu produkciu TNFa v BAL ziskanej od pacientov s astmou. Tieto

vysledky st v sulade s nasim pozorovanim zvySenej bronchoalveolarnej expresie
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TNFa u astmy bronchiale. Zatial o expresia bola zvySena u oboch plucnych
ochoreni, nepozorovali sme rozdiel v TNFo medzi CHOCHP a AB. Toto pozorovanie
naznacuje dolezitu ulohu TNFa v patofyziologii u oboch plicnych ochoreni. Vyznam
zvySene] expresie TNFo sa pravdepodobne medzi tymito dvoma plucnymi
ochoreniami 1i8i. Na rozdiel od naSej prace, Kubysheva er al. (2020) publikovali
rozdiel v sérovej hladine TNFa medzi CHOCHP a AB. V Tabul’ke 6 je uvedeny
struény prehlad vysSie spominanych studii, ktorych vysledky boli porovnavané

s vysledkami nasej prace.

Tabulka 6: Strucny prehl'ad $tidii zameranych na expresiu TNFo u pacientov s CHOCHP

a AB.
Biologicky
Faktor Ochorenie Expresia 10 Ogl,c, y Metoda Referencie
material
Godoy et al.
CHOCHP kr 20 ELISA
f Y (1996)
CHOCHP 1 sérum 30 Imunoesej Francia
WO er al. (1994)
CHOCHP, Kubysheva
2 14 ELISA
ACO, AB f serum ! SA T eral. 2020)
Serapinas
CHOCHP 2 2 ELISA
c f serum - 320 SA T eral 2011
CHOCHP 1 kry 5  NEP Pl(gloeltog‘l‘
TNFa
sérum El-Shimy
CHOCHP ’ 50 ELISA
f BAL etal. (2014)
AB 1 srum 170 ELISA  angeral
(2018)
ELISA,
AB 0 sérum 85  Western Wang et al.
(2015)
blot
Nasser
ELISA
AB 0 sérum 102 p CSR ’ et Ezzat
(2018)
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Biologicky

Faktor Ochorenie Expresia .. n Metoda Referencie
material
Golikova
AB kr 1 ELISA
f Y 3 SA T ral 2013)
Ying et al.
AB BAL 1 ISH
f 0 (1991)
. Calikoglu
CHOCHP CK, pl 42 ELISA
f > prazma et al. (2004)
Oncel et al.
HOCHP kr 4 ELISA
CHOC 1 % 0 (2010)
CHOCHP sérum Kleniewska
TNF ’ ’ 44 ELISA
* OA f sputum et al. (2016)
wm Foschino
CHOCHP 1 kifl’l ‘;:nz;,lt 27 ELISA Barbaro
et al. (2007)
Guiot et al.
4 ELISA
CHOCHP 1 sputum 7 S (2017)
Mathanraj
HOCHP kr 1 ELISA
CHOC f Y 08 SA T al 2017)
krv, BAL, Prietokova Hodge et al.
HOCHP 2
CHOC f BB > cytometria (2007)
* Legenda: 1 - zvySena expresia, TNFa - tumor nekrotizujuci faktor,

CHOCHP - chronickd obstrukéna choroba pluc, AB - astma bronchiale,
ACO - prekryv chronickej obstrukénej choroby a astmy bronchiale (ACO syndréom),
OA - profesijnd astma, BAL — bronchoalveolarna lavaz, BB — bronchoepitelialne
bunky, CK — &ervené krvinky, ELISA — enzymova imunosorbentna alanyza,
PCR — polymerazova retazova reakcia, ISH — in situ hybridizacia, NEP — metdda

negativniho vydychového tlaku.
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7 ZAVER

Teoretickd Cast’ tejto prace bola zamerand na bliz§iu charakterizaciu génu
TNFa ajeho receptorov. Dalej zhriiuje klinické poznatky na tGrovni patofyziologie,
tykajuce sa pl'icnych zapalovych ochoreni, ako su chornicka obstruk¢né choroba pltic

(CHOCHP) a asthma bronchiale (AB).

Experimentalna cCast’ tejto bakalarskej prace sa zamerala na stanovenie
relativnej expresie TNFo vo vzorkach bronchoalveolarnej lavaze ziskanych od
pacientov diagnostikovanych s CHOCHP alebo AB za pouzitia metody kvantitativne;
PCR. ZvysSena hodnota expresie TNFo bola pozorovana u oboch skupin pacientov
v porovnani s kontrolnou skupinou. Naopak medzi tymito skupinami navz4jom 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
zameranymi Studiami. Vysledky naSej Studie sa zhodovali s vysledkami ostatnych
studii. AvSak toto porovnanie je do istej miery limitované aplikaciou variabilnych
metod, odliSnych typov vzoriek a taktiez roznym poctom pacientov v sledovanych
skupinach. Zistenia a vysledky tejto prace mozu byt dalej aplikované v terapii

zapalovych ochoreni dychacich ciest.
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