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SOUHRN

Matrix metaloproteinazy (MMP) hraji roli v patogenezi chronickych zanétlivych
onemocnénich plic jako je chronickd obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) aastma
bronchiale (AB). Nicméné je velmi malé mnozstvi klinickych studii, které se zabyvaji
studiem exprese matrix metaloproteinazy 14 (MMP14). V této praci byla pouzita
bronchoalveolarni lavaz (BAL) k urceni exprese genu MMP 14 u pacientii s CHOPN nebo
AB. Cilem této prace bylo zméfit expresi MMP14 u 22 pacienti S CHOPN, 14 pacientd
s AB au 25 kontrolnich pacienti. Pomoci RT-PCR (polymerazové tetézové reakce
v realném case) byla métfena relativni exprese genu MMP14. Vysledkem byla snizena
exprese genu MMP14 obou skupin pacientt s CHOPN (p = 0,0001) nebo s AB (p =
0,0001) oproti kontrolni skupin¢. Mezi pacienty s CHOPN nebo AB nebyl zaznamenan
signifikantni rozdil v expresi genu MMP14. Snizena exprese genu MMP14 by méla byt

pfedmétem klinickych studii S vétSim poctem pacienti.
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SUMMARY:

Matrix metalloproteinases (MMP) have been implicated in the pathogenesis of chronic
lung diseases like the chronic obstructive pulmonary disease (COPD) and asthma
bronchial (AB). However, there is little information on MMP14 in clinical studies. We,
therefore, investigated the bronchoalveolar lavage (BAL) for the expression of MMP14
in COPD and AB patients. The aim of this work was measured MMP14 in BAL of 22
COPD patients, 14 AB patients and 25 control subjects. The real -time polymerase chain
reaction (RT-PCR) was used to analyze the relative expression of this gene. We
investigated that the relative expression of MMP14 was decreased in both groups of
COPD (p =0.0001) and AB (p = 0.0001) patients compared with control subjects. There
was no significant difference between the COPD and the AB patients. The
downregulation of MMP14 should be further investigated in clinical studies with a larger

number of patients.
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1 UVOD

Chronicka obstruk¢éni plicni nemoc (CHOPN) aastma bronchiale (AB) patii mezi
chronickd zanétliva onemocnéni plic. Tyto nemoci jsou spojeny s obstrukci plic a maji
proto podobné pfiznaky, kterymi jsou dusnost, kasel, ztizené dychani. Obstrukce v plicich
u pacienti S CHOPN je nejcastéji zplisobena cigaretovym koufem a je ireversibilni.
U pacienti s AB se obstrukce projevuje jako hypersensitivni reakce imunitniho systému

na urcity podnét, ktery zptisobi alergickou reakci.

Pii obou zanétlivych onemocnénich se v téle zvySuje produkce cytokinii a matrix
metaloproteinaz (MMP).  Matrix  metaloproteinaza 14  (MMP14)  patii
Kk transmembranovym metaloproteinazam (MT-MMP), proto také byva oznaovana jako
MT1-MMP. Vyskytuje se v burnice vétSinou V neaktivnim stavu a po jeji aktivaci se
presune do cytoplazmatické membrany, kde se Gcastni kaskadovych reakci a aktivuje
dal$i metaloproteinazy (napt. MMP2). Spole¢né S§té€pi extracelularni matrix (EMC)
arozviji zanétlivou odpovéd’. To naznacuje, zZe MMP14 by mohla hrat dulezitou roli
v patofyziologii CHOPN a AB. Tato bakalafska prace se proto zaméfuje na studium

exprese MMP14 v bronchoalveolarni lavazi (BAL).



2 CILE PRACE

1. Stanoveni exprese matrix metaloproteinazy 14 (MMP14) u pacienti S chronickou
obstruk¢ni plicni nemoci (CHOPN) v bronchoalveolarni lavazi (BAL) a porovnani

ziskanych vysledkl se sou¢asnymi znalostmi

2. Stanoveni exprese matrix metaloproteinazy 14 (MMP14) u pacientd S asthma
bronchiale (AB) v bronchoalveolarni lavazi (BAL) a porovnani ziskanych vysledki se

soucasnymi znalostmi.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Plicni onemocnéni

Plicni choroby jsou celosvétové jednim z nejc¢astéjich onemocnéni. Napiiklad CHOPN je
nyni 3. nejcastéj§i pfi¢inou smrti na svét€é hned po srdenich chorobach
a cerebrovaskularnim onemocnéni (GOLD, 2021). Jednou z hlavnich pfi¢in plicnich
a 70 karcinogennich latek do sebe vdechne ¢lovek béhem kouteni. Kufaci si tedy mnohdy
zkracuji koufenim cigaret své Zivoty, a i pfes tento znamy fakt, bylo v roce 2015 v Ceské
republice vice nez 17 600 déti (10-14 let) a pres 1 671 000 dospélych (ve ve€ku 15+), ktefi
nejen onemocnéni plic, ale muze se dokonce podilet i na vzniku napf. kardiovaskularniho
onemocnéni (Kondo et al., 2019), chronické nemoci ledvin (Yacoub et al., 2010) a mnoha
dalsich chorob. Rakovina plic patii k nejc¢astéjsim plicnim onemocnénim a je hlavni
pfic¢inou umrti na rakovinu ve svété. Mezi plicni onemocnéni také patii jiz zminéna
chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN), astma bronchiale, sarkoidoza a dalsi
(GOLD,2021).

3.2 Chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN)

Chronicka obstrukéni plicni nemoc neboli CHOPN, je chronické progresivni zanétlivé
plicni onemocnéni, které je nevratné. Pti¢inou je pfitomnost Skodlivych latek ve vzduchu
(hlavné pii koufeni), které stimuluji zanétlivou odpovéd’ v plicich a vedou k obstrukci
dychacich cest. Nejcastéjsimi piiznaky CHOPN jsou kasSel a ztizené dychani (Ning et al.,
2004; Vandenbroucke et al., 2011; GOLD, 2021). Riziko rozvoje nemoci maji také lidé
trpici astmatem 12,5x vyssi nez ti, ktefi astma nemaji (Silva et al., 2004). U CHOPN jsou
typické 2 fenotypové projevy. Témi jsou emfyzém a chronicka bronchitida. (GOLD,
2021).

3.2.1 Priciny
Pfic¢inou je vdechovani skodlivych latek, nej¢astéji se jedna o tabakovy kouf (asi 80-90 %
pacienti S CHOPN jsou kufaci), proto se této nemoci fika nékdy také ,,nemoc kuraka®.

Tabakovy kouf neni ovsem jedina pfi¢ina nemoci. Tou mize byt i vdechovani ¢astic ze



znec€isténého ovzdusi — z dopravy nebo také pracovniho prostiedi (Vladykova a Dimov,
2012). Vysoké riziko pro rozvinuti této choroby je v zemich Ttetiho svéta — jedna se
zejména 0 oblasti Afriky, také Asie nebo Jizni Ameriky, ve kterych Ziji obyvatelé
v extrémni chudobé a nemaji zajistény ani zakladni potieby pro preziti. K nadmérmému
vdechovani skodlivych ¢astic z ovzdusi dochdzi napf. pfi vafeni na otevieném ohni
Vv obydli, které neni dostate¢né ventilované (Gordon et al., 2014). Pokud nedojde k v¢asné
1é¢be, muze byt findlnim stddiem nemoci smrt. V roce 2017 zemielo dle statistiky
(Regionalni zpravodajstvi NZIS, 2017) na CHOPN v Ceské republice téméi 3 500 lidi.
Za poslednich 20 let se imrtnost téméf ztrojnasobila a stale roste, protoze se neustale
zvySuje pocet pacientll. Touto nemoci trpélo Vv roce 2017 témét 230 000 lidi, nyni se
odhaduje, Ze pacienti S CHOPN miize byt az 300 000. VétSinou se nemoc projevuje u lidi

ve véku 40 let a vice.

3.2.2 Patofyziologie
Jak jiz bylo zminéno, existuji 2 fenotypy CHOPN, jimiZ jsou chronickd bronchitida

a emfyzém.
e Chronicka bronchitida

Dusnost, kasel a vykaslavani hlenu je zptisobeno reakci nespecifické (vrozené) imunity
na vdechovani toxickych ¢astic a plynti z okoli ¢i konkrétné cigaretového koufe. Jedna se
0 zanétlivé onemocnéni epitelialnich bunék dychacich cest a z1az produkujicich hlen (viz
obrazek 1). Tento hlen pak zpusobuje ztizenou vyménu vzduchu v plicich (MacNee,
2005; Kim a Criner, 2013). Chronicka bronchitida se definuje jako produkce hlenu po
dobu nejméné 3 mésicti béhem dvou let nepretrzit¢ (GOLD, 2021).

Nadmeérna tvorba hlenu je zptisobena metaplazii sliznice, tj. zména jednoho typu bunky
na jiny, ktera nejcastéji postihuje dlazdicovy epitel a konvertuje jej na zlazovy. Pii
chronickych onemocnénich dochazi pravé ke konverzi bunék na Zlazovy epitel, nasledné
k hypersekreci a nadprodukci hlenu (Kim a Criner, 2013; Franssen et al., 2019).
U kurak, ktefi maji zdravou plicni tkan se nejevi nadprodukce hlenu jako ptedpoved’ pro
rozvinuti CHOPN v budoucnu. Mize to byt ale problém Vv pozdéjsich stadiich nemoci,
pii kterych dochazi ke zrychlené ztraté FEV: (MacNee, 2005). FEV1 je objem vzduchu,

ktery je vydechnut za prvni vtefinu usilovného aco nejrychlejsiho vydechu po



maximalnim nadechu. U zdravého ¢loveéka je FEV1 >80 % (Vestbo a Lange, 2016;
GOLD, 2021).

Podle Franssen et al., 2019 zpiasobuje dlouhodoba inhalace toxickych castic také
apoptozu (buné¢nou smrt), oxidativni stres a zanétlivou signalizaci, tim dojde ke zvySené
cirkulaci neutrofili @ monocytt Vv plicich. Aktivace bun¢k imunitniho systému zptisobi
produkci proteolytickych enzymi, jako je napf. elastaza, ktera dokaze degradovat
extracelularni matrix (EMC). Pozdé&ji se zvySuje hladina T lymfocytd (CD8" —
cytotoxické i CD4* — pomocné), B lymfocyti a protilatek proti vlastnim antigentim, které
jsou produkovany poskozenou plicni tkani. Jedna se o tzv. Thl imunitni odpovéd’
(Madore a Laprise, 2010).

e Emfyzém neboli rozedma plic

Pii emfyzému dochazi k destrukci plicnich sklipkt (viz obrazek 1), keré jsou velmi
nachylné ke zranéni ¢i zniceni, a tim ke snizovani povrchu pro vymeénu dychacich plynt
(GOLD, 2021). Asi 20 % kufakd ma praveé fenotypovy projev emfyzému. Emfyzém se
pozvolna projevuje az po 20-30 letech nepietrzitého koufeni jako stav pietrvavajiciho
zanétu nizkého stupné (Gharib et al., 2019). Jednou z pfi¢in vzniku emfyzému je praveé
cigaretovy kouf, ktery zptsobuje apoptoézu alveolarnich bunék. Bunééna smrt plicnich
bunék zpisobena cigaretovym koufem muze souviset také se ztratou rustovych faktord,
poskozeni oxidacnim stresem nebo také intracelularnim stresem vyvolanym Skodlivymi
latkami. Vysledny G¢inek se miiZze liSit podle typu bunék. Alveolarni makrofagové budou
signifikantné odolngjsi nez malé endotelialni ¢i epitelialni bunky (Tuder a Petrache,
2012). Dostupna data poukazuji na to, Ze dal$i moznou pfi¢inou projevu emfyzému muize
byt degradace EMC v alveolach, a to zejména elastinu. Degradaci alveolarni EMC muze

zpusobit pfitomnost matrix metaloproteinaz — MMP (Gharib et al., 2018).
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Obrazek 1: Rozdil mezi fenotypy CHOPN — chronickou bronchitidou a emfyzémem.

Pievzato z https://www.symptomy.cz/nemoc/chronicka-obstrukcni-plicni-nemaoc.

3.2.3 Stanoveni diagnézy

Hlavnim symptomem CHOPN je dusnost. Pacienty je popisovana jako pocit tézkosti na
hrudi a tim ztizené dychani, lapani po dechu a nedostatek vzduchu k dychani. Chronicky
kasel je obvykle prvnim symptomem CHOPN, nejcastéji kdyz je pacient vystaven
expozici cigaretového koute nebo kouie environmentalniho ptivodu. Zpoc¢atku mize byt
kasel nepravidelny, ale kazdym dnem se muze jeho frekvence navysovat, ¢i se zhorSovat
jeho prabéh. Dal§im symptomem je vykaslavani hlenu (viz chronickd bronchitida).
M¢éteni mnozstvi produkce hlenu je obtizné, protoze pacienti radéji hlen polknou, nez aby
jej vyplivli. Zalezi také na konzistenci a zabarveni hlenu. Napfiiklad kdyz je hlen hnisavy,
znamena to zvysenou produkci zanétlivych mediatori na popud vdechnuti bakterii

a rozvoj infekce (Liou a Kanner, 2009; GOLD, 2021).

Vysetfeni by méli byt vSichni pacienti trpici pravé dusSnosti, chronickym kaSlem nebo
vykaslavaji nadmérné mnozstvi hlenu (az u 30 % pacientl), ti, co byli vystaveni
rizikovym faktorim. Typickym vySetfenim ke stanoveni diagnozy je spirometrie. Jedna
se 0 dostupné, neinvazivni a nenaro¢né vySetieni opakovatelné dle potieby. Spirometrie

méii usilovnou vitalni kapacitu (FVC) — objem vzduchu usilovné vydechnuty za 1 minutu
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po maximalnim nadechu a usilovny vydech za prvni vtefinu po usilovném nadechu
(FEV1) a je tfeba z téchto dvou hodnot (FEV1/FVC) zjistit podil. Nékdy se misto tohoto
poméru urcuje podil (FEV1/VC) mezi FEV1 a pomalou vitalni kapacitou plic (SVC nebo
VC). Vysledkem meéieni je graf (viz obrazek 2). Spirometrii se urcuje na zakladé
porovnani se skupinou pacientd stejného véku, pohlavi, vysky anarodnosti (Liou

a Kanner, 2009; Hoesterey et al., 2020; GOLD, 2021).

Obrazek 2: Objem usilovné vydechovaného vzduchu (FEV) za urc€ity ¢asovy usek (s)
u teoretického pacienta Smalou plicni obstrukci (zndzornéno modfe). Prevzato

a upraveno podle Hoesterey et al., 2020.
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Legenda:

FVC — usilovna vitalni kapacita, FEVgs, 1,3, 6 — usilovny vydech za 0,5, 1, 3 a 6 sekund

K findlnimu urceni diagnozy je tieba i1 dalSich testli, protoze 1 ptes vysokou citlivost je
tato metoda malo specificka. Je nutné si ale uvédomit, Ze i lidé s vysledkem spirometrie
v norm¢ (FEV1/FVC >0,70 nebo FEV1 >80 %), mohou trpét syndromy chronické nemoci
ana druhou stranu je signifikantni pocet kutrakd, u kterych je potvrzen emfyzém, maji
zuzené dychaci cesty a dochazi u nich k zachycovani vzduchu Vv plicich, ale nedochazi

u nich k projevu zadné dychaci limitace (GOLD, 2021).



3.2.4 Klasifikace CHOPN
Podle GOLD, 2021 jsou pacienti s CHOPN roziazeni do 4 skupin: GOLD 1-4, pokud je
podil FEV1/FVC <0,70.

Skupina GOLD 1 je mirné stadium, kdy FEV1 280 % predikované hodnoty. Primérné
stadium je oznaceno jako GOLD 2, kdy 50 % < FEV1 <80 % predikované hodnoty. GOLD
3 je oznaceni pro tézké stadium kdy 30 % < FEV1 <50 % predikované hodnoty. a velmi

tézké stadium je ozna¢eno GOLD 4, kdy FEV1 <30 % predikované hodnoty.

3.25 Lécba

Hlavnim doporu¢enim pro pacienty S CHOPN je omezeni styku s iritanty a zlepSeni
zdravotniho stavu. Neexistuji Zadna zndma léCiva, kterd by dokéazala navratit zpét
zni¢enou plicni tkan a obnovit ztracenou funkci plic. Lé¢ba pomoci medikamenti musi
byt piizpisobena konkrétnimu pacientovi na miru, aby nedoslo k nezadoucim G¢inktim.
K nejcastéjsim medikamentim patii bronchodilata¢ni 1é¢iva, které zvySuji hodnotu
FEV1. Disledkem je tonus (zména napéti) hladkého svalstva, ktery zplsobi rozsifeni

dychacich cest (Decramer et al., 2012; GOLD, 2021).

Mezi bronchodilatacni 1é¢iva patii napt. betaz-antagonisté, které se vaZou na betaz-
adrenergni receptor, dojde ke zvySeni cyklického AMP, ktery produkuje funk¢éniho
antagonistu zabranujiciho bronchokonstrikei (zGzeni pradusek), a to zpisobuje relaxaci
hladké svaloviny Vv plicich. Jsou 2 skupiny betaz-antagonisti — kratce G¢inkujici (SABA),
které pisobi 4-6 hodin a dlouho uc¢inkujici (LABA) putisobici 12 a vice hodin. Mezi
SABA patii napiiklad fenoterol, terbutalin aj. a K LABA naptiklad patfi formoterol,
olodaterol, indacaterol atd. (Rutten et al., 2010; Decramer et al., 2012; GOLD, 2021).

Antimuskarinni 1é¢iva blokuji bronchokonstrikci zptisobenou vazbou acetylcholinu na
M3 muskarinovy receptor, ktery je produkovan v hladké svaloving plic. Opét jsou 2 druhy
tohoto typu 1é¢iv — kratce Gcinkujici (SAMA) a dlouho ucinkujici (LAMA) (Melani,
2015). Existuje jesté fada dalSich mozZnosti 1é€by, naptiklad inhalovani kortikosteoidli

nebo se mohou 1é¢by kombinovat mezi sebou (GOLD, 2021).



3.3 Astma bronchiale

Astma bronchiale (AB) je chronické alergické zanétlivé onemocnéni. Na svété je pies
339 milionu lidi, ktefi trpi astmatem. Pfi tomto onemocnéni dochazi Kk alergické
reakci, coz zpusobi otok sliznice, stazeni priduSek anaslednou nadmérnou produkci
hlenu. Alergicka reakce je zpuisobena podrazdénim dychacich cest alergenem. Alergen je
latka zptisobujici hypersensitivitu imunitniho systému na podnét, ktery za normalnich
okolnosti u lidi netrpicich astmatem, neni pfi¢inou vyvolani imunitni odpovédi (Mims,

2015; GINA, 2020).

Alergeny mohou vyvolavat tzv. astmaticky zachvat, kdy dojde k napuchnuti dychacich
cest a nadprodukci hlenu, coz jesté ztézuje dychani. K nejcastéjsim alergenim patii
rozto¢i, zejména jejich trus, ktefi se bézn¢ v domacnostech vyskytuji na prachovych
¢asteCkach. Dale mohou byt ptitomni v matracich, polstafich, kde se zivi odumfielymi
bunikami lidské pokozky nebo i v kobercich a plySovych hrackach. Dalsimi alergeny jsou
pyly. Vétsinou se astma sezonné zhorSuje, napiiklad na jaro, kdy zacinaji rostliny kvést.
Typickymi pylovymi spoustééi alergii jsou travy, kvetouci rostliny (pampeliska,
sedmikraska) nebo stromy (biiza, liska). Castymi alergeny jsou také zvifeci chlupy,
zejména psi, ko€i¢i a hlodav¢i, nebo plisné, kvasinky ¢i hmyz. Alergicka reakce mize byt
indukovana i tabakovym koufem, cvi¢enim nebo stresem, dokonce i uzitim drog apod.
(Bousquet et al., 2008).

Objevuji se symptomy jako jsou pocit tézkosti na hrudniku a ztizené dychani, sipani, také
kasel, ktery se dostavuje nepravidelné a pokazdé s jinou intenzitou. Obvykle se astma
projevi jiz béhem détstvi, ale mize rozvinout i béhem dospélosti. Tato nemoc postihuje
vSechny ve€kové kategorie I socialni skupiny (slavné atlety, celebrity i obycejné lidi).
Astma byva Casto ovlivnéno také genetickymi predipozicemi. To znamen4, Ze pokud trpi
astmatem rodice, jejich potomek ma vyssi pravdépodobnost projevu nemoci (GINA,
2020; WHO, 2020).

3.3.1 Patofyziologie

Nejcastéjsim typem astmatu je alergické astma, které je spojovano S hypersenzitivni
reakci 1. typu. Alergen indikuje tvorbu imunoglobulinu (Ig) E. Zdrojem téchto protilatek
jsou B lymfocyty. B lymfocytim poméhaji hlavné Th2 lymfocyty, a proto se jedna o Th2

typ imunitni odpovédi. IgE protilatky se vazou na receptory pfitomné na basofilech



(zirnych bunkach) a dochazi K tzv. pfemosténi, protoze IgE je velka molekula a navaze
se na vice receptorti najednou. Po vzniklych vazbach mezi Zirnou bunkou a IgE dojde
k vyliti obsahu bunky, ve kterém se nachazi histamin (viz obrazek 3). Ten pusobi
vazodilatacné; rozsifuje cévy a zvysuje jejich permeabilitu. Diky tomu se do tkané
dostanou eozinofily adalsi bunky. Soucasn¢ histamin ptsobi bronchokonstrikéné
aprispiva tak Kk obstrukci dychacich cest. Histamin ma proto klicovou roli
Vv patofyziologii alergického astmatu.

Pozd¢ji se zapojuji 1 dalsi bunky. Pfikladem mohou byt Thl bunky, které produkuji
interleukin 2 (IL-2), lymfotoxin-a, interferon-y (INF-y) a tumor nekrotizujici faktor-3
(TNF-B). Ty jsou charakteristické svou fagocytickou aktivitou (bunéfnd imunita).

Vv tomto piipad¢ vSak nedochazi k interakci s protilatkou (Tournoy a Pauwels, 2002;
Madore a Laprise, 2010; Corren, 2013; Fajt a Wenzel, 2015).

Obrazek 3: Hypersensitivni reakce typu 1 — Thl a Th2 imunitni odpovéd’. Ptevzato

a upraveno podle Madore a Laprise, 2010.
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Druhym typem astmatu je nealergické astma, které je zptsobeno hypersenzitivitou typu
2. Imunitni odpovéd’ neni v tomto ptipadé vyvolana alergenem, ale napftiklad stresem,
zvysenou fyzickou namahou, akutni infekci, chladnym ¢i velmi suchym vzduchem nebo
cigaretovym koufem. Po kontaktu s antigenem dochazi k produkci IgG a IgM jako reakce
na povrchové antigeny navazané na bunéénych membranach. Ke zniCeni antigenem
oznac¢enych bunék dochazi napt. pomoci klasické cytolyzy. Dal§im zplisobem je
zprostfedkovana cytotoxicita, ktera je zavisla na protilatkach, kdy dojde k 1yzi pomoci
NK bungk (z angl. natural killer — ,,pfirozeny zabijak*). Posledni moznosti je rozpoznani
fragmentt IgG a IgM fagocytickymi buiitkami a jejich nasledna opsonizace — oznacéeni
a degradace (Madore a Laprise, 2010).

3.3.2 Stanoveni diagnézy

Astma ma mnoho fenotypovych projevi. Jsou 2 zékladni kritéria pro stanoveni diagndzy
astmatu. Prvnim je historie riznych dychacich obtizi, kdy jsou typickymi symptomy
naptiklad tizivy pocit na hrudi, sipani, zkracené dychani, kasel. Lidé s astmatem obvykle
mivaji vice symptomu najednou, kdy se jejich projevy zhorsuji pii fyzické ndmaze ci
v noci. K iritaci dochazi pii sportovani, kontaktu s alergenem nebo chladnym vzduchem
nebo pii virové infekci. Druhym kritériem je evidence riznych limitaci v dychani pomoci
spirometrie (viz vysetieni u CHOPN), zejména pii vydechu, ato alespon pii jednom
vySetieni (kdyz je nizka hodnota FEV1). Je tieba, aby bylo testovani provedeno nékolikrat
a za odliSnych podminek a pfi riznych symptomech — jednou brzy réno, jindy po uziti
bronchodilataénich 1é¢iv atd. Cim vétsi je variabilita vysledki, tim je pravdépodobnéjsi

diagnoza astmatu.

Na rozvoj astmatu ma vliv vice faktort jako je napf. pracovni prostiedi. Proto je tfeba se
pacienta ptat, zda se jeho stav horsi v praci nebo alespoit nedochazi ke zméné¢. S vyssim
vékem je vétsi pravdépodobnost rozvinuti nemoci, velky vliv ma na astma fakt, zda je
pacient kutak ¢i ex-kutak. Muze totiz dojit K pfekryvu mezi astmatem a CHOPN, kterému
se fika ,,astma-CHOPN piekryv*. Vétsinou K této varianté¢ dochazi pravé u kutraka nebo

byvalych kutakd. Tito pacienti jsou 1é¢eni individualné (GINA, 2020).
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3.3.3 Lécba

Nejdiive je nutné potlaceni vzniklého zanétu prudusek. Astma nelze vylécit, mohou se
pouze tlumit jeho piiznaky pomoci spravnych medikamentid. K tém nejcastéji patii
inhalator, kdy do sebe ¢lovek piimo vdechne kortikosteroidy. Lidé, u kterych pretrvavaji
nezadouci ptiznaky dlouhodobé¢, uzivaji navic kazdy den Iéky (bronchodilatacni 1éciva),
ktera napomadhaji rozSifeni dychacich cest atim zplisobi ulevu pii dychani.
Bronchodilata¢ni 1éCiva Ize uzivat i pii kratkodobém zhorSeni astmatu (exacerbace), napf.
V jarnim obdobi, kdy jsou ve vzduchu rozsiteny pyly a dalsi iritanty. V 1¢karné jsou tyto
Iéky bézn¢ dostupné bez nutnosti predepsani receptu 1ékafem (antihistaminika). Diky
medikamentim mohou lidé s astmatem Zit plnohodnotné zZivoty. Je také dllezité, aby se
lidé trpici astmatem vyhybali spousté¢iim jejich alergické reakce (WHO, 2020; GINA,
2020).

3.4 Astma-CHOPN piekryv (ACO)

Patogeneze astmatu i CHOPN je zpusobena odlisnymi iritanty. V piipadé CHOPN se
jedna o toxické latky obsazené v cigaretovém koufi. U astmatu jsou to alergeny jako
napiiklad pyl, roztoéi, srst zvitat a dal$i. Dochazi ke kombinaci Thl (typickou pro
CHOPN) a Th2 (typickou pro astma) imunitni odpovédi. Tomuto projevu se fika astma-
CHOPN ptekryv (ACO, zangl. asthma-COPD overlap). Pacienti trpici ACO maji
vétSinou t¢z8i prib&h a vEtsi obtize nez pacienti pouze s jednou z téchto nemoci. Ve
veétsing pripadd se jedna o pacienty v nizsi vékové kategorii nez u CHOPN. Atopie
(dédi¢ény sklon k alergii), koufeni cigaret a hyperreaktivita dychacich cest jsou
nejcastéjsimi faktory pfispivajici k rozvoji ACO. Hyperreaktivita je béZznym projevem
astmatu a rizikovym faktorem pro rozvoj CHOPN (Cosio et al., 2018; Hikichi et al.,
2019).

Pro stanoveni diagnézy se vyuziva nejen tradi¢nich metod, jako je spirometrie, ale
I dalsich podrobné¢jsich vysetieni plic, napt. CT (pocitacova tomografie) plic nebo méfeni
poctu eosinofilt v krvi, véetné stanoveni IgE. Lécba u ACO muze byt izkého spektra —
mifena jen na astma nebo na CHOPN nebo Sirokého spektra, ktera se zaméfuje na 1écbu
astmatu 1 CHOPN soucasn€. Monoklonalni protilatky jsou ptikladem pro pouziti 1écby
uzkého spektra a prikladem 1écby Sirokospektralni jsou kortikosteroidy nebo antibiotika

ucinna pro ob¢ nemoci. Cilem 1écby je zklidnit zanét dychacich cest a také snizit produkci
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hlenu. Pacientim je doporuceno nekoutit (Cosio et al., 2018; Hikichi et al., 2018;

Yanagisiwa a Ichinose, 2018).

3.5 Matrix metaloproteinazy (MMP)

Matrix metaloproteinazy patii do skupiny na zinku dependentnich endopeptidaz, které
byvaji také oznacovany jako matrixiny. Jsou zodpovédné za degradaci extracelularni
matrix (ECM), remodelaci tkani, ktera je ovSem za fyziologickych podminek dulezita pti
vyvoji, morfogenezi apii opravach tkani. Deregulovana (pfili§ snizend ¢&i zvySend)
aktivita MMP muze ale zpusobit az destrukci tkang, dale také $tépit a aktivovat cytokiny
nebo defensiny. To pak vede k riznym nemocim jako jsou fibroza, encefalitida, rakovina
a dalsi (Vandenbroucke et al., 2011). Do této skupiny, véetné membranové vazanych
matrix metaloproteinaz (MT-MMP), patii také kolagenazy, stromelysiny, Zelatinazy
a matrilysiny (Elkington a Friedland, 2006; Gharib et al., 2018). V¢étSina MMP je
aktivovana extracelularné, vyjimkou jsou transmembranové metaloproteinazy (MT-

MMP), které jsou aktivovany intracelularné napi. pomoci furinu (Nagase et al., 2006).

MMP se skladaji z N-konce, po ném nasleduje katalyticka doména, ktera je nasledné
spojena s C-koncem enzymu. Jsou syntetizovany V podobé proenzymu (Fernandez-
Catalan et al., 1998).

Na struktufe plicnich fibril se podileji elastin, ktery umoZznuje distenzibilitu
(roztazitelnost svalu) a kolagen typu I, ktery poskytuje svalu odolnost a pevnost v tahu.
Sténa plicnich sklipki je tvofena kolagenem typu III, zatimco bazalni membrana obsahuje
kolagen typu IV. Elastinova akolagenova vldkna jsou spojeny men$imi fibrilami
tvoficimi sit. Proto bude nejprve dochazet ke Stépeni zasit'ujicich vlaken k odhaleni

vazebnych mist enzymu (Fernandez-Catalan et al., 1998; Elkington a Friedland, 2006).

VétSina MMP se ve ustaleném stavu buiiky nachdzi v zanedbatelném mnozZstvi. Jejich
exprese je regulovana a transkripéné kontrolovana pomoci cytokini, hormond, riistovych
faktori a také interakcemi mezi bunkami ¢i bufikou a bunéénou matrix (Nagase et al.,

2006).

Endogennimi tkanovymi inhibitory matrix metaloproteinaz jsou TIMP (z angl. tissue
inhibitor of metalloproteinases) a az-makroglobulin. Makroglobulin je glykoprotein,

ktery se skldda ze 4 identickych podjednotek. Inhibuje proteindzy v tekutinach. Pfi
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inhibici vznika komplex, ktery je pak odbourdn pomoci lipoproteinového receptoru
(Nagase et al., 2006).

TIMP je protein, ktery sklada se z 184 az 194 aminokyselin. C- i N-konec je stabilizovan
disulfidickymi vazbami. Inhibujici doména se vaze na aktivni misto MMP, se kterou po
navazani tvori komplex (Murphy, 2011). Jsou znamy 4 odli$§né druhy TIMP 1-4, které se
sekvencemi aminokyselin shoduji asi v 41-52 %. TIMP2 je tvofen 194 aminokyselinami,
neni glykosylovan a ma zaporné nabity konec. Komplex MMP14-TIMP2 funguje jako
receptor pro aktivaci prozelatinasy A, ktera Vv aktivované formé hraje roli nejen
v remodelacnich procesech, ale také muize zptisobit chronickd onemocnéni ¢i nadorové
bujeni a metastaze (Fernandez-Catalan et al., 1998). Homopexinova doména nachazejici
se na C-konci obsahuje Ca?* ionty a chloridy. Inhibitor TIMP-2 se vaze pravé na tuto
doménu proMMP-2 jeho C-koncovou doménou. Vysledkem je, Ze se odstépi N-koncova
inhibi¢ni doména TIMP-2 a ta miize interagovat S dal$im aktivnim MMP (Nagase et al.,
2006).

MMP tvoii kaskady a site, které se pak slucuji a formuji tzv. ,,protedzové pavuciny®.
Proteazy totiz funguji pouze Vv kooperaci napi. s dal$imi proteazami. Nedochazi
k rovnovaze, ale neustalymi interakcemi proteint, substratii, receptord, inhibitord
a produktd S$tépeni je sit’ v konstantnim toku. Navic i MMP jsou regulovany pomoci

dal§ich proteinu, receptort atd. (Morrison et al., 2009).

3.5.1 Matrix metaloproteinaza 14 (MMP14)

Matrix metaloproteinaza 14 (MMP14) je kodovana genem MMP14, ktery lezi na
dlouhém (q) raménku 14. chromozomu (viz obrazek 4). Patii mezi transmembranové
proteiny typu |, proto byva také =znaCen jako MTI1-MMP. Do skupiny
transmembranovych proteinti patii dale jest¢ MMP15, MMP16, MMP17, MMP24
a MMP25. Jak jiz bylo zminéno, Kk aktivaci dochazi intracelularné. Enzym se také
vyskytuje v neaktivni form¢ (jako zymogen). Po odstépeni propeptidové domény dochazi
k aktivaci atyto aktivované enzymy se pak nachazi exprimované Vv cytoplazmatické
membran¢ buiky. Patii mezi hlavni proteazy degradujici EMC. MMP14 stépi kolageny
typu I, Il a 1l na dva specifické fragmenty — ¥4 C-koncova a % N-koncova ¢ast, protoze
ma vuéi nim kolagenolytickou aktivitu. Podili se na ptestavbé a modelaci skeletu

pojivovych tkani (Belvisi a Bottomley, 2003; Nagase et al., 2006; GeneCards, 2021).
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Ke stépeni dochazi ve dvou krocich. Jako prvni dojde K rozpleteni helikalni struktury
a poté K hydrolyze peptidovych vazeb. Pro §tépeni nativniho fibrilarniho kolagenu je
zapottebi hemopexinové domény. Naopak pro stépeni substratu nekolagenni povahy je
nutna piitomnost katalytické domény (Laronha a Caldeira, 2020). MMP14 je aktivatorem
proteinu MMP2, ktery se muze podilet na vzniku nadorovych bun¢k a chronickych
onemocnénich (GeneCards, 2021).

Obrazek 4: Lokalizace genu MMP14 (zaznacCeno cervenou barvou) na dlouhém (q)

raménku chromozomu 14. Pievzato z GeneCards, 2021.
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e Struktura enzymu MMP14

Enzym se sklada ze 3 ¢asti: propeptidové domény, ktera musi byt k aktivaci enzymu
odstranéna, Kkatalytické metaloproteinazové domény a homopexinové domény na C-
konci, ktera slouzi k interakci s inhibitorem. Kdyz dochazi k vazbé mezi cysteinem
nachazejicim se na propeptidu a Zn?* iontem, ktery je lokalizovan na katalytické doméng,
nachazi se MMP v neaktivni formé&. Zn?*ionty se v molekule vyskytuji ve dvou kopiich.
Jeden ma katalytickou funkci a druhy strukturni. Molekula obsahuje i Ca?* ionty, které
slouzi ke stabilizaci struktury. Zn?* ion ve vazbé Cys-Zn?" je katalyticky a reaguje s SH-
skupinou cysteinu. Pokud se tato vazba narusi, dojde k aktivaci enzymu (Bode et al.,
1993; Fernandez-Catalan et al., 1998; Nagase et al., 2006).

3.6 Kvantitativni PCR v realném ¢ase (RT-PCR)

Klasickou polymerazovou fetézovou reakci (PCR) zavedl v roce 1983 Kary Mullis. Jedna
se o relativné levnou a vSeobecné dostupnou metodu, pomoci které 1ze replikovat i velmi

malé mnozstvi nukleové kyseliny, aniz by musela byt ptfedtim klonovéana ve vektorech.

Pied PCR je nutno provedeni reverzni transkripce, ktera umozni piepis z molekuly RNA
do cDNA. Tento piepis umoziuje reverzni transkriptaza (RNaza H), ktera patii mezi

RNA-dependentni DNA-polymerazy. Pouzité primery mohou byt bud mRNA specifické,
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které jsou specifické pro urcité nukleotidové sekvence a snizuji pozadi vysledku. Nebo
univerzalni 0ligo-dT primery, které maximalizuji mnozstvi mRNA molekul z malého

mnozstvi ze vzorku. (Bustin, 2000; Bustin et al., 2005)

Pii PCR dochazi k enzymové syntéze uréitych tisekl na puvodnim vlakné DNA, které
slouzi jako templat, ve sméru 5° > 3° za pomoci DNA-polymerazy. Po denaturaci
pivodni DNA molekuly vzniknou 2 jednofetézcova (ss) vlakna, na kazdé naseda
komplementarni primer. Ty jsou pak svymi 3‘-OH konci orientovany proti sob¢ a tim
vymezuji studované tseky nukleotidd. Piidavkem DNA-polymerazy spole¢né
s nukleotidy dochazi ksyntéze novych fetézci. V metodé PCR se vyuziva
termostabilnich DNA-polymeraz izolovanych z termofilnich organismti, které odolavaji
teplotam, pii nichz bézn¢ dochazi k denaturaci DNA. Nejcastéji se vyuziva Taq
polymeraza, ktera je izolovana z bakterie Thermus aquaticus. Diky termostabilit¢ DNA-
polymerazy muize dochazet k cyklickému opakovani atim k nékolikanasobnému
zmnozeni (amplifikace) specifického useku DNA. Teoreticky lze diky postupnému
opakovani cykla ziskat 2" (kdy n = pocet cykl) kopii ur€itého tisecku DNA. Bézné se
provadi kolem 30 cykld, protoze s delsim prabéhem dochézi ke vzniku nespecifickych
produkti PCR. Z toho vyplyva, ze z pivodni dvouvlaknové (ds) DNA muize vzniknout
az miliarda kopii fragmentli poZadované sekvence, kterym se fikd amplikony. Ur€eni
pfitomnosti amplikonl ve smési se stanovuje elektroforetickou separaci v agar6zovém
nebo polyakrylamidovém gelu podle jejich velikosti nebo kvantitativnim méfenim

v realném &ase (Smarda et al., 2005).

Jeden cyklus PCR se sklada ze 3 zakladnich fazi, které se cyklicky opakuji. V tplné prvni
fazi musi dojit k denaturaci molekul dsDNA. D¢je se tak pii 95 °C. Nasleduje dalsi faze
(pti teplote¢ 55-65 °C) tzv. annealing, kdy nasedaji primery na templatova vlakna.
Posledni fazi je tzv. elongace, pii které se syntetizuji novéd vlakna DNA pomoci DNA-
polymerazy. Tato faze probiha pii 72 °C. Nasledné dochazi k opétovné denaturaci
templatové DNA jiZ nové nasyntetizovanych vldken pii 95 °C, pokracuje annealing,

elongace atd. V soucasné dob¢ se posledni 2 faze ¢asto spojuji do jedné.

Kvantitativni real-time (RT) gPCR se postupem nelisi od bézné PCR, akorat je provadéna
ve specialnim cycleru, ktery zaznamenava prabéh reakce 1 mnozstvi DNA v redlném Case
kontinualn¢ po skonceni kazdého cyklu. Pro detekci jsou vyuzivany fluorescenéni
substraty, které se vazou na molekulu DNA. Po vazbé s DNA dojde Kk vyzaieni

fluorescence, ktera je zaznamenavana pomoci detektoru. Intenzita zareni koreluje
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s mnozstvim DNA piitomné ve vzorku. Data ziskand zméfenim intenzity fluorescence
bé¢hem amplifikace jsou pouzita pro kvantifikaci bud’ relativni, to znamend, Ze se
porovnava intenzita fluorescence mezi testovanym a napiiklad referenénim vzorkem.
Nebo je kvantifikace absolutni, kdy se vytvoii kalibra¢ni kiivka pomoci sériové
nafedéného fragmentu DNA, u kterého zndme koncentraci a od kiivky je poté odecteno
mnozstvi DNA nami zméfené o dané koncentraci (Bustin, 2000; Bustin et al., 2005;
Smarda et al., 2005).

Existuji 3 varianty fluorescencniho znaceni. Prvnim je pouziti interkalacniho barviva
(SYBR Green I, ethidium bromid), dochazi K interkalaci barviva do dvousroubovice
DNA a naslednému vyzafeni fluorescenéniho signalu. Dal§i moznosti je pouziti
fluorescen¢né oznacenych primerti nebo fluorescenéné oznadenych sond (TagMan™),

které se navdzou na nasyntetizovany fragment.

TagMan™ sondy jsou, které obsahuji fluorescenéni znacku na 5°-konci a tzv. zhase¢ na
3‘-konci. Po navéazani sondy na vnitini ¢ast syntetizované sekvence za primer je diky
5¢ > 3° exonukleazové aktivit¢ Taqg DNA-polymerazy odstépena fluorescencni znacka
adochazi tak k emisi fluorescence, ktera je pak detekovana pomoci detektoru

a zaznamenavana postupné béhem kazdé faze cyklu (Smarda et al., 2005).
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4 MATERIAL a METODY

4.1 Biologicky material

Pouzitym biologickym materialem byla bronchoalveolarni lavaz (BAL), ktera byla
ziskana od pacientd s asthma bronchiale (AB) nebo od pacientti S chronickou obstrukéni
plicni nemoci (CHOPN). Vzorky byly odebrany ve Fakultni nemocnici v Olomouci na
Klinice plicnich nemoci a tuberkulozy. Celkem byly vzorky odebrany od 61 pacienti.
Z toho bylo 22 pacienti s CHOPN, kdy byla jejich diagnéza stanovena na zakladé
mezinarodnich doporuceni (GOLD — The Global Initiative for Chronic Obstructive Lung
Disease). Dale bylo 14 pacienti S AB, u kterych byla dignoza také stanovena na zakladé
mezinarodnich kritérii (GINA — Global Initiative for Asthma). a jesté bylo odebrano 25
kontrolnich vzorku (viz tabulka 1). V tabulce 1 jsou uvedeny informace 0 procentualnim
zastoupeni bunécnych populaci lymfocyti nachdzejicich se v odebrané bronchoalveolarni

lavazi pacienti.

Tabulka 1: Charakteristika pacienti

charakteristika CHOPN AB kontroly
pocet pacientli 22 14 25
kufaci 9 2 9
byvali kufaci 3 1 32
nekutéci 6 10 13
neuvedena data o koufeni 4 1 1
zeny/muzi 9/13 9/5 12/13
veékovy primér (min./max.) 56 39 46
pramér makrofagt [%] 74,2 79,8 84,1
pramér lymfocytii [%] 13,6 4.8 8,3
pramér neutrofild [%] 6,3 9,9 6,7
pramér eosinofil [%] 59 0,8 1,2
pramér CD4" [%] 32,9 35,6 43,6
Primér CD8" [%] 30,9 27,1 28,6
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4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie:
e 100% ethanol (PENTA, kat. ¢. 71250-11001)
e DEPC (Sigma-Aldrich, kat. ¢. 1609-47-8)
e destilovand voda  UltraPure™  DNase/RNase-Free  Distilled  Water,
(ThermoFisher, kat. ¢. 10977015)

e RNaseOUT™ Recombinant Ribonuclease Inhibitor, (ThermoFisher, kat. ¢.
10777019)

Pouzité soupravy:

e mirVana miRNA isolation kit (ThermoFisher, kat. ¢. AM1560)
e SuperScript™ VILO™ c¢DNA Synthesis Kit (ThermoFisher, kat. ¢. 11754250)
e TagMan® Gene Expression Assays (ThermoFisher, kat. ¢. 4351368)

Pouzité roztoky a jejich priprava:

e PBS (pH 7,4): 8 g NaCl + 200 mg KCI + 1,44 g Na2HPO4 + 245 mg KH2PO4 rozpustit
za stalého michani v 800 ml dH20, upravit na pozadované pH, doplnit destilovanou
vodou do 1 000 ml. Sterilizovat pomoci DEPC, nasledné autoklavovat.

e V piipadé nového mirVana miRNA isolation kitu k wash solution 1 ptidat 21 ml
a k wash solution 2/3 ptidat 40 ml 100% ethanolu. Roztoky dobie promichat a pro
dalsi pouziti skladovat pti 4 °C.

4.3 Seznam pouzitych pristroji a zarizeni
e Centrifuga Spectrafuge 16M (Labnet)
e Thermoblock 603/3 (Nahita)
e Laminarni flowbox BSB 4A (Gerlaire)
e Spectrafuge C1301 (Labnet)
e Termalni cycler Rotor Gene 3000 (Corbett Research)
e NanoDrop ND-1000 (Thermo Scientific)
e Mastercycler pro (Eppendorf)
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4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

44.1 lzolace RNA

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Pied kazdym pouzitim byly roztoky wash solution 1 a 2/3 a Acid-Phenol/Chloroform
vytemperovany na pokojovou teplotu.

Ke vzorkiim nachazejicim se v RNAlateru bylo ptidano cca 350 ul PBS+DEPC a byly
centrifugovany pii 4 000 g a 4 °C po dobu 60 min.

Poté byl odsan supernatant, k peletu pfidano 600 ul lysis/binding solution a vse
dikladn¢ zamichano.

K lyzatu bylo ptidano 60 pl miRNA Homogenate Additive. VVzorek byl opét dikladné
promichan a ponechan 10 min inkubovat na ledé.

Poté bylo ptidano 600 pl dolni faze Acid-Phenol/Chloroform.

Vzorek byl zamichan pomoci vortexu po dobu 60 s a pak centrifugovan po dobu 5 min
pri 10 000 g a pokojové teploté.

Po skonceni centrifugace bylo odebrano co nejvice horni faze do nové zkumavky.

K vodné fazi byl pfidan 100% ethanol o objemu 1,25x vet$im, nez byl objem, ktery
byl pfenesen do zkumavky.

Dale bylo maximalné po 700 pul vzorku naneseno na filtr, ktery byl umistén do nové
zkumavky. Poté byl vzorek centrifugovan po dobu 15 s pii 10 000 g.

Po centrifugaci byla odsana tekutina ze zkumavky. Tento proces byl opakovan, dokud
nedoslo k promyti celého obsahu vzorku.

Na kolonu bylo naneseno 700 ul wash solution, byla provedena centrifugace po dobu
10 s pti 10 000 g a opét odsana tekutina ze zkumavky.

Na kolonu bylo poté naneseno 500 ul 2/3 wash solutin. Znovu byla provedena
centrifugace po dobu 10 s pti 10 000 g a nasledné odsana tekutina ze zkumavky. Tento
krok byl zopakovan jesté jednou.

Nasledné byla provedena dalsi centrifugace po dobu 1 min pti 10 000 g, aby byla
odstranéna piebytecna tekutina z filtru.

Filtr byl pfemistén do nové zkumavky a na jeho stied bylo naneseno 100 pl predehraté
(na 95 °C) destilované vody. Byla provedena centrifugace po dobu 30 s pii 14 000 g.
Ke 100 pl vzorku byly ptidany 2 ul RNazinu.
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4.4.2 Reverzi transkripce

VSechny vzorky achemikalie byly rozpustény na ledé anasledné pomoci vortexu
promichany — kromé enzymu, protoze by mohlo dojit k jeho poSkozeni. Podle tabulky 2
byla namichana reak¢ni smés. Vice koncentrované vzorky RNA byly ziedény na stejnou
koncentraci (2x — 7 ul vzorku a 7 pl destilované vody). K reakéni smési bylo ptidano
14 ul vzorku RNA. Celkovy objem jedné reakce pro kazdého pacienta Cinil 20 pl. Vzorky
byly vlozeny do Mastercycler pro anasledné provedena reverzni transkripce dle

teplotniho profilu (viz tabulka 3).

Tabulka 2: Slozeni reakéni smési pro reverzni transkripci

pocet reakci

1 61
chemikalie objem [ul]
5X VILO™ Reaction Mix 4 244
10X SuperScript™ Enzyme Mix 2 122
vzorek RNA 14 854
celkem 20 1220

Tabulka 3: Teplotni profil reverzni transkripce

teplota [°C] ¢as [min]
25 10
42 60
85 5

4.4.3 Kvantitativni PCR

Jako prvni byla pro metodu kvantitativni PCR pfipravena reakéni smés, ktera obsahovala
20X TagMan® Gene Expression Assay, 2X TagMan® Gene Expression Master Mix
a destilovanou vodu (viz tabulka 4). Vysledny objem mixu byl kratce promichéan
a centrifugovan a poté rozdélen do zkumavek uréenych k PCR. Dale byla k mixu pfidana
templatova cCDNA. Vysledny objem jedné reakce na kazdého pacienta Ccinil
20 pl. Nasledné byly vsechny vzorky vlozeny do pfistroje Rotor Gene 3000, na
kterém byl nastaven teplotni profil pro kvantitativni PCR (viz tabulka 5).
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Tabulka 4: Slozeni reakéni smési pro PCR

pocet reakci

1 61
chemikalie objem [ul]
20X TagMan® Gene Expression Assay 1 61
2X TagMan® Gene Expression Master Mix 10 610
cDNA templat 2 122
destilovana voda 7 427
celkem 20 1220
Tabulka 5: Teplotni profil PCR reakce
Teplota [°C] cas
. 50 2 min
aktivace DNA-polymerazy :
95 10 min
denaturace 95 15s
30 cykla
annealing + elongace 60 60 s

4.4.4 Statistické vyhodnoceni

Relativni exprese genu MMP14 mezi pacienty a kontrolami byla porovnana pomoci

Mann-Whitney testu v programu GraphPad Prism, 2018 a pouze hodnota p <0,5 byla

povazovana za statisticky vyznamnou.
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5 VYSLEDKY

Byla uréena relativni exprese genu MMP14 u jednotlivych pacientt s astma bronchiale
nebo chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) a u kontrolnich vzorkd. Bylo
zjisténo, ze exprese genu MMP14 je u pacientl Sastmatem snizena V porovnani
s kontrolni skupinou (p = 0,0001, obrazek 5). U pacienti s CHOPN byla pozorovana také
snizena exprese genu MMP14 v porovnani S kontrolnimi skupinami (p = 0,0001,
obrazek 5). Relativni exprese genu MMP14 se vyznamné neliSila mezi pacienty

s astmatem a CHOPN.

Obrazek 5: Srovnani exprese genu MMP14 mezi kontrolami a pacienty sastma

bronchiale nebo pacienty s chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN)
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Legenda: Relativni exprese genu MMP14 u jednotlivych pacienti

B - s chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN)
A - sastma bronchiale (AB)

® - ukontrolnich skupin
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6 DISKUSE

U pacientd S plicnim onemocnénim byla ve srovnani s kontrolnimi skupinami sniZzena
exprese matrix metaloproteinazy 14 (MMP14). Mezi pacienty s CHOPN nebo astmatem

nebyl v expresi genu pozorovan statisticky vyznamny rozdil.

vvvvvv

et al., 1998; Otalora-Otalora et al., 2019). Emfyzém je jednim z fenotypovych projevi
CHOPN, kde dominuje destrukce alveolarniho septa (druhym fenotypem je chronicka
bronchitida). U pacient s emfyzémem autofi pozorovali zvysenou hladinu MMP14 ve
srovnani S kontrolnimi skupinami pacient. Narozdil od ptivodni studie tato bakalaiska
prace nerozliSuje mezi fenotypy. Riiznorodé zastoupeni fenotypli by proto mohlo
vysvétlit odlisné pozorovani. Dalsim vysvétlenim odliSného pozorovani by mohl byt jiny
typ biologického materialu. Konkrétné v obou pracich (Ohnishi et al.; Otalora-Otalora et
al., 2019) byla pouzita plicni tkan a MMP14 bylo stanoveno na proteinové a mMRNA
urovni. Plicni tkan pouzili také autofi celogenomové studie Zhu et al., 2020, ktera se
zaméfila na pacienty S CHOPN. Autofi pozorovali zvySenou expresi MMP14. Dle naSich
soucasnych znalosti tato prace poprvé stanovila MMP14 expresi V bronchoalveolarni

lavazi (BAL) od pacientd s CHOPN.

Tato bakaléatské prace dale pozorovala snizenou expresi MMP14 u pacientt S astmatem.
Zvysena hladina MMP14 jak v bronchoalveolarni lavazi, tak v indukovaném sputu byla
publikovana studii Maisi et. al, 2003. Tato pivodni studie méfila expresi aktivované
metaloproteindzy na proteinové urovni, zatimco exprese MMP14 v této praci byla
stanovena na urovni mRNA. Moznym vysvétlenim snizené exprese by mohla byt
negativni zpétnd vazba a zvySena aktivace MMP14 na posstransla¢ni urovni. Dal§im
moznym vysvétlenim by mohla byt odliSna klinick4 charakteristika pacientti. Plivodni
prace studovala nelécené pacienty S negativni historii koufeni. V této praci byli studovani
kuraci i nekuraci, ktefi se také lisili jejich 1é¢bou.

Snizena exprese MMP14 by méla byt predmétem dalsiho studia, které zahrne klinickou
heterogenitu u pacientti s astma bronchiale a odlisné fenotypy CHOPN. Srovname-li nase
vysledky s dal$imi studiemi o plicnim emfyzému, MMP14 by mohla slouzit jako
fenotypovy biomarker. Proto je dilezité porovnat expresi MMP14 mezi pacienty s a bez

plicniho emfyzému.
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7 ZAVER
Teoreticka ¢ast poskytuje uvod do problematiky chronické obstrukéni plicni nemoci
(CHOPN) a astma bronchiale (AB). Dale shrnuje zakladni poznatky o patofyziologii

téchto plicnich nemoci. Kratce zmifuje jejich fenotypy a 1écbu, protoze mohou mit vliv

na expresi matrix metaloproteinaz (MMP) a experimentalnich vysledki této prace.

V ramci experimentalni ¢asti nasi bakalarské prace byla méfena relativni exprese matrix
metaloproteinazy 14 (MMP14) v bronchoalveolarni lavazi (BAL) pomoci metody
kvantifikaéni PCR v realném case (RT-PCR). V obou ptipadech byla u pacientt
s CHOPN nebo s AB pozorovana snizena exprese MMP14 v porovnani S kontrolni
skupinou pacienti. Mezi pacienty s CHOPN nebo AB nebyl v expresi MMP 14 pozorovan
signifikantni rozdil. ProtoZze expresni data nemusi korelovat s proteinovou hladinou, mély
by dalsi prace méfit MMP14 na proteinové urovni, a predev$im uréit hladinu aktivni
formy MMP14. Piimé stanoveni enzymové aktivity by mohlo piispét k objasnéni
patofyziologické role MMP14 u CHOPN a AB. MMP14 by mohla také slouzit jako
fenotypovy biomarker. Tyto vysledky je ovSem potieba potvrdit rozséhlejsi klinickou

studii s vice pacienty, ktera zahrne do analyzy odlisné fenotypové projevy CHOPN a AB.
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