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Abstract:

Idiopathic pulmonay fibrosis (IPF), extrinsic alergic alveolitis (EAA) and sarcoido-
sis are interstitial lung diseases (ILD) of distinct pathogenesis. While IPF represents pri-
marily fibrosing lung disorder of unknown etiology with dominant Th2 cytokine milieu,
sarcoidosis is a systemic disease presenting with noncaseating granulomas and Thl cy-
tokine pattern. EAA develops after repeated exposure to inhalation antigens, and can
present either with a granulomatous formation or progressive pulmonary fibrosis accor-
ding to the stage of the disease and relationship between antigen exposure and immune
system status.

Th1/Th2 imbalance is dominant feature of these ILDs and we suppose that
the susceptibility tothem could be genetically encoded in cytokine gene poly-
morphisms. Cytokine gene polymorphisms could influence cytokine protein expression,
which might lead to imbalance of Th1/Th2 immune reactions. Enhanced Th2 type cy-
tokine production might induce the alternative activation of alveolar macrophages
(AM), with consequent stimulation of colagen production by fibroblasts. the way from
gene to protein leads through messenger RNA (mRNA) expression. Results of the pilot
studies suggest that expression profiling could help to identify pathways relevant
to pathogenesis of these disorders. The aim of our study was to ellucidate possible
pathogenic pathways of ILDs, from cytokine genes through mRNA to localized proteins
expressions. We think that this kind of approach could help us to better understand ILDs

pathogenesis.



Abstrakt:

Idiopaticka plicni fibréza (IPF), exogenni alergicka alveolitida (EAA) a sarkoidéza
jsou intersticidlni plicni procesy (IPP) s odliSnou patogenezi. Zatim co IPF pfedstavuje
primarni fibrotizujici plicni onemocnéni s nezndmou etiologii s prevazujicim Th2 cy-
tokinovym prostfedim, sarkoiddza je systémové onemocnéni charakterizované ptitom-
nosti nekaseifikujicich granulomii a Th1 cytokinovou odpovédi. EAA se vyviji po opa-
kované expozici inhalovaného antigenu, a miZe byt prezentovana bud’ vznikem
granulomu nebo progresivni plicni fibrézou v zavislosti na stddiu onemocnéni a vztahu
mezi expozici antigenu a stavem imunitniho systému.

Th1/Th2 nerovnovaha je dominantnim znakem téchto IPP a dle naSi ptredpokladd,
nachylnost k danym onemocnénim by mohla byt geneticky zakddovana v genovych
polymorfismech cytokini. Cytokinové genové polymorfismy mohou ovliviiovat expresi
cytokinovych proteinii, coz miize vést k nerovnovaze Thl/Th2 imunitnich reakci.
Zvysena produkce cytokint Th2 skupiny muze indukovat alternativni aktivaci alve-
olarnich makrofagli (AM) s néslednou stimulaci fibroblastt k produkci kolagenu. Cesta
od genu k proteinu vede ptes expresi mRNA. Vysledky pilotnich studii naznacuji,
ze expresni profil by mohl identifikovat cestu k patogenezi téchto onemocnéni. Cilem
nasi studie bylo objasnit mozné patogenetické cesty vedouci k IPP, od cytokinovych
gent, pres mRNA k lokalizaci proteinové exprese. Domnivame se, Ze timto zpisobem

budeme schopni 1épe porozumét patogenezi IPP.
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1. Uvod do problematiky a hlavni cile prace

Intersticialni plicni procesy (IPP) jsou heterogenni skupinou postizeni dychaciho
ustroji, kterd je charakterizovdna akutnim i chronickym zanétem a obvykle irreverzibi-
Inim procesem fibrdzy intersticia a alveolarnich prostor (Schwarz et al, 2003).

Fibroza je patologicky proces, ktery postihuje plicni tkan. Dochézi k poskozeni pfi-
rozené architektoniky plic a nahrazeni fibrotickou tkani. Vzniklé zmény jsou nevratné
a projevi se postupnou redukei plicni tkdné, jeZ uz neni schopna vymeény dychacich ply-
nd. Pacient tento stav pociti jako nartstajici zhorSeni dychacich funkei, které mutze
skoncit az stavem, kdy je jedinym feSenim transplantace plic.

Vyvolavajici stimul je u tohoto procesu nezndmy. Nicméné je zndma celd fada fak-
tort, jeZ se na tomto procesu podili. Jsou to faktory, které vyvolavaji tkaovou remode-
laci, proliferaci fibroblastli a ukladani extracelularni matrix. Jedna se o mechanismy za-
hrnujici koagulaéni systém, oxidaéné/antioxidacni rovnovahu, reakce jednotlivych bu-
néénych populaci. Zcela nepochybné v tomto procesu hraji roli i cytokiny, na néZ jsme
se zaméfili v nasi studii.

Vychézime z hypotézy, ze plicni fibrotické procesy mohou byt charakterizovany
riznymi genovymi expresnimi znaky, které ve svém diisledku modifikuji proces vedou-
ci k plicni fibréze a urcuji heterogenitu klinického obrazu fibrotizujicich plicnich proce-
st. O¢ekavame, Ze tyto specifické znaky by mohly vést v idedlnim ptipadé¢ k identifika-
ci novych biomarkert s cilem 1épe diagnostikovat a klasifikovat tato onemocnéni. Casto
je totiz problém dle klinickych projevu a histologického nalezu urcit, o které onemocné-
ni se skute¢né jedna, jelikoz maji velice obdobny obraz postiZzeni.

Na rozdil od vétSiny studii jsme se rozhodli sledovat genovou expresi v broncho-
alveolarni tekutin¢ (BALT) odebrané béhem bronchoskopie. Pfedpokladame, ze budeme
tak schopni 1épe zhodnotit aktudlni stav fibrotického procesu v plicich a urcit prognozu
onemocnéni z tekutiny, ziskané ptimo z pacientovych plic. V BALT se nachézeji bunky,
jez sekretuji celou fadu latek, véetn€ cytokintl, a demonstruji pribeh daného onemocné-
ni. Zménou genové exprese cytokinii mize byt ovliviiovan i jejich genovy polymorfis-
mus a nasledné jejich proteinova hladina €1 funkéni aktivita. Zmény v cytokinovych hla-
dinach by mohly ovliviiovat i hladiny chemokinii v cilovych tkanich a organech a vést
k aktivni fibroprodukei jako odpovédi na sice nezndmy, ale pravdépodoné spolecny sti-

mul.



2. Intersticialni fibrotizujici plicni procesy

Intersticialni plicni procesy (IPP) jsou heterogenni skupinou postiZzeni dychaciho
ustroji, ktera je charakterizovdna akutnim i chronickym zdnétem a obvykle irreverzi-
blnim procesem fibrézy intersticia a alveolarnich prostor (Schwarz et al, 2003). Plicni
intersticium je prostor ohrani¢eny endotelovymi bunikami plicnich kapilér a alveolarnim
epitelem, perilymfatické a perivaskularni interseptalni prostory a centralnéji uloZené
peribronchialni prostory. Ve vétSin€ ptipada jsou vSak zaroven postizené i samotné alve-
oly.

Za normalnich okolnosti plicni intersticium obsahuje elementy plicni pojivové
tkané: kolagen, elastin a fibrily retikulinu, matrix sloZenou s glykosaminoglykanti, poly-
sacharidii a nekolagennich proteini fibronektinu a lamininu. Bunééna slozka je mi-
nimalni, malé mnozstvi makrofagli, mastocystl, plazmatickych buné€k, fibroblasti
a myofibroblasti (Vasdkova, Vnitini 1ékatstvi I11A, 2001).

Dojde-1i k poSkozeni plicnich sklipktl a plicniho intersticia nezndmym insultem, do-
chézi v prvni fazi k akumulaci leukocytii a k mnozeni regenerujicich buné€k, pneumocy-
th Il.typu a fibroblasti, které indukuji tvorbu extraceluldrni matrix. V druhé fazi se zvy-
Suje mnozstvi monocyti a makrofagl. Pfi zhojeni ad integrum dochéazi k rychlému
poklesu neutrofilii a v misté poSkozeni zistavaji pouze makrofagy. Mize ovSem dojit
k imunopatologické reakci vedouci k nekontrolovatelné fibroprodukci a k destrukci
plicni architektoniky, jako u idiopatické plicni fibrozy. V tomto ptipadé neutrofily zh-
stavaji déle a navic se objevuji dalsi buiiky imunitniho systému, jako T a B lymfocyty
a plazmatické bunky produkujici celou fadu profibrotickych faktori, véetné cytokint
(Obr.1).

IPP maji nejednotnou etiologii, ale Casto sdileji stejny vzorec postizeni fyziolo-
gickych funkci. Jsou funkén€ charakterizovany restriktivni ventilaéni poruchou
s projevujici se redukci plicni poddajnosti, coz je zplsobeno ztratou plicniho objemu,
redukovanou roztazitelnosti alveolii a zménami v elastickych vlastnostech plice ¢i
zvySeni povrchového napéti v alveolech.

Statické plicni objemy jsou u IPP v typickych ptipadech redukovany, ale v poca-
teCnich stadiich mize byt hodnota vitalni kapacity (VC) v normé. Dynamické spiromet-
rické hodnoty, métici funkei dychacich cest, jsou u IPP obvykle normalni. OvSem cha-
rakteristickym nalezem u vétSiny IPP je porucha vymény plynid projevujici se klidovou

hypoxemii a zvySenym alveoloarteridlnim kyslikovym gradientem.



Pti diagnostice IPP maji nezastupitelnou roli zobrazovaci techniky. V prvni fad¢ je
to radiologické zobrazeni, a to zadoptedni skiagram hrudniku, ale podstatné vice infor-
maci o postizeni intersticia nam da vypocetni tomografie hrudniku s vysokou rozliSova-
ci schopnosti (HRCT). Dal§im dtleZitym vySetfenim je bronchoalveolarni lavaz a plicni
biopsie-bronchoskopicka (transbronchidlni) nebo chirurgicka.

Prepoklada se, ze prevalence IPP je podstatné vyssi nez je statisticky hlaseno, pro-
toze fada onemocnéni neni pravdépodobné vitbec rozpoznana. Celosvétove je prevalen-
ce odhadovana na 13-20/100.000 obyvatel a incidence 7-11/100.000 obyvatel (Coultas
et al., 1994).

Vyskyt IPP miize byt asociovan i s jinym onemocnénim (Tab.1). V nasi studii jsme
se zaméfili prevazné na 3 onemocnéni, ktera se projevuji v riznych stadiich riznym
stupném fibrotizace plicni tkdné. Nasledujici kapitola bude stru¢né pojednavat o za-
kladnich charakteristickych znacich téchto tii chorob. Jedna se o idiopatickou plicni

fibrozu, sarkoidozu a exogenni alergickou alveolitidu.

krevni sraZenina
MMPs _ it v
Prokoagulacni At

'BI ) @-BI o @ . S

Rustové Th2

faktory cytokiny T
migrace TGF-p PGE,
proliferace / ‘

Fibroblasty %

Myofibroblasty
Obr. 1: Schema vyvoje plicni fibrozy.

Aktivované epitelialni bunky sekretuji Fadu medidatori, které vytvari silné profibrotické
mikroprostiedi. EMT=epithelialni-mesenchymalni prechod; MMPs=matrix
metaloproteindazy, PGE,=prostaglandin-2, TGF-f=transformujici ristovy faktor, Th2=
T-helper lymfocyty, 2.typu.

Upraveno dle Selman a Pardo, 2006.:
http://pats.atsjournals.org/cgi/content/full/3/4/364
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Tab.1: Klasifikace IPP dle klinickych symptomui nebo podle histopatologickych nalezii

(priklady z Schwarz MI, King TE, Intestitial Lung Disease):

SmiSena onemocnéni pojiva spojena s IPP:

* Revmatoidni artritida

* Systémovy lupus erythematodes
e Sklerodermie

e Primarni Sjogrentiv syndrom

* SmiSené onemocnéni pojiva

Léky a 1é€ebné modality spojené s IPP:

« antibiotika (cefalosporin, monocyklin, sulfasalazin...)

« protizanétlivé léky (penicilinamin, nesteroidni antihistaminika...)

« chemoterapeutika, protinadorové léky

 neurotropni, psychotropni Iéky (fluoxetin, dilantin, antidepresiva...)
+ radiace

. kyslik

IPP spojené s expozici antigeniim profesionalniho prostfedi nebo zivotniho prostredi:

« exogenni alergicka alveolitida (EAA)

« silikoza, azbestoza, berylioza

« fibréza z trvdych kovi

« nemoc chovatelil ptakt, chovatel kufat, chovatel holubt, farmarska plice,
plice péstitelt tabaku, plice zpracovatell ryb, plice kozesniki, plice péstitelti

Zampiond, plice mlynarska, plice laboratornich pracovnikd...

Autoimunitni choroby spojené s IPP:

+ Autoimunitni hemolyticka anemie
 Idiopatickeé stfevni zancty
« Celiakie

+  Chronicka aktivni hepatitida

IPP primarni nebo spojené s jinymi nemocemi:

« Sarkoidoza
 Idiopaticka plicni fibréza (IPF)

« IPP spojené s Diabetes mellitus

11



2.1 Idiopaticka plicni fibroza (Kryptogenni fibrotizujici alveolitida)

Idiopatickd plicni fibroza (IPF) je zdvaznym onemocnénim s nepfiznivou progno-
zou, se stfednim pfezitim pacientli navzdory 1écbé 3-5let (Grutters, 2005). Etiologie
a patogeneze onemocnéni neni zatim plné€ objasnéna, nicméné se predpoklada, ze pfici-
nou fibroprodukce, jako odpovédi na neznamy vyvoléavajici insult, mize byt nerovnova-
ha imunitni odpovédi, ve smyslu Th2 typu. Sklon reagovat Th2 typem imunitni odpove-
di mtze byt zakotven v genetickém kodu, a to v oblasti genli pro cytokiny (Marshall,

1997).

2.1.1 Etiologie

Drtive se predpokladalo, ze IPF vzniké jako reakce na zanétlivy proces, jenz presel
do chronického stadia a posléze vedl k fibrotickému poSkozeni (Miiller et al, 1997).
Pokud by byl chronicky zanét prerusen jest¢ pired samotnym irreverzibilnim posko-
zenim plicni tkdné, bylo by mozné se vyhnout dalSi progresi a zamezit vzniku fibro-
kortikosteroidy a imunosupresiva, ovSem bez vétSiho uspéchu (Gross TJ a Hunninghake
GW, 2001).

Dnes je ovSem pfijimana nova teorie a to, Zze neznamy stimul zpisobuje opakované
poskozeni plicni vystelky vyustujici v nekontrolovatelné a progredujici jizveni. Zanét je
az sekundarni reakci. Lécba dle této teorie by méla vychazet primarné ze zabranéni
zvySené produkce vaziva.

Diilezitou roli v tomto procesu hraje i imunitni systém jedince reagujici prevazné
Th2 odpovédi. Alveolarni makrofagy jsou prostfednictvim skupiny Th2 cytokind al-
ternativné aktivovany a zvySuji produkci fibronektinu atim i fibrogenezi ve fibrob-
lastech. Béhem této aktivace makrofagy produkuji izvySené mnozstvi chemokinu

CCL18 (Prase et al, 2006).

2.1.2 Klinické projevy

IPF se klinicky projevuje progredujici ndmahovou a posléze klidovou dusnosti.
U nékterych pacientll miize dojit k tzv. akutni exacerbaci IPF, ktera se projevuje ndhlym
klinickym zhorSenim s poklesem plicnich funkci a radiologickym nalezem tzv. mlécné-

ho skla svédcicim pro alveolitidu (Ambrosini et al, 2003).
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Nekteti pacienti maji i makroskopicky patrné zmény fenotypové, jako prsty s nehty
tvaru hodinového sklicka (Obr.2) a poslechovy fenomén krepitu slySitelny nad plicnimi
bazemi.

Radiologicky nélez je charakterizovan pruhovitymi opacitami az obrazem vostinovi-
té plice, typicky je patrné zmenseni plicnich poli. Nalez v BAL je charakterizovan
zvySenim granulocytli a minimalnim zvysSenim lymfocytd, pifimés eosinofilli sveédci
pro horsi prognozu.

Pro potvrzeni diagndzy pfii atypické manifestaci onemocnéni, nejasnych klinickych
projevech a radiologickém obrazu, se pfistupuje k plicni biopsii ukazujici patologicko-

anatomicky obraz postizeni.

2.1.3 Vyskyt a diagnostika

Diagnostika IPF se opird o kritéria dand American Thoracic Society/European Re-
spiratory Society (ATS/ERS) (International Consensus statement: Idiopathic pulmonary
fibrosis. Am J Respir Crit Care Med 2000;161;646-664) (Tab.2). Zaklada se na
anamnéze, klinickych symptomech, radiologickém nalezu, HRCT, bronchoskopii s od-
bérem BAL, histologickém obrazu z plicni biopsie a laboratornich testech. Pfesto je toto
onemocnéni znaéné poddiagnostikovano. Prevalence IPF je celosvétové odhadovana
na 13-20/100 000, incidence 7-11/ 100 000 a stoupa s v€kem. NejCast€jsi pacienti jsou
v rozmezi 40-70 let, asi dvé tietiny jsou nad 60 let. Nepatrn¢€ vyssi je vyskyt u muzu.
Celosvétovy vyskyt nemd zadné geografické umisténi, nesouvisi ani s rasou nebo

etnikem.

2.1.4 Lécba

Ackoliv z patogeneze onemocnéni vyplyva, Ze zanét neni hlavni patofyziologickym
podkladem, obvyklou Ié¢bou byva kombinace kortikoidti (prednison) + azathiprinu +
cyklofosfamidu. Racionalnim by se tedy zdalo pouZiti antifibrotickych 1éki (kolchicinu,
D-penicilaminu), nicméné nebyl prokazan jejich pozitivni efekt oproti placebu. Nyni
se testuji léciva zalozend na imunomodula¢nim G¢inku IFN-1b (viz. Kapitola Cytokiny).
V pokrocilych stadiich onemocnéni s respiracni insuficienci se pacientim poskytuje

trvald lécba kyslikem. Pfi zhorSeni stavu se uvazuje o transplantaci.
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Tab.2 : Kritéria ATS/ERS pro stanoveni diagnozy IPF

« vylouceni jinych pfi¢in difuzniho plicniho onemocnéni
 restriktivni ventilaéni porucha, zvyseny pomér FEV1/FVC a (nebo) izolované
postizeni vymény krevnich plynii

+ typické abnormality na RTG a HRCT hrudniku

Hlavni kritéria (musi byt splnéna vSechna):

« vylouceni jinych pti¢in difuzniho plicniho onemocnéni

 restriktivni ventila¢ni porucha, zvyseny pomér FEV1/FVC a (nebo) izolované
postizeni vymény krevnich plyni

 Dbibasilarni retikularni zmény s vostinovitou plici a malo nebo zadné zmény
typu ground glass na CT

+ transbronchidlni biopsie nepotvrzuje jinou diagnézu nebo granulocytarni

bronchoalveolarni lavaz

Vedlejsi kritéria (musi byt splnéna za %):

« vék nad 50 let
« pozvolny nartst dusnosti
« trvani obtizi déle nez 3-6 mésicu

 bilaterdlni bazalni chripky

Obr. 2: Prsty s nehty tvaru .hodinovych sklicek
Upraveno dle vyukovych materialii 2.LF UK:
http://www.lf2.cuni.cz/projekty/interna/zof/vysetreni/srdce i.htm
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2.2 Sarkoidoza

Systémové onemocnéni charakterizované pritomnosti nekaseifikujicich epite-
loidnich granulomt, ale mtZe se projevit nekrdza fibrinoidni s naslednou resorbei nebo
vznikem centralni hyalinni fibrozy. Casto se vyskytuje v kombinaci s postizenim jinych
organu (ktize, kloubti, oka, lymfatickych uzlin, jater, sleziny, svall, srdce, nervového

systému atd.). Plice byvaji postizeny v 90% ptipadt.
2.2.1 Etiologie

Pfi¢ina onemocnéni je nejasnd. Predpoklada se reakce organismu na antigeny, které
se do plic dostavaji inhala¢ni cestou. MiiZze se jednat o infek¢ni agens (mykobakterie,
mykoplazmata, viry), ale i nékteré rostlinné nebo anorganické latky.

V postizené tkani dochéazi ke vzniku granulomu, jenZ je tvofen zanétlivymi bui-
kami, pfevazné transformovanymi makrofdgy na obrovské mnohojaderné epiteloidni
burniky. V centru granulomu se pak akumuluji CD4" T lymfocyty, zatimco cytotoxické
CD8" T bunky jsou na okrajich spolu s fibroblasty. Vznika oligoklonalni bunééna odpo-
véd’ ovlivnéna cytokiny Thl skupiny (reakci podporuji IL-12, IL-18, INF-y a TNF-a,
naopak ji tltumi TGF-p).

2.2.2 Stadia onemocnéni

Jednotlivd radiologickd stddia onemocnéni jsou charakterizovana v zavislosti

na mife a typu postizeni plicni tkané (Tab.3):

Tab.3 : Charakteristika jednotlivych radiologickych stadii sarkoidozy

L.stddium hilova a mediastindlni lymfodenopatie bez postizeni plic
II.stadium prvni znatelné zmény ve smyslu plicniho granulomatdzniho zdnétu
[1.stadium zacinaji byt patrné i rzné stupné plicni fibrozy

I'V.stadium pouze fibrotické zmény

2.2.3 Kilinické projevy

Akutni faze (Lofgrentiv syndrom) je charakterizovana horeckami, bolestmi kloubii
(polyartritida), koznimi projevy (erythema nodosum) a ztratou reaktivity na tuberkulin.
V chronické fazi se u vétSiny nemocnych sarkoidéza projevuje celkovymi piiznaky jako

unavou, nechutenstvim, zvySenou teplotou. Casty je kaSel a ndmahova dusnost.
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2.2.4 Diagnostika

Diagnoéza se opira o kritéria dand American Thoracic Society/European Respiratory
Society/World Association of Sarcoidosis and Granulomatous Disorders statement on
sarcoidosis (WASOG). Opét je zaloZena na anamnéze, klinickych symptomech, radiolo-
gickém nalezu, HRCT, bronchoskopii s odbérem BAL, histologickym nélezem a labora-
tornich testech. V bronchoalveolarni lavazi nachazime zpravidla pievahu CD4" T lymfo-
cyti. Dilezité jsou histologicky doloZzené granulomatdézni zmény na postizenych
tkanich. Pacienti navic podstupuji transbronchidlni biopsii, nebo transbronchialni punk-
ci lymfatickych uzlin, ¢i videothorakoskopické vysetieni, jez potvrdi jejich diagnozu
s velkou pravdépodobnosti.

Velmi typicky ndlez pro sarkoidozu je porucha metabolismu vapniku, hyperkalcémie
a hyperkalciurie. Zprvu prevladala doménka, Ze jde o zvySenou citlivost k vitaminu D3,
az do chvile kdy Adams et al., 1983 podali ptesvédCivy dikaz o tom, ze aktivované
makrofagy jsou schopné metabolizovat v kultufe 25-hydroxycholekalciferol na 1,25-di-
hydroxykalciferol (kalcitriol), coz je aktivni forma vitaminu D3. Navazanim kalcitriolu
na lymfocytarni receptory dochazi ke tvorbé produkce fady cytokinii, které ovliviuji
prabéh granulomatdzniho zanétu (Reichel et al, 1989).

U pacientt se sarkoidézou detekujeme také zvySenou hladinu sérového ACE (angi-
ontezin konvertujiciho enzymu). ACE se podili na pfemén¢ angitenzinu i na angiotenzin

IT a tim padem i nepfimo na zvySeni krevniho tlaku.

2.2.5 Vyskyt

Sarkoido6za Castéji postihuje Zeny neZ muze a mezi postiZzenymi je prevaha nekufa-
ka. Nejvyssi vyskyt je ve véku 30-50 let, déti byvaji postizeny vzacné. Nebyla prokaza-

na zadna souvislost vyskytu sarkoid6zy s ohledem na rasu ¢i kontinentalni rozmisténi.

2.2.6 Lécba

Vzhledem k tomu, Ze u nékterych nemocnych dochézi k spontdnni remisi je vhodné
u asymptomatickych stadii I. A II. sléCbou vyckat 6 avice mésicl. Indikaci k ne-
odkladnému zahgjeni 1éCby je uveitida (zanétlivé ofni onemocnéni uvey- duhovky,
cévnatky a fasnatého téliska), neurologické postizeni, sarkoidoza srdce, hyperkalcémie,
symptomatické a progredujici plicni stadium II. A III. Lékem prvni volby byva predni-

son.
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2.3 Exogenni alergicka alveolitida (EAA)

Granulomato6zni plicni postizeni vyvolané pozdni ptecitlivélosti na inhalované or-
ganické antigeny. Muze se jednat o termofilni aktinomycety, plisné, rizné Zivocisné
a rostlinné proteiny a chemikalie. Vzhledem k mozné expozici antigenim v pracovnim
prostfedi se mize jednat i o profesionalni onemocnéni (farmaiska plice, plice holubari,

plice péstiteltt Zzampioni...atd.)
2.3.1 Etiologie

Dulezitou roli zde hraje imunologicka vnimavost postizeného vedouci k imunopa-
tologické reakci pozdni precitlivélosti se sklonem ke granulomatéznimu zanétu.

Spoustécim mechanismem je tedy opakovany kontakt a senzibilizace k antigenu.

2.3.2 Stadia onemocnéni

Tab.4: Charakteristika jednotlivych typii EAA

po masivnim kontaktu s danym antigenem, po ukonceni expozice
akutni EAA  |spontdnn¢ ustupuje. Pfevazuje postizeni imunokomplexy a latkami

uvolnénymi z aktivovanych neutrofild.

po opakovaném setkani, ziidka ustupuje spontanné, ale Ize ovlivnit
subakutni EAA |lé¢bou. V této a nasledné chronické fazi hraje roli opozdény typ

precitlivélosti zprostiedkovany T lymfocyty.

chronickd EAA |chronicka expozice, irreverziblni zmény v plicnim parenchymu

2.3.3 Klinické projevy

U akutni EAA dochazi po 4-12 hod od expozice s antigenem ke kasli, horeckam,
zimnici, duSnosti. U subakutni a chronické EAA je zacatek pozvolny- kaSel, inava, po-

zvolna narustajici ndmahové dusnost. MiiZe nastat i vahovy ubytek.

2.3.4 Diagnostika

Diagndéza se opira o prikaz expozice antigenu v pracovnim nebo domécim prostiedi,
o klinicky obraz, radiologicky nélez a ndlez v BAL event. plicni biopsii.
Pii akutni formé je vyrazna leukocytoza s neutrofilii (u chronické mirnd). V bron-

choalveolarni lavazi nachazime ptevahu CD8" T lymfocytu.
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Dochazi k vzestupu imunoglobulinil (pfedevsim IgG, ne IgE), detekujeme i pfitom-
nost precipitujicich protilatek v séru proti vyvolavajicimu antigenu (ne vzdy a ne pfii
1é¢be kortikoidy). Rentgenovy obraz plic je v akutni fazi normalni, poptipad¢ se zde vy-
skytuji jen drobna loziska ev. migrujici infiltraty. Je pravdépodobné, Ze pacienti s akutni
formou EAA reaguji na expozici inhala¢niho antigenu rozvojem Thl imunitni odpovédi
(Sterclova, Vasakova, 2008).

Chronicky probihajici formu EAA je nékdy velmi t€zké odlisit od idiopatické plicni
fibrozy. Projevuje se snizenim vitalni kapacity plic, poruchou difuse, pfiznaky arteridlni
hypoxémie a neptfehlédnutelnym radiologickym nalezem, ktery se mize blizit obrazu
IPF. Histologické nalezy u chronickych forem EAA koreluji s prognézou nemocnych.

Zohlediuji rozsah fibrozy versus rozsah reverzibilnich zmén.

2.3.5 Lécba

vvvvvv

se pouzivaji kortikosteroidy. V chronickém stadiu je 1écba kortikosteroidy méné
uspésna a pii nedostatecné odpovédi na steroidni 1écbu se zahajuje kombinovana 1écba
kortikosteroidy a imunosupresivy. Specifickd hyposenzibilizacni 1écba neni v tomto pfi-

padé ucinna.
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3. Cytokiny plicnich fibrotizujicich procesi

3.1 Obecny uvod

Cytokiny jsou zakladnimi reguldtory imunitniho systému. Jedna se o relativn¢ malé
proteiny, které jsou produkované nejen leukocyty, ale i jinymi buiikami. pro jejich pliso-
beni je nezbytnd vazba na pfislusny receptor. Vyznacuji se pleiotropnim, synergickym
a redundantnim uc¢inkem. Lze je klasifikovat dle rGznych kritérii: naptiklad dle struktu-
ry, dle funkce, dle bunék, které je produkuji.

V nasi studii jsme se blize zaméfili na rozdéleni Th1/Th2 skupiny cytokind, a to
z divodu, Ze nerovnovaha mezi témito dvéma skupinami cytokini je podkladem
pro imunopatologicky vyvoj fady onemocnéni véetné intersticidlnich plicnich procesu
(IPP).

Zakladni déleni cytokint dle lymfokinové aktivity a sekretovanych proteinti na Thl
(IFN-y, IL-2) a Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) skupinu poprvé provedl Mosmann et al. V roce
1986 a zahy také popsal vliv nerovnovahy Th1/Th2 cytokinl na rozvoj a prabéh imu-
nopatologickych stavii. Pozd&ji se jednotlivé skupiny rozsifily o dal$i cytokiny, dnes
mezi Thl cytokiny fadime: IFN-y, IL-2, TGF- a mezi skupinu Th2: IL-4, IL-5, IL-6,
IL-7, IL-10, IL-13. Také Th bunky ziskaly ,,nové* Cleny: napiiklad Th3 lymfocyty pro-
dukujici ptevazné TGF-B, Th17 lymfocyty, které svlij ndzev ziskaly diky produkci IL-
17. Uz nyni je ale ziejmé, Ze toto rozdéleni neni zcela striktni a Ze jednotlivé cytokiny
diky svému pleiotropnimu u¢inku mohou mit za riiznych podminek rizné funkce.

Th1 skupina cytokind se podili na obrané zejména proti intraceluldrnim parazitim,
tim, Ze stimuluje makrofagy (pfedev§im IFN-y), a tak nepfimo podporuje fagocytézu
a pomaha pfi tvorbé zanétu. Th2 cytokiny se uplatituji v boji proti extraceluarnim pa-
togentim a proti mnohobun&énym parazitdm. Ucastni se reakci, které vedou k silné pro-
dukci protilatek a aktivaci eosinofili. Vzajemné tyto dveé skupiny cytokina plisobi anta-
gonisticky a inhibuji produkci cytokini druhé skupiny. Interferon-y (IFN-y), jakoZto
typicky produkt Thl bunék, dokaze potlacit u€inek interleukinu 4 (IL-4) a tim padem
i diferenciaci v Th2 sméru. Tento vztah plsobi i opacné, tzn. ze IL-4 inhibuje Thl cy-
tokinovou diferenciaci. Opét zde zalezi na mnoha vedlejSich faktorech, jako hladiny
ostatnich cytokind, zralost ¢i pfitomnost dal§ich bunék (napt. makrofagi), jez poskytuji
T lymfocytim cytokiny potiebné k jejich diferenciaci a kostimula¢ni signaly nezbytné

k jejich aktivaci.
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Pii nerovnovaze Th1/Th2 hladiny cytokinid mize dojit k rozvoji celé fady imunopa-
tologickych stavii. Pfevazuje-li Thl cytokinova odpoveéd, miize to vést k rozvoji au-
toimunitnich onemocnéni, jako je Crohnova choroba, ulcerozni kolitida atd., naopak
nadprodukce Th2 se mizZe projevit jako alergické onemocnéni (astma, atopickd dermati-
tida) nebo chronické fibroproliferativni stavy (IPF, systémova skler6za) (Romagnani,

1999).

buiiky vyvelavajici zanét buiiky plicniho parenchymu
eosinofil epitelialni
mastocyt

alveolarni

makrofig y
@ endotelialni bunky
lvmfocyt

Obr.3: Schema zobrazujici patogenezi plicni fibrozy.

Bunky plicniho parenchymu i bunky vyvolavajici zanét produkuji radu faktori
stimulujici proliferaci fibroblastii: IL-4=interleukin-4, IL-1=interleukin-1, FGF-
2=riustovy faktor fibroblastii, TGF-f= transformujici rustovy faktor beta, TNF-
a=tumor nekrotizujici faktor alfa, PDGF=destickovy rustovy faktor, IGF=inzulinovy
ristovy faktor, HB-EGF= heparin vazajici epidermalni rustovy faktor. Cytokiny
s opacnym antifibrotickym ucinkem: IFN-y=interferon gamma; PGE2=prostaglandin
E2.

Upraveno dle Manson et al.(1999):
http://'www.nhlbi.nih.gov/meetings/workshops/ipf-sum.htm
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3.2 Role cytokinii v plicnich fibrotizujicich procesech

Cytokinova nerovnovaha se projevuje v celé fad¢ intersticidlnich plicnich procesii,
které mohou vyustit v progresivni fibrotizujici proces s naslednou devastaci architekto-
niky plicni tkdn€ a postupnou ztratu funkce plic.

Th1/Th2 paradigma plati i u sarkoidozy. Ménici se cytokinové prostfedi ovlivituje
formaci granulomii a rozvoj plicni fibrézy. Pokud na pocatku ptevazuje Thl odpoved’,
dochazi ke kompartmentalizaci T lymfocytl, tvorbé granulomu a inhibici fibrogeneze.
Kromé stimulace tvorby granulomt vedou také Thl cytokiny, IFN-y a IL-2, k rozvoji
alveolitidy. Pokud u nemocného dojde na pocatku k pievaze produkce Th2 cytokint,
rozviji se plicni fibréza. U nemocnych se sarkoiddézou byla prokazana vysSi exprese
TNF ligandl a receptorit T lymfocyty a také vySsi exprese IL-1, IL-6, IL-8, IL-15,
IL-18, TNF-a a GM-CSF alveolarnimi makrofagy. Prechod k plicni fibroze zajist'uji
zejména fibrogenni cytokiny TGF-B, PDGF a IGF-I.

U exogenni alergické alveolitidy (EAA) vede pocate¢ni produkce Thl cytokind
k rozvoji hypersenzitivni reakce a antigen specifick¢ imunitni odpovédi. Jeji chronicka
forma miiZe byt charakterizovana rozsahlou fibr6zou, kdy granulomat6zni formace cha-
rakterizujici Th1 odpovéd postupné mizi. (Schuyler et al., 2000; 2003).

U idiopatické plicni fibrozy (IPF) je ptfedpokladan primarni vliv Th2 odpovédi a na
rozdil od pfedeSlych dvou onemocnéni je zde fibréza jevem prvotnim. U tohoto
onemocnéni jsou alveolarni makrofagy alternativné aktivovany prostfednictvim Th2 cy-
tokinll. Zvysuji produkci fibronektinu a tim podporuji i fibrogenezi ve fibroblastech
a dochdzi tak k rozvoji plicni fibrozy.

Zda se tedy, ze cytokinovy profil uplatiujici se pfi imunitni odpovédi urcuje fenotyp
choroby, ktery nasledné¢ zodpovida za uzdraveni ad integrum nebo progresi do fibréozy.
Nasledujici kapitola bude pojednéavat o jednotlivych skupinach cytokind, které mohou
ovliviiovat fibrotizaci v plicich a kterymi jsme se zabyvali 1 v na$i studii. Jedna se o in-
terleukiny IL-1, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, dale o TNF-a, TGF-B a IFN-y. Nicmén¢

rrrrr

chemokiny, angiogenni a ristové faktory (Obr. 3).

21



3.2.1 Rodina interleukinu 1 (IL-1)

Do této rodiny patii interleukin-1alfa (IL-1a), interleukin-1beta (IL-1), receptorovy
antagonista IL-1 (IL-1RA), dale je zde fazen interleukin 18 (IL-18) a interleukin 33
(IL-33).

IL-1 byl poprvé popsan v roce 1972 jako faktor aktivujici leukocyty (LAF). Nachazi
se ve dvou strukturnich isoforméch s ptrevahou IL-1p (az 95%), které jsou produkovany
celou fadou bunck (monocyty, makrofagy, neutrofily, hepatocyty 1 tkdiovymi makrofa-
gy), vazi se na IL-1 receptor I. typu (IL-1RI) a vyvoldvaji obdobné biologické reakce
(kostimulace, zvyseni produkce IL-2, zesileni exprese povrchovych molekul, pyrogen
atd.).

IL-1R se vyskytuje ve dvou odlisnych strukturnich formach a to jako IL-1RI, ktery
mé dlouhou cytoplazmatickou doménu a je schopen aktivovat buniky a IL-1RII s krat-
kou intracelularni doménou a neni biologicky aktivni. Nicméné IL-1RII miize negativné
regulovat bunécnou aktivaci tim, ze vdze ligandy na membrané, které by se jinak
navazaly na IL-1RI.

IL-1RA ma specifickou antagonistickou aktivitu. Po vazbé na IL-1RI zablokuje
vazebné misto pro IL-1 a tim inhibuje jeho Uc¢inek. Vyskytuje se ve dvou strukturalnich
variantdch: sIL-1RA je sekretovand forma, produkovand monocyty, makrofagy
a neutrofily, iclL-1RA je intraceluarni, kterd zistava v cytoplasmé monocytl, epiteli-
alnich bun€k a keratinocytti. IL-1RA je tvofen po stimulaci IgG, lipopolysacharidem
a GM-CSF a IL-4 (Arend et al., 2008).

Obé formy IL-1 indukuji expresi slozek extracelularni matrix: prokolagenu typu I.
A 1I1. fibroblasty, kolagenu IV.typu epiteliemi, stimuluji produkci glykosaminoglykanti
a fibronektinu fibroblasty. IL-1 plsobi na fibroblasty jako mitogen aindukuje u nich
produkci IL-2, IL-6, CC a CXC chemokini. IL-1 déle ovliviiuje produkci substanci po-
dilejicich se na degradaci extracelularni matrix, jako jsou kolagendzy, gelatinazy,
prostaglandin E2 (PGE2) a plasminogenovy aktivator. IL-1p hraje roli zejména v inici-
alni fazi poskozeni plicniho parenchymu, nebot’ zvySuje produkci TGF-B. Tim zaroven
nepiimo snizuje svou produkci, jelikoz TGF-f se mtize také vazat na IL-1R a navic in-
dukuje antagonisticky IL-1RA (Smith et al., 1995).

Jelikoz IL-1RA ovliviluje ptasobeni IL-1, miize se tedy uplatiiovat i pii manifestaci
plicniho zanétu. U nemocnych s IPF byla zjisténa zvySena exprese IL-1RA v tkanovych

homogenatech, stejné¢ tak byla prokdzana vyssi koncentrace IL-1RA v BALT
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ve srovnani se zdravymi kontrolami. Imunohistochemicky byl IL-1RA detekovan
v hyperplastickych pneumocytech II. typu, alveoldrnich makrofazich a lokalnich
stromdlnich bunikach (Smith, 1995). Pacienti s IL-1RA polymorfismem (+2018) a TNF-
o polymorfismem (-308) maji vyssi riziko plicni fibrozy a je u nich detekovatelné ne-
rovnovaha mezi IL-1 a IL-1RA aktivitou (Whyte et al, 2000).

U mysiho experimentalniho modelu bylo po expozici bleomycinu (Phan a Kunkel,
1992) nebo radioaktivnimu zafeni (Johnston et al, 1996) prokazéano, Ze hladina IL-1 ex-
prese v plicich koreluje s vyvojem plicni fibrozy. IL-1p zde vyvolava akutni zanét nasle-
dovany tkanovou destrukci a produkci fibrogenetickych cytokint (napi. TGF-), vedou-
ci k progresivni fibroze intersticia. Bleomycinem indukovana plicni fibréza ukazuje
na nezbytnou signalizaci pfes IL-1RI (MyD88) za ptfitomnosti inflamasomové adapto-
rové molekuly ASC (Apoptosis-associated Speck-like Protein Containing a Caspase
Recruitment Domain) (Gasse et al., 2007). Zarovein byl u mysiho modelu celkové
snizen IL-1RA v oblastech poskozeni plicni tkan¢ (Piquet et al., 1993).

Mezenchymalnimi kmenové buiiky (MSCs) chrani plicni tkan pied poskozenim ble-
omycinem u mysSiho modelu blokaci TNF-a a IL-1. Jako potencionalni mediator tohoto
efektu byl rozpoznéan praveé IL-1RA diky svému bloka¢nimu ucinku. Byla identifikova-
na subpopulace MSCs, jez sekretovala vyssi hladiny IL-1RA in vitro (Ortiz et al., 2007).

Nerovnovaha mezi IL-1RA a IL-1p, mlze tedy zodpovidat za rozvoj plicni fibrozy.
IL-1B se podili v inicidlni fazi na poSkozeni plicni tkang, zatimco IL-1RA, jez blokuje
jeho efekt, miize mit protektivni roli a 1ze uvaZovat i o jeho mozném terapeutickém vyu-

Ziti.
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3.2.2 Tumor nekrotizujici faktor alfa (TNF-a)

Poprvé byl popsén v roce 1975 jako cytotoxicky faktor produkovany makrofagy, jez
je schopen zabit my$i fibrosarkomovou bunécénou linii L-929 (Carswell et al, 1975).
TNF-a je 17kDa produkt makrofagli a monocytl a vaze se na receptor (TNF-R), ktery
se vyskytuje ve dvou formach: TNF-RI (CD120a, funkéni dimér p55/60) je exprimovan
na vétSiné bunek a TNF-RII (CDI120b, funkéni dimér p75/80) se vyskytuje pouze
na buiikach imunitniho systému.

Jeho primarni roli je regulace imunitniho systému. Je schopen indukovat apoptdzu,
zanét nebo inhibovat vznik nadord a virovou replikaci. Je také povazovan za klicovy
mediator septického Soku (Beutler et al., Science 1985, J Immunol. 2008). Mezi jeho
dalsi dalezité¢ funkce v imunitnim systému patii indukce exprese adhezivnich molekul,
zesiluje také proliferaci fibroblastli a expresi cytokint IL-1, IL-6, CC a CXC chemokinti
a GM-CSF. Déle stimuluje produkci kolagenaz, gelatindz a PGE2 a inhibuje tvorbu né-
kterych prokolageni. Pti inhibici TNF-a klesa 1 exprese TGF-beta a IL-5. TNF-a se po-
dili jak na pfisunu imunokompetentnich bun¢k do granulomt, tak i na vyvoji granulo-
md.

TNF-a, spolu s IL-1p, hraje roli ziejmé spiSe v pocatecnich fazich poskozeni plicni-
ho parenchymu nez v pokrocilém stadiu, coz je podpofeno imunohistochemickym néle-
zem ze vzorka plicni tkané, kde se prokazala jistd pozitivita TNF-a spolu s IL-1B
v alveolarnich makrofazich a proliferujicich pneumocytech II v akutni a fibroprolifera-
tivni fazi onemocnéni oproti oblastem s pokrocilym stadiem fibrézy (Pan et al, 1996).

U mysSich modeli plicniho poskozeni je hladina TNF-a znacné€ zvySena a koreluje
pozitivné s TGF-B a hladinou prokolagenu typu 1. A IIl. (Zhang et al., 1997). ZvySena
exprese TNF-a v plicich indukuje zanét a sekreci TGF-B. TNF-a miiZze v plicich vyvo-
lavat zanét a fibrogenezi, stejné jako plicni emfyzém a hypertenzi (Fujita et al., 2001).
Nicméné¢ z klinického hlediska inhibice efektu TNF-a u pacientt s IPF se dosud setkala

jen s malym uspéchem (Selman et al., 2004).
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3.2.3 Transformujici rustovy faktor beta (TGF-§)

TGF-B se vyskytuje ve tfech dimerickych isofomach, TGF-B 1, 2 a 3, s podobnymi
biologickymi ucinky. Pfevazujici formou je prvni izotyp, TGF-B1. Existuje i nékolik
ruznych izoforem receptoru pro TGF-f, které mohou byt homo- nebo heterodimerické,
spojené se serin/threoninovymi kinazami.

TGF-B je produkovan rlznymi buikami vcetné trombocytl, neutrofild,
eosinofili,makrofag, fibroblastli, endotelii a také je to hlavni produkt Th3 a Treg
lymfocytl. TGF-f1 mé4 vyznamné imunoregulacni schopnosti. MiiZze inhibovat sekreci
a aktivitu jinych cytokint, véetn¢ IFN-y, TNF-a, IL-1p. Miize také snizit expresi cytoki-
novych receptorti, kuptikladu receptoru pro IL-2, a tim také inhibovat IL-2 dependentni
proliferaci aktivovanych T lymfocytd (Tiemessen et al., 2003). Isoforma TGF-f1
a TGF-B2 ma obecné profibrotickou povahu, zatimco TGF-f3 ma odliSny charakter.
Muze bud’ stabilizovat nebo dokonce zeslabit progresi onemocnéni (Shah et al., 1995).
Expresni profil TGF-B3 v plicich potvrdil, Ze nerovnovdha mezi TGF-f1 a TGF-B3
hraje klicovou roli ve vyvoji fibrozy po tkanovém poskozeni (Coker et al., 2001).

TGF-p je jednim z hlavnich cytokint, ktery se ptimo podili na fibrotizujicim proce-
su. Plisobi jako chemotakticky faktor pro fibroblasty a zaroven indukuje jejich prolifera-
ci, tim Ze v endotelu reguluje produkeci a aktivitu ristového faktora fibroblastti (FGF-2)
cestou MAPK drahy (Khalil et al., 2005). FGF-2 ma zarovenl vyrazny mitogenni vliv
na pneumocyty IL.typu. TGF-B pozitivné ovliviiuje tvorbu extracelularni matrix (zejmé-
na kolagenu) diky své indukci rastového faktoru pojivové tkdné (CTGF) (Duncan et al.,
1999).

Aktivace TGF-P je tedy jednim z rozhodujicich momentii v rozvoji plicni fibrozy.
U nemocnych s IPF byla prokazéna zvySend exprese TGF-f, kterd byla imunohistoche-
micky lokalizovana v bronchidlnich epiteliich a hyperplastickych pneumocytech II typu
(Khalil, 1996). U pacientii se sarkoidézou byl v nekterych pracech prokazan vliv
genového polymorfismu TGF- B3 na pfechod a rozvoj fibrézy (Kruit et al., 2006).
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3.2.4 Interleukin-2 (IL-2)

IL-2 byl jednim z prvnich objevenych cytokini a byl definovan jako ristovy faktor
T lymfocytl (T cell growth factor, TCGF). Je to molekula o velikosti 15kDa, ktera
se nachazi v glykosylovaném i neglykosylovaném-aktivnim stavu.

Véze se na receptor IL-2R, ktery je slozen ze tfi podjednotek. Podjednotka a (CD25)
je malo exprimovana na klidovych bunkach, zajiStuje vazbu, ale ne pienos signalu.
o ten se stara podjednotka  (CD122), jeZ se na T bunikdch vyskytuje konstitutivné. Tteti
podjednotka y zvySuje afinitu pro IL-2 a podili se na ptfenosu signdlu do jadra. Je
spole¢na pro dalsi cytokiny (IL-4, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21). Existuje i solubilni forma
receptoru pro IL-2.

Je produkovan ptredevSim aktivovanymi Thl bunkami a stimuluje k rastu dalsi
T bunky, B bunky, makrofagy, monocyty. IL-2 jakozto prozanétlivy cytokin stimuluje
T lymfocyty, které infiltruji plicni tkan. Indukuje expresi MCP-1, ktery generuje pro-
dukci profibrotickych cytokinii a extracelularni matrix. IL-2 koordinuje Cinnost Thl
lymfocyti, alveolarnich makrofagt a fibroblastu.

U pacientl se sarkoidozou IL-2 spolu s IFN-y indukuji zvySeni poctu T lymfocytu,
které se kompartmentalizuji do granulomi, kde se podileji na vzniku lokalni zanétlivé
reakce. to bylo potvrzeno ve studii Prasse et al., (2000), kde IL-2, IFN-y a TNF-a byly
oznaceny za hlavni vyvolavatele zanétu u sarkodidzy s moznosti jejich produkce CD4"
stejné jako i CD8" lymfocyty. Pii studiu sarkoidozy u HLA-DRB1*0301 pozitivnich pa-
cientll byla detekovana signifikantn€ vyssi hladina IL-2 (spolu s IL-6, IL-12p70, IL-13
a TNF-a) v BALT. Navic tito pacienti méli sniZzené hladiny vétSiny cytokinii v BALT
a redukovanou expresi Thl lymfocytl, coz by mohlo souviset s jejich lepsi prognozou
(Idali et al, 2006).

Hladiny IL-2, spolu sIL-8, IL-10 alL-12, byly detekovany ve zvySené formé
v sérech pacientll s IPF na rozdil od zdravych kontrol (Tsoutsou et al., 2006). To opét

dokumentuje nerovnovahu Th1/Th2 cytokinl u pacientt s IPF.
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3.2.5 Interleukin-4 (IL-4)

/////

ve sméru Th2. Jemu podobny je IL-13, jez vSak neni této determinace schopen. Tyto
dva cytokiny maji obdobnou funkci a ¢asto ptisobi spolecné. Receptor pro IL-4 (IL-4R)
je slozen ze tii podjednotek - a, B a y. na podjednotku o (IL-4Ra) se vaze pouze IL-4
a IL-13, ale podjednotka y (IL-4R v) je spole¢na pro IL-2, IL-7, IL-9, IL-15.

IL-4 je produktem ptfedev§sim Th2 lymfocyti, NK bun¢k, mastocytti a basofil. Je
to zékladni faktor pro vyvoj Th2 lymfocytl (inhibuje IFN-y a vyvoj do Thl sméru). Sti-
muluje k ristu B lymfocyty, umoziuje izotypovy presmyk ve sméru IgE a IgG1 produk-
ce apodili se také na alergické reakci. IL-4 stimuluje produkci kolagenu fibroblasty
in vitro.

U pacient se sarkoid6zou se v prvnich fazich onemocnéni, kdy dochazi ke granulo-
matdznimu procesu s prevahou Thl cytokinové odpovédi, IL-4 neuplatiiuje. Jeho hladi-
ny jsou v tomto stadiu nizsi v porovnani s IFN-y nebo IL-2, které vyvolavaji zanétlivy
proces (Hill et al., 2008). Thl cytokinova odpovéd’ je ziejma nejen z krve pacienti, ale
1z jejich BALT a sputa (Tsiligianni et al., 2005).

IL-4 se podili se na rozvoji plicni fibrozy u nemocnych s IPF. Jeho produkce byla
potvrzena imunohistochemicky v 1ézich plicni tkdné u pacientt s IPF .

IL-4 hraje dilezitou roli v depozici kolagenu béhem fibroproliferativniho procesu
u bleomycinem indukované plicni fibrozy na experimentalnim myS$im modelu a tento
efekt se zda byt zavisly na ptritomnosti makrofagt (Huaux et al., 2003). Vysledky skupi-
ny Jakubzick et al. (2003) ukdazaly, Ze IL-4 aIL-13 deficientni mySi s indukovanou
plicni fibrozou mély snizeny pocet alveolarnich makrofagli, coz nésledné souviselo
se signifikantné snizenou hladinou kolagenu. Tento nalez by mohl naznacovat souvislost
IL-4 a makrofagii s fibroproliferativnimi procesy. Tuto hypotézu podporuje i studie
Whynes a Riches (2003), ktefi potvrdili expresi molekuly IGF-I (Inzulin-like growth
factor-I) na makrofazich ajeji zavislost na IL-4 aIL-13. IGF-I stimuluje proliferaci

a pfezivani fibroblastil a myofibroblastii a podporuje syntézu kolagenni matrix.
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3.2.6 Interleukin-6 (IL-6)

Do rodiny interleukinu-6 patii nejen IL-6, ale 1 leukemia inhibitory factor (LIF), on-
costatinM (OSM), ciliary neurotrophic factor (CNTF), cardiotrophin-1 (CT-1) a cardiot-
rophin-like cytokine (CLC). Tyto cytokiny spojuje strukturni homologie a vyuziti gp-
130 signalni podjednotky receptorového komplexu.

IL-6 je cytokinem s pleiotropnim U¢inkem, ktery je produkovan mnoha bunéénymi
liniemi v&etné makrofagti, endotelidlnich bundk, fibroblastll a Zirnych bunék. Ugastni
se zanétlivé reakce, podnécuje produkci profibrotickych faktorti jako IL-1B, TNF- a,
PDGF a TGF- B. Lze tedy ptedpokladat, ze IL-6 bude hrat roli v fadé patologii, véetné
intersticialnich plicnich procesi. Nicméné€ zaleZzi na podminkach, za nichz IL-6 mlze
bunky stimulovat, nebo inhibovat jejich proliferaci.

IL-6 za normalnich podminek u zdravého jedince inhibuje proliferaci fibroblasti.
Naopak u IPF, kdy dochazi k jistym fenotypovym zménam na fibroblastech, IL-6 pod-
poruje jejich proliferaci a podili se tak na fibrotizaci plicni tkdn€ (Moodley et al., 2003)

IL-6 spolu s TGF-B1 hraje dalezitou roli v proliferaci a stimulaci plicnich fibroblas-
th in vitro. Po radioaktivnim ozafeni buiiky stimulovaly produkci IL-6 ptes PKC/NFk-B
signalni drahu (Tabata et al., 2006). Po pridani thalidomidu (Thal) byla produkce IL-6
inhibovana stejn¢ jako proliferace fibroblastli, coZ ukazuje na vzajemny vztah IL-6
a fibroblastli a sou¢asn¢ na mozny preventivni efekt Thal a jeho mozné terapeutické vy-
uziti (Tabata et al., 2007) .

Na experimetnalnim mys$im modelu bylo prokazano, ze IL-6 zplsobuje predevsim
infiltraci lymfocytl a alveolitidu, avSak jen minimalni fibrozu (Di Cosmo et al., 1994).

Moznou roli IL-6 v patogenezi IPP naznacuji vyssi hladiny IL-6 v BALT pacienti
se sarkoidézou, kterd je u nich signifikantné vyss$i v porovnani se zdravymi kontrolami
(Takizawa et al., 1997). Jako zdroj IL-6 byly identifikovany alveolarni makrofagy a fib-
roblasty (Shahar et al., 1996).
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3.2.7 Interleukin-10 (IL-10)

IL-10 je povaZovan za jeden z hlavnich inhibi¢nich cytokinl. Pivodné byl oznacen
jako Faktor inhibujici syntézu cytokinti (CSIF), a to ptedev§im Thl1 cytokinové skupiny.
Nesnizuje produkci IL-2 a IFN-y piimo, ale prostfednictvim antigen prezentujicich bu-
n¢k (APC), unichz vyvold snizeni exprese povrchovych kostimula¢nich molekul
(CD80/86) a ty pak nemohou pln¢ aktivovat Thl lymfocyty. Je tedy produktem Th2 bu-
nek, Treg bunck v gastrointersticidlnim traktu a alveolarnich makrofagh v plicich.

NejvétsSim  zdrojem IL-10 v plicich jsou nejen alveolarni makrofagy, ale
1 hyperplastické alveolarni epitelidlni bunky, které¢ se podili na regeneraci poSkozené
tkané (Bergeron et al., 2003).

U pacientii s IPF byla zaznamenana zvySena produkce mRNA IL-10 alveolarnimi
makrofagy, nicméné proteinovd forma IL-10 v BALT byla sniZena ve srovnani
se zdravymi kontrolami (Martinez et al., 1997) . Autoti vyslovili hypotézu, ze zvySena
exprese IL-10 alveolarnimi makrofdgy béhem reparacnich procesti mize pusobit jako
negativni kontrola exprese prozanétlivého cytokinu TNF-a, jehoz hladina se zvysila az
po stimulaci bun¢k LPS a za pfitomnosti neutraliza¢nich protilatek anti-IL-10.

IL-10 mtize inhibovat syntézu kolagenu in vitro za pouziti riiznych fibroblastickych
bunécénych typl (Reitamo et al., 1994), nicméné efekt IL-10 se zd4 byt variabilni v za-
vislosti na pouzitém experimentalnim modelu.

U pacientl se sarkoidozou, kde je primarni Thl odpovéd’ spojené se zanétem a vy-
vojem granulomat6zy, jsou hladiny IL-10 spolu s dalsimi Th2 cytokiny, snizeny (Hill et
al., 2008).
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3.2.8 Interleukin-12 (IL-12)

Do rodiny interleukinu-12 patii krom IL-12 také relativné nedavno objevené cytoki-
ny IL-23 a IL-27. Interleukin-12 je cytokin o velikosti 75kDa, heterodimer slozeny ze
dvou podjednostek p35 a p45 spojenych disulfidickym miistkem.

IL-12, jez je produkovan piedev§im monocyty a makrofagy, indukuje diferenciaci
ve sméru Thl. Tim, Ze stimuluje produkci IFN-y, ovliviiyje 1 €innost NK bunék. Dale
pusobi ina angiogenezi - spousti antiangiogenni program prostfednictvim produkce
IFN-y, jehoz tvorbou dochézi k poklesu exprese vaskularniho a endotelidlniho ristové-
ho faktoru (VEGF) (Del Vecchio et al., 2007). Bylo zjisténo, ze pti 1é¢bé IL-12 dochazi
k inhibici zdkladniho rGstového faktoru fibroblasti, ktery indukuje koronarni ne-
ovaskularizaci u imunokompetentnich i imunodeficientnich mysi (Voest et al., 1995).

Jelikoz IL-12 indukuje ptedev§im Thl cytokinovou odpovéd’, inhibuje spolu s IFN-
Y, produkci Th2 cytokini (IL-4 alL-13) atim i diferenciaci fibrocytli (Shao et al.,
2008). U experimentalniho modelu bleomycinem indukované plicni fibrozy byl
prokazan vliv IL-12 na hladinu IFN-y v BALT a jeho protektivni role v tomto procesu
(Keane et al., 2001).

U pacientl se sarkoidézou byla sledovana hladina IL-12 v BALT, v séru i sputu pa-
cientl. ZvySené hladiny byly zaznamenany v BALT, zatimco v séru bylo signifikantni
snizeni ve vztahu ke kontrolni skupiné. ve sputu nebyl zaznamenan zadny vyznamny
rozdil. Toto zjisténi ukazuje na lokélni roli IL-12 v imunopatologické odpovédi u plicni
sarkoidézy (Antoniou et al., 2006). Tyto nalezy potvrzuje i studie polské skupiny, kdy
u pacientil se sarkoidézou pozorovali zvySené hladiny IL-12, IL-18 v BALT a angio-
tenzin-konvertujiciho enzymu (ACE) v plazmé (Mroz et al., 2008). Japonskd studie
oznacila IL-12 p40 pifimo jako moZny diagnosticky marker sarkoidézy (Shigehara et al.,
2003)

Také u pacienti s IPF byla detekovdna zvySena hladina IL-12 (spolu s IL-2, IL-8,
IL-10) (Tsoutsou et al., 2006).
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3.2.9 Interferon gamma (IFN-y)

IFN- v je klicovy Thl cytokin. Je tvofen pfedev§im Thl lymfocyty a zvySuje cytoto-
xické schopnosti alveolarnich makrofagi, lymfocyti a NK bunék. Jeho primarni roli je
obrana proti virové infekci, nicméné ma mnoho dalSich pleiotropnich ucinkii.

Zvysuje expresi angiostatickych chemokin jako napf. monokin indukovany IFN- y
(monokine induced by IFN-gamma /MIG/CXCL9) ¢i protein inducibilni IFN- y (IFN-
gama-inducible protein/ IP-10/CXCL10). Ma pfedevsim antifibrotické ucinky, snizuje
proliferaci endotelidlnich bun€k a syntézu kolagenu fibroblasty. Mize také kooperovat
s apoptotickou signalni drahou (Fas-APO-1) a podilet se tak na apoptoéze u poskozenych
epitelialnich bunék. IFN- y indukuje expresi cysteinové proteazy IL-1B-konvertujiciho
enzymu, coz je efektorova molekula apoptického procesu u plicnich epitelidlnich bun¢k
A509 (Wen et al., 1997).

U pacientd se sarkoidozou je zvySena hladina IFN-y v BALT i krvi (Wahlstrom et
al., 2001), coz souvisi s primarni Th1 odpovédi a naslednymi déji.

Existuje hypotéza, ze dodanim IFN-y pacientim s IPF, by mohlo dojit k vyrovnani
Thl cytokinové odpovédi a navic k supresi fibroblastové aktivity (Bouros et al., 2006).
V soucasné dobé se klinicky testuje imunomodula¢ni G¢inek IFN- ylb. Pacientim
se podava IFN-ylb, jez snizuje expresi TGF-f a tim, omezuje proliferaci fibroblasti
a syntézu kolagenu. Zarovenn IFN-ylb ovliviiyje i angiogenesi (Antoniou et al., 2008).
Lécba s IFN-y1b je v nékterych studiich asociovéana s redukei mortality (Bajwa et al.,
2005), v jinych nebylo zaznamenano zadné vyrazné zlepSeni plicnich funkci a navic
bylo vytykano sniZeni kvality zivota pacient (Prasse et al., 2003). Tato otdzka ziistava
stale oteviena, jelikoZ IFN-y je jen jednim z mnoha faktord, které hraji roli v patogenezi

tohoto onemocnéni.
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4. Genetika plicnich fibrotizujicich procesu

4.1 Obecny uvod

Genetické faktory hraji dilezitou roli v etiologii mnoha patologickych procesu.
Plicni fibroticka onemocnéni jsou povazovana za tzv. komplexni choroby, v nichz hraje
roli mnoho genovych lokust. Nékteré alely predisponuji k danému onemocnéni, dalsi
mohou mit protektivni u¢inek nebo naopak spousti patologicky stav (Grutters a Bois,
2005).

Pii studiu genetickych faktorti u fibrotizujicich plicnich onemocnéni lze vyuzit t
hlavnich strategii. Prvni moZnosti je ,linkage* analyza rodiny. V tomto piipad¢ pouzi-
vame velké mnozstvi DNA markert, které jsou rozloZeny ptes cely genom za tcelem
identifikovat chromozomalni oblast, ktera néjak souvisi s vyskytem onemocnéni nebo
specificky fenotyp v roding s plicni fibrézou.

Druhou strategii je pouziti kontrolni skupiny, tzv.,,case-control“studie. Kontrolni
skupinu srovnavame se skupinou nemocnych a hledame ditkaz vyznamné asociace mezi
alelami kandidatnich gent nebo genovych haplotypi. Kontrolni skupina musi odpovidat
co do veku, pohlavi, populacni stratifikace a dalSich pfedem definovanych parametra.

Posledni moZnosti je studium sourozeneckych pard, unichz sledujeme frekvenci
alel u nemocnych a zdravych subjekti, stejn€ jako u kontrolnich skupin. Zdravi souro-
zenci zaujimaji stejny vyznam jako kontrolni skupina.

V soucasné dobé u pacientti s IPP nejsou dostupné ,,linkage* analyzy celého geno-
mu a tudiz neni mozné ani pozicni klonovani k odhaleni suspektnich geni. z tohoto di-
vodu je jedinou moZznosti ,,case-control” studie, kterou jsme pii nasem studiu vyuzili
imy. sohledem nanezndmou etiologii sledovanych onemocnéni vychdzime
z dostupnych hypotéz ahleddme kandidatni geny a polymorfismy v oblasti gent
pro surfaktant, oxidacné/ antioxida¢nich mechanismi a genli pro regulace fibroblastl
(skupiny IL-4, IL-10, IL-12, INF-y), jejichz mutace mlZe zpisobit abnormalni hojeni
epitelidlnich 1ézi arozvoj plicni fibrozy. Pravé na genové polymorfismy cytokint

a jejich expresi v BALT je zamétena tato prace.
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4.2 Genova exprese u plicnich fibrotizujicich procestu

Dals§i zmoznosti vySetfeni genetického pozadi IPP je vyhledavani kandidatnich
genll pomoci odliSné genové exprese oproti zdravé skupin€, narozdil od ptimého
stanovovani genotypu. Sledujeme, zda zmény v expresi mRNA jsou smysluplné a jak
ovlivni vznikajici protein. Zajima nas, v kterych bunkach a oblastech plic je protein ex-
primovan a jestli nasledné doslo 1 ke zméné funkce proteinu, ve smyslu profibrotickém.
Hledame genetickou odchylku asociovanou s onemocnénim.

Sledovanim genové exprese u IPP se zabyva celd fada studii. VétSina z nich se za-
meéfuje na expresi genll ze vzorkd odebranych z plicni tkdné pii biopsii (napt. Yang et
al., 2007), hodnoti genovou expresi v riiznych ¢astech plic postizenych fibrotickym pro-
cesem (fibroticka ohniska, sousedici epitelie, hyperplasticka oblast pneumocytt typu I1.)
(Kelly et al., 2006). V nasi studii jsme se rozhodli sledovat genovou expresi cytokinii
pfimo v bronchoalveolarni tekutiné (BALT) odebrané béhem bronchoalveolarni lavaze
(BAL). Vychazime z hypotézy, ze genova exprese mRNA, kterou jsme ziskali pfimo
z BALT, ndm da obraz aktudlniho stavu, jez se pravé odehrava v pacientovych plicich.

IPP jsou charakterizovany geny jez exprimuji tkanovou remodelaci, proliferaci fib-
roblastl, faktory ovliviiyjici ukladani extracelularni matrix. na tomto procesu, jak jiz
bylo mnohokrét feceno, se podili celd fada faktorti a cytokiny, v ném hraji zcela nepo-
chybné také svou roli. Zménou jejich genové exprese mize byt ovlivilovan i jejich
genovy polymorfismus a nasledné proteinova hladina ¢i funk¢ni aktivita cytokinl. Zmé-
na v produkci daného cytokinu miize vyvolat nerovnovahu v Th1/Th2 imunitni odpove-
di, nasledované poruSenim homeostazy a rozvojem patologického stavu, v nasem ptipa-

d¢ fibrotizujicim procesem.
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4.3 Genové polymorfismy cytokini u plicnich fibrotizujicich procesi

V nasi studii jsme se zamé&fili na skupinu 13 cytokind, u nichZ jsme sledovali nésle-
dujici polymorfismy (Tab.5). Jednd se o polymorfismy v nejen promotorové oblasti
(IL-la, IL-1B, IL-1R, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a), ale i v ptekla-
dané oblasti jako (TGF-f, IL-1p, IL-2, IL-4, IL-4RA, IFN-y).

Tab. 5: Sledované genové polymorfismy cytokinii

CYTOKIN ALELICK A SPECIFITA GENOTYP
IL-la -889 C/C, C/T, T/T
IL-1B 511 C/C, C/T, T/T

3962 C/C, C/T, T/T

IL-1R pst 1970 C/C, C/T, T/T
IL-1RA mspa 11100 C/C, C/T, T/T
IL-4RA 1902 AA, AIG,G/G
IL-12 -1188 A/A, AIC,C/C
INF-y 874 A/A, AT, T/T
codon 10 C/C,C/T, /T

TGF-p codon 25 C/C, C/G, GIG
-308 A/A, AIG,G/G

INF-a 2238 A/A, AIG.G/G
Lo -330 G/G, G/T, T/T
166 G/G, G/T, T/T

-1098 G/G, G/T, T/T

IL-4 -590 C/C, C/T, T/T
-33 C/C, C/T, T/T
L6 174 C/C, C/G, G/G
nt 565 A/A, AIG,G/G

-1089 A/A, AIG,G/G

IL-10 -819 C/C, C/T, T/T
-592 A/A, AIC,C/C

Nami vybrana skupina cytokini a jejich polymorfismt vychazi z dostupné literatury
a pfedchozich studii jejich mozné role na patogenezi sledovanych onemocnéni. Obecné
se predpoklada, Ze nachylnost k danému onemocnéni zahrnuje kombinaci nékolika
polymorfismi, které souviseji s epitelidlnim poskozenim a abnormalnim hojicim proce-

sem (Grutters a du Bois, 2005).
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4.3.1 Rodina TNF-a

Polymorfismus TNF-a (-308) A/G byl jednim z prvnich u nichZ se uvaZovalo o jeho
mozném vlivu na rozvoj patogenetického fibrotického onemocnéni plic. U homozygoth
AA aheterozygotli AG v promotorové oblasti (-308) byla prokdzédna (Whyte et al.,
2000) a nasledné potvrzena ve dvou nezavislych studiich (Pantelidis et al., 2001 a Riha
et al., 2004) souvislost s vyvojem IPF.

U pacientii trpici akutni fazi sarkoidézy (tzv. Lofgrenovym syndromem) byl
prokdzan vliv genetické predispozice v produkci TNF-o napatogenezi tohoto
onemocnéni (Seitzer et al., 1997). ve studii ¢eské populace (Mrazek et al., 2005) bylo
poukdzano na vys$i vyskyt homozygoti AA u Lofgrenova syndromu nez u pacientl
v chronickém stadiu sarkoidozy.

Bylo popsano, ze polymorfismus TNF-a (-308A) koreluje s IL-1RA (+2018T). Pa-
cienti majici oba tyto polymorfismy maji vyssi riziko vzniku alveolarni fibrozy (Whyte

et al., 2000).

4.3.2 Rodina IL-1

Geny kodujici ¢leny rodiny IL-1 (IL-1a, IL-1 B, IL-1RA) se nachazeji na chromozo-
mu 2q13-21. na pozicich (-889) u IL-1a a na pozici (-511) u IL-1 B, kterymi jsme se za-
byvali 1 v nasi studii, mize dojit k jednonukleotidovému polymorfismu C/T. Protoze vy-
Setfované polymorfismy lezi v promotorové oblasti genu, mohou ovliviiovat hladinu
exprese proteinu (Hulkkonen et al., 2000). Nicmén¢ mechanismus zmény genové expre-
se asociované s témito polymorfismy zlistava stale nejasny.

U pacientl se sarkoid6zou byl pozorovan zvySeny vyskyt homozygotli CC u IL-1a
(-889) ve srovnani se zdravymi jedinci, ovSem u pacientl s IPF nebyl signifikantni roz-

dil oproti kontrolni skupin¢ (Hutyrova et al., 2002).

4.3.3 Rodina IL-2

Ve studii Minshall et al. (1997) byla prokézana zvySena exprese 1L-2, IL-10, IL-12
a IFN-y u pacientl s aktivni sarkoidézou ve srovnani s neaktivni formou onemocnéni.
Autofi poukazuji na vliv téchto cytokinil na aktivaci alveolarnich makrofagt, jez se po-

dileji na tvorbé& plicnich granulomi.
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4.3.4 Rodina TGF-p

TGF-p se vyskytuje ve ttech izoformach a kazda z téchto forem ma nékolik moznych
polymorfnich variaci. U TGF-B1 je popsano hned n¢kolik jednonukleotidovych poly-
morfismu, které jsou lokalizovany na chromozomu 10q13. Tti ze sedmi alelickych vari-
ant jsou lokalizovany na 5' hranicici oblasti (na pozicich -988, -800, -509), dalsi tfi jsou
lokalizovany v kodujici oblasti (kodon 10 a 25 na exonu 1 akodon 263 na exonu 5)
a posledni nalezneme na 5' nepiekladané oblasti (pozice +72) (Cambien et al., 1996).

Bylo zaznamenano, ze produkce TGF- B1 se méni mezi jedinci a Castecné zavisi
na polymorfismech v kodonu 10 a 25 (Grangier et al., 1999). V téchto mistech mtize do-
jit k substituci nukleotidid (kodon 10: T->C, kodon 25: G->C) a nésledné ke zméndm
v aminokyselinové kdédujici sekvenci (kodon 10: Leu->Pro, kodon 25 Arg->Pro), coz
v kone¢ném duisledku mitize dosti vyznamné ovlivnit produkci TGF- 1 (Cambien et al,
1996).

Souvislost s polymorfismem TGF- B1 v kodonech 10 a 25 ve vztahu k rozvoji IPF
nepotvrdil ve své studii Xaubert et al. (2003), nicméné detekoval vyssi vzestup alveolo-
arterialni diference (zhorSeni vymény dychacich plyni) u pacientd s IPF majici proli-
novou alelu v kodonu 10. Vétsina pacienttl, kteti absolvovali transplantaci plic z divodu
pokrocilého stadia IPF a u nichz se nasledné objevila rejekce organu, méli vyssi vyskyt
homozygotni alely GG kddujici Arg v kodonu 25. Navic u téchto pacientli se vyskytlo
1 vys8i riziko opétovného vzniku fibrozy v transplantatu vlivem nadprodukce TGF-$1
(Awad et al., 1998).

U pacientl se sarkoidozou u nichz se vyvinula fibroza byl pozorovan vliv genetické-
ho polymorfismu TGF-3, a to na alelach +4875A, +17369C. Tyto polymorfismy se vy-
skytovaly signifikantné Cast&ji u pacientl s fibrozou ve srovnani s kontrolnimi skupina-
mi sarkoiddz bez fibrotického procesu. Ovsem vliv polymorfismu TGF-1 nebyl u téch-

to pacientil v této studii prokdzan (Kruit et al., 2006).

4.3.5 Rodina IFN-y

Bylo zaznamenano, produkce IFN-y je ovliviiovana geneticky a miize ovliviiovat
rozvoj fibrozy u pacientl po transplantaci plic (Awad et al., 1999). Nicméné ve studiich
in vitro (Elias et al., 1990) a in vivo (Ziesche et al., 1999) byl demonstrovan ptiznivy
efekt IFN- y na fibrozu a to, inhibici proliferace plicnich fibroblastli a sniZenim regulace

transkripce gent kodujicich TGF-1.
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4.3.6 Rodina IL-10

V préci Kishore et al. (1999) bylo ukézano, ze u mysich makrofagt IL-10 potlacuje
expresi TNF-a cestou selektivni destabilizace mRNA. Tato destabilizace je zplsobena
tzv. ARE motivem v 3’ neptekladané oblasti (3' UTR) genu kédujiciho TNF-a. ARE je
motiv bohaty na opakujici se sekvence AU a je znam jako oblast, kam nasedaji RNA
vazebné proteiny.

IL-10 potlacuje translaci TNF-a i u alveolarnich makrofagti. Freeburn et al., (2001)
vyslovili ve své studii hypotézu, Ze polymorfismus v 3’ nepieklddané oblasti genu
pro TNF-a u pacientii s IPF mlize byt zpisoben nedostate¢nou supresi IL-10. Nicméné
tato studie potvrzuje, ze polymorfismus v této oblasti je vzacny a je nepravdépodobné,
ze by mohl byt zahrnut do patogeneze IPF.

U pacientl s IPF byla zaznamenana zvySenad produkce IL-10 mRNA alveolarnimi
makrofagy, nicméné proteinovd forma IL-10 v BALT byla snizena ve srovnani
se zdravymi kontrolami (Martinez et al., 1997). ZvySena exprese IL-10 alveolarnimi
makrofagy béhem reparacnich procesii by mohla plisobit jako negativni kontrola expre-
se prozanétlivého cytokinu TNF-o, jehoZ hladina se zvysila az po stimulaci bun¢k LPS
a za pritomnosti neutralizacnich protilatek anti-IL-10.

Také ve vzorcich plicni biopsie od pacient s IPF bylo zaznamendno kvantitativni
zvyseni IL-10 mRNA potvrzené proteinovou hladinou tohoto cytokinu imunohistoche-

micky (Bergeron a et al., 2003).

4.3.7 Rodina IL-6

Pantelidis et al. (2001) soudi dle vysledkl své studie na zvySenou frekvenci vyskytu
alel IL-6 intron 4G a TNFRII 1690C u skupiny pacienti s IPF oproti zdravym kont-
rolam. Navic genotyp GG byl v jeho praci spjat s vyrazn€jSim poklesem DLCO (difuzni
plicni kapacita oxidu uhli¢itého) u téchto pacienti.

Ve studii Grutters et al. (2003) byly vySetfovany polymorfismy IL-6 ve vztahu
k sarkoidoze. Konkrétné v této studii byl sledovan polymorfismus G/C v oblasti (-174)
a (A/G) na intronu 4 u nizozemské a britské populace. Dle jejich vysledkt, vySettované
polymorfismy pravdépodobné nezvysuji nachylnost k sarkoidoze, nicméné alela C
na pozici (-174) mize mit roli v pfechodu do fibrotick¢ho stadia u téchto pacientt.
Stejny polymorfismus byl sledovan i u slovinské populace ve studii Mayer et al. (2007)

a byl zde oznacen dokonce jako jeden z rizikovych faktorti pro vyvoj sarkoidozy.
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4.3.8 Rodina IL-4

Gen kodujici IL-4 je lokalizovan na chromozomu 5q31, kde se nachdzi i geny
pro IL-13, IL-5, IL-3 a IL-9. IL-4 méa celou fadu genovych polymorfismu. V nasi studii
jsme se zaméfili pfedevsim na polymorfismy v promotorové oblasti (-33), (-590) a (-
1089) a to z dlivodu, Ze dle naSich predchozich pozorovani by pravé tyto polymorfismy
v téchto oblastech mohly souviset s patogenetickym vyvojem IPF (VaSdkova et al.,
2007, 20006).

Nase hypotéza se opird i o tvrzeni dalSich autorti, napt. Buchard et al. (1999) pou-
kazal ve své studii na asociaci polymorfismu (-590T) s tézky astmatem u Kavkazské po-
pulace. Jeho zavéry byly potvrzeny také u japonské a americké populace, jak u dospé-
Iych, tak u détskych astmatikli (Haukin et al, 2002). U astmatik dochazi ke stejné cy-
tokinové profilaci jako u IPF, tedy smérem k Th2 cytokinové odpovédi, ve které¢ 1L-4

sehrava jednu z hlavnich roli.

4.3.9 Rodina IL-12

IL-12 je slozen ze dvou podjednotek p35 a p40 a kazda z téchto podjednotek je ko-
dovana odliSnymi geny na chromozomech 3p12-3q13.2 a 5q31-33. Analyza genomové
sekvence IL-12 p40 podjednotky odhalila n€kolik intronovych polymorfismil a jedno-
nukleotidovy polymorfismus v 3' nepiekladané oblasti IL-12p40 genu na pozici (-1188)
(Huang et al., 2000 a Hall et al., 2000). U tohoto polymorfismu byla definovana jeho
asociace s mnoha chorobami, napt. insulin dependentni diabetes mellitus(Morahan et
al., 2001) ¢i roztrousena sklerdza (van Veen et al., 2001). OvSem vztah tohoto polymor-
fismu k IPF ve studii Latsi et al., (2003) nebyl prokazan.

U pacientil se sarkoiddézou byla zaznamendna zvySend exprese receptort pro IL-12
(Taha et al., 1999). Autoti v této studii sledovali pacienty nejen se sarkoidozou, ale
1 s plicni tuberkulézou a na zéklad¢€ svych pozorovani vyslovili domnénku, Ze zvySena
exprese IL-12R u téchto granulomatéznich onemocnéni poukazuje na moznou prolifera-

ci T-lymfocytl smérem k Th1 cytokinovému profilu in vivo.
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5. Metodicka cast

5.1 Izolace RNA z BALT pouzitim EZ1 RNA Univerzal Tissue Kit
(Qiagen)

5.1.1 Odbér materialu

Bronchoalveolarni lavaz (BAL) se provadi pacientim pomoci flexibilniho broncho-
skopu (Olympus, Olympus Optical CO, Ltd., Japonsko) ze stfedniho laloku pravé plice.
Bronchoskop se zaklini obvykle do segmentarniho ¢i subsegmentarniho bronchu
pro stfedni lalok a pracovnim kanalem bronchoskopu se provadi vyplach vlaznym fyzi-
ologickym roztokem s naslednym odsatim instilované tekutiny. na Pneumologické klini-
ce 1. LF UK FTNSsP se provadi vyplach 4 frakcemi po 50 ml, pro tcely nasi studie jsme
celkovy pocet frakci zvysili na 5 frakci. Obvyklad névratnost je 20-40 ml z kazdé frakce.

Pro lepsi vytézek pozadované RNA jsme vSech 5 frakci po odebrani slévali na jedné
a z tohoto mnozstvi jsme odebirali pozadované objemy na jednotliva vySetfeni: cy-
tologie, cytometrie, bakteriologie. Zbytek bronchoalveolarni tekutiny (BALT) jsme po-
nechali na izolaci mRNA.

BALT urcena k izolaci RNA se ithned po odbéru centrifugovala Smin/250g pfi labo-
ratorni teplot€. Po odstranéni supernatantu se bunky resuspenduji v 500ul PBS
(phosphate buffered saline) vychlazeném na 0°C a opét centrifugovany 5min/250g pfi
laboratorni teploté. K peletce bunék se ptida 750 ul Qiazolu (Qiagen, Némecko) a bu-
nécny lyzat se nékolikrat dobie promicha pipetou. Timto krokem doslo k rozruSeni plaz-
matické membrany bunék, denaturaci proteinii, mezi nimiz jsou i RNAasy, jez by mohly
zpiisobit nechténou degradaci RNA. Odebrany a zlyzovany material jsme skladovali pii

teploté -80°C do doby izolace RNA.
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5.1.2 Izolace celkové RNA z BALT pouzitim EZ1 RNA Univerzal Tissue Kit

Zlyzovanou BALT jsme zhomogenizovali pfed izolaci RNA (ribonukleové kyselina)
centrifugaci 2 min. pii 12 000 g pfi laboratorni teploté pfes komeréné dodavanou ko-
lonku QlAshredder (Qiagen, Némecko), ¢imz jsme docilili i odstranéni obcasnych
hrubych necistot vzniklych pii odbéru.

Poté se prida 150 pl chloroformu, intenzivné vortexuje 15 s a nechd 2-3 min ho-
mogenizovat pii laboratorni teploté. Nasledné vzorek centrifugujeme 15min / 12000 x g
/ 4°C (nizka teplota je doporuc¢ovéana pro optimalni fazovou separaci, odstranéni geno-
mické DNA a snizeni aktivity enzymi).

Po extrakci chloroformem se vzorek rozdé€li do tfi fazi: horni, bezbarva, vodni faze
obsahujici RNA, bild interfdze a dolni, narGizovél4, organickd faze. Odebirame 300-
400ul horni vodni faze do pfedem pfipravenych zkumavek a provedeme purifikaci vy-
izolované RNA pomoci komeréni soupravy a piistroje Biorobot EZI (Qiagen, N¢-
mecko).

Tento pfistroj pracuje na principu magnetické separace (Obr.4). Nukleové kyseliny
jsou precistény z lyzatu navazdnim na povrch magnetickych ¢astic za ptitomnosti chaot-
ropnich soli. Zbytky DNA jsou ze vzorku odstranény piidavkem DNAasy a RNAasy
jsou naopak inhibovany guanidin thiokyanatem, jeZ je soucasti komer¢ni soupravy.
Magnetické ¢astice jsou poté nekolikrat promyvany pufry a poZadovana RNA je nako-
nec eluovana do eluéniho pufru. Béhem tohoto procesu dochdzi k zahtfivani elu¢niho
roztoku, aby se RNA snadnéji uvolnovala s magnetickych kulicek a zaroven aby doslo
k jejimu rychlejS§imu rozpusténi v elu¢nim roztoku.

Cistota a koncentrace RNA byla stanovena spektrofotometricky pfi vlnovych dél-
kach 230, 260 a 280 nm. z pomérit A260/A280 a A260/A230 jsme stanovili Cistotu
RNA. pro stanoveni genové exprese jsme pouzili takovou RNA, kterd spliovala

A260/280 > 1,9 a A260/230 > 1,7. Ziskanou celkovou RNA jsme uchovali pii —80°C.
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EZ1 RNA Mini Procedure

Disrupted and homogenized cells or tissues
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Obr.4 : Schema purifikace RNA uzitim Biorobotu EZ1

Upraveno dle EZI RNA Handbook (Qiagen)



5.2 Real-time PCR s pouzitim komeréni soupravy Human Common
Cytokines RT? Profiler™ PCR Array

Tato komeréni souprava umoziuje stanovit expresni profil vybranych 84 dilezitych
cytokinovych gentl (viz. Pfiloha). Test pokryva geny z rodiny inteferont, interleukint,
rovnéz také Cleny TGF-f rodiny a dalsi (viz niZe). Detekce PCR (polymerdzova feté-
zova reakce) produktu je zalozena na vyuziti barvicky Sybr Green. Soupravou jsme
stanovili relativni kvantifikaci genové exprese.

Interferony: IFNA1, IFNA2, IFNA4, IFNAS, IFNAS, IFNBI, IFNG, IFNK.

Interleukiny: IL10, IL11, IL12A, IL12B, IL13, IL14, IL15, IL16, IL17A, IL17B,

IL17C, IL25 (IL17E), IL18, IL19, IL1A, IL1B, IL1F10, IL1F5, IL1F6, IL1F7,

IL1F8, IL1F9, 1L2, IL20, IL21, IL22, IL24, IL3, IL4, ILS, IL6, IL7, IL8, IL9.

Bone Morphogenic Proteins (BMPs) a TGF-p rodina: BMP1, BMP2, BMP3,

BMP4, BMP5, BMP6, BMP7, BMP8B, GDF10 (BMP3B), GDF11 (BMP11),

GDF2 (BMPY), GDF3, GDF5, GDF8, GDF9, INHA, INHBA, NODAL, TGFA,

TGFBI1, TGFB2, TGFB3.

PDGF/VEGTF rodina: FIGF (VEGFD), PDGFA.

TNF rodina: FASLG (TNFSF6), LTA, LTB, TNF, TNFRSF11B, TNFSF10,

TNFSF11, TNFSF12, TNFSF13, TNFSF13B, TNFSF14, TNFSF4, CD70

(TNFSF7), TNFSFS.

DalSi riistové faktory a cytokiny: (MCSF), CSF2 (GMCSF), FAM3B, LEFTY2

(EBAF)

96-well PCR Array

|
)
""" '
66 6 6B 6
T Y

Transcription
Control

Obr.5: Schema rozmisteni genii na 96 jamkové desticce

Upraveno dle manudlu RT? Profiler PCR Array Svstem (SA Bioscience)
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5.2.1 Reverzni transkripce RNA do cDNA

Pro reverzni transkripci jsme pouZili komeréni soupravu, kterd je soucasti testu
pro stanoveni genové exprese. K celkové RNA v mnozstvi 500 ng (doporu¢ené mnoz-
stvi se pohybuje v rozmezi 25ng/ul-5ug/ul) se ptidaji 2ul GE pufru (Genomic DNA Eli-
mination Mixture) a smés se doplni na celkovy objem 10ul RNAsa-free H>O. Promicha-
me a nechame inkubovat pii 42°C 5 min. Poté se smés ochladi (1 min) a pfida se pie-
dem pfipraveny mix k pfepisu RNA do cDNA (Reverse Transcription Cocktail). na je-

den vzorek si pfipravime mix dle nasledujiciho rozpisu:

BC3 (5xRT Buffer3) 4 ul
P2 (Primer& External Control Mix) 1 ul
RE3 (RT Enzyme Mix3) 2 ul
RNAse-free HO 3ul
celkovy objem 10 ul

Smés o celkovém objemu 20 pl se jemné ve Spicce promicha a vlozi do termocykle-
ru, kde se inkubuje 15 min pii 42°C, poté 5 min pti 95°C. Zahtatim na 95°C se reakce
zastavi aukonci se tak prepis RNA do cDNA. Vysledna cDNA se jesté natedi 91pul
RNAse-free H20.

5.2.2 Real-time PCR

Pro stanoveni genové exprese se pouzivaji predpipetované genove-specifické prime-

ry v 96-jamkové PCR desticce. Pripravime si nasledujici roztok:

2X SABiosciences RT°gPCR Master Mix (SYBR Green) [1275 ul
cDNA 102 ul

ddH,O 1173 ul
celkovy objem 2550 ul

Vse dobfe promichame a poté do kazdé jamky napipetujeme 25 pl roztoku. Takto
pripravena desticka se vlozi do analyzatoru ABI 7900HT Fast System (Applied Biosys-
tems, USA). V pfistroji pak probihd nasledujici PCR program:
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5.2.3 Hodnoceni dat

Po skonceni PCR reakce provedeme kontrolu celého PCR procesu. Hodnotime pfi-
tomnost genomické DNA, zda prob¢hla reverzni transkripce a PCR reakce.
K vyhodnoceni dat jsme pouzili aplikaci dostupnou na webovych strankach firmy

SABiosciences (http://www.sabiosciences.com/pcr/arrayanalysis.php). Vypocet

se provedl metodou AAC, (Livak KJ, Schmittgen TD. Analysis of relative gene expressi-
on data using real-time quantitative PCR and the 2 V) Method. Methods. 2001
Dec;25(4):402-8.)

Hodnoty specifickych geni byly srovnany s hodnotami 5 housekeeping genil
(ACTB — Actin B, GAPDH - Glyceraldehyd-3-fostatdehydrogenaza, RPL13A - Ribozo-
malni protein L13a, HPRT1 - Hypoxanthin fosforybozyltransferdza 1 a B2M — B-2-
microglobulin).

Dale jsme se zabyvali t€émi geny, u nichZz byla zvysenéd/snizena exprese min 4krat

oproti kontrolni skuping. Za signifikantni jsme povazovali p-value<0,05.
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5.3 Genotypizace cytokini

5.3.1 Odbér materialu

Krev pacientii byla odebrana do antikolagulac¢nich zkumavek s ptidavkem EDTA

(ethylen-diamino-tetraoctova kyselina).

5.3.2 Izolace DNA z krve soupravou EZ1 DNA Blood 350 pl Kit

DNA byla izolovéna z 350 pl plné krve komeréni soupravou DNA Blood 350 pl Kit
(Qiagen, Némecko) s pomoci ptistroje Biorobot EZI. Princip metody spociva v navaza-
ni nukleové kyseliny na magnetické Castice v roztoku a jejich nasledné fixaci pomoci
magnetického separatoru. Ostatni bunééné slozky jsou pak odstranény ze smési
promyvanim specidlnimi pufry. Ziskand DNA je eluovana do objemu 200 pl. Jeji ¢istotu
a koncentraci jsme stanovovali spektrofotometricky pti vinové délce 260 a 280 nm.

pro dalsi testy byla pouzita DNA s pomérem A260/A280 =1,7-1,9.

5.3.3 Analyza polymorfismi cytokinovych genii

K analyzy polymorfismi jsme pouzili komer¢ni soupravu Cytokine Genotyping Kit
(Invitrogen, USA). Princip metody je zaloZen na PCR amplifikaci s pouZitim sekvenéné
specifickych primerti. Celkem jsme analyzovali polymorfismy 13 cytokinovych genli

(Tab.6).

Tab.6: Rozdelent vysetrovanych genovych polymorfismii

IL-la (-819 C/T), IL-1B (-511 C/T),

‘9 3 |IL-IR (pst 1970 C/T),IL-1RA (mspa 11100 C/T)
S 8 IL-2(-330G/T)

S @ |IL-4(-1098 G/T) (-590 C/T) (-33 C/T)

g S IL-6 (174 C/T)

[a )

IL-10 (-1089 A/C) (-819 C/T) (-592 A/C)
IL-12 (-1188 A/C)

TNF-a(-308 A/G) (-238 A/G)

TGF-B (codon 10 C/T) (codon 25C/G)
IL-1B (3962 C/T)

IL-2 (166 G/T)

IL-6 (nt 565 A/G)

IL-4RA(1902 A/G)

IFN-vy (874 A/T)

Regulacni
oblast genu
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Na 96 jamkovou desticku, ktera obsahuje lyofilizované primery pro 2 vzorky, na-

pipetujeme do kazdé jamky 10 pl reakéni sméesi. Reakéni smés obsahuje:

Pufr s dNTP 140 ul
dd H.O 304 ul
TAQ polymerdza (5U/ul) | 3,3 ul
DNA (100ng/ul) 75 wl

Jamky desticky zavieme vic¢ky a vlozime do termocykleru vyhiatého na 85°C. Déle

spustime nasledujici PCR program:

Pocet cykla Cyklus Teplota a ¢as
1 Denaturace 94°C 2 min.
10 Denaturace 94°C 15s
Syntéza 65°C 60s
Denaturace 94°C 15s
20 Nasedani primert 61°C 50s
Syntéza 72°C 30s

Po skonceni reakce probihala separace a detekce PCR produktt elektroforeticky
v 2 % agardzovém gelu s pridavkem etidium bromidu, jez se vimezetuje mezi sousedni
pary bazi v DNA a vytvafi s ni komplex, ktery po osvétleni UV svétlem zéii (Obr.6).
Elektroforéza bézi pod napétim 10V/cm.Velikost specifického PCR produktu jsme
vztahovali ke standardnimu hmotnostnimu markeru (GeneRuler 50bp DNA Ladder, Fer-

mentas, Némecko).
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6. Vysledky

6.1 Genové polymorfismy cytokinii

6.1.1 Charakteristika vySetfovanych skupin

Sledovana skupina obsahuje 104 pacientii rozdé€lenych do tfi skupin dle diagnoz.
Jsou to lidé prevazné stiedniho véku, obou pohlavi (Tab.7). VSechna onemocnéni byla

diagnostikovana na zaklad¢ mezinarodné uznavanych kritérii.

Skupinu IPF tvofi 56 vySetfovanych subjekt, coz vzhledem k velmi nizkému
vyskytu v populaci miize byti povazovano za pomérné Siroky soubor. Pacienti s IPF byli
diagnostikovani dle kritérii ATS/ERS. U 16 pacientli s nejednozna¢nym klinickym a ra-
diologickym obrazem byla navic provedena videothorakoskopie s odbérem plicni biop-
sie. Nasledné histologicky ndlez odhalil charakteristické zmény definované jako bézna
intersticialni pneumonie UIP/IPF (usual interstitial pneumonia). (Pozn. UIP = histologicky

obraz plicni fibrézy tzv. obvyklého typu se Spatnou progndzou se stfednim prezitim 2-3 roky)

Pacienti se sarkoid6zou je v na$i studii zahrnuto celkem 31 a mizeme je dale rozde-
lit dle radiologického nalezu do tfi stadii: 7 pacientt je v I.stadiu, 21 pacienti ve Il.sta-
diu a3 pacienti jsou v Ilstadiu onemocnéni. U vSech pacientd byla také zjiSténa
zvysena hladina sérového ACE, véapniku a kalciurie. Jejich diagndza byla navic potvrze-
na transbronchialni biopsii, nebo transbronchialni punkci lymfatickych uzlin, ¢i pomoci

videothorakoskopického vysetieni.

U skupiny EAA (17 pacientil) byla diagn6za zamétena také na hledani a prukaz vy-
volavajiciho antigenu. Dle klinického stddia mizeme 1tuto skupinu dale rozd¢lit

na subakutni fazi onemocnéni (6 pacientll) a na chronické stadium (11 pacienti).

Kontrolni skupinu tvofi 145 neptibuznych jedinct (24muzd, 121zen). VSichni patii
do kavkazské populace Zijici v Ceské republice. U zadného z nich se béhem zatazeni
do studie nevyskytoval fibrotizujici plicni proces. Jsou to lidé ve véku od 19-80let, prii-

mérny vek je 43,1 let (SD=16,17) .
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6.1.2 Demograficka data vySetfovanych skupin a bunéény rozpocet v BALT

Tab.7: Demograficka data a pocet bunék v BALT dle skupin pacienti

IPF Sarkoido6za EAA
(56 pacientil) (31 pacientil) (17 pacientil)
67,29 (SD=11,85) | 47,52 (SD=13,49) | 57,47 (SD=16,02)
Vék (roky)
(range 36-87) (range 26-79) (range 19-83)
Pohlavi (muzi/zeny) |37/19 14/17 5/12

BALT lymfocyty (%) |17,86 (SD=18,93)  |26,3 (SD=25,57) |17,00 (SD=22.88)
BALT neutrofily (%) |15,84 (SD=17,58) | 12,83 (SD=22,27) |17.20 (SD=26,67)
BALT eosinofily (%) 3,21 (SD=6,95) 0,80 (SD=1,99) (6,33 (SD=11,00)

Pozn. Cytometrické vySetfeni BALT byla provedana na cytometru Cytomics FC 500 (Beckman Coulter)
uzitim CXP softwaru (Bekman Coulter)

Tab.8: Pocet bunek v BALT u zdravého jedince

90% alveolarni makrofagy
do 10% lymfocyty
do 2% neutrofily
do 0,5% eosinofily

Dle naSich cytologickych nalezii (Tab.7), lze jiz na tomto misté fici, ze v BALT
u sledovanych pacientd dochazi k jistému posunu v poctu bunéénych populaci vlivem
aktivniho procesu v plicnich alveolech. Oproti zdravym jedincim (Tab.8) se zvySuje po-
cet jak lymfocyti (IPF 17,87%, sarkoidoza 26,3%, EAA 17%) , tak neutrofild (IPF
15,84%, sarkoidoza 12,83%, EAA 17,20%), coZ jasné ukazuje na migraci téchto bunék
do plicniho intersticia a jejich ti¢ast na praveé probihajicim hojicim, poskozujicim ¢i fib-
rotickém procesu, tedy i na velmi pravdépodobnou sekreci cytokini. U sarkoidozy po-
zorujeme nejvyssi zvySeni poctu lymfocytl, jez se pravdépodobné aktivné zapojuji
do tvorby granulomu. U EAA je navic dosti patrné zvyseni eosinofilii (6,33%), coz zfej-
m¢e souvisi s jejich reakei viici vyvolavajicimu antigenu (plisné, houby, termofilni bakte-

rie, nizkomolekuldrni chemické latky atd.).
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6.1.3 Genové polymorfismy cytokini — vysledky méreni

V nasi studii jsme se zamé&fili na skupinu 13 cytokind, u nichZ jsme sledovali nésle-
dujici polymorfismy (Tab.9). Tyto polymorfismy se nachézeji jak v promotorové oblasti
(IL-1a, IL-1B, IL-1R, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-a, IFN-y), tak v pie-
kladané oblasti jako (TGF-B, IL-1p, IL-2, IL-6, IL-4RA). Navic jsme urcili haplotypy
u TGF-B, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10.

Oproti zdravym kontrolam jsme u naSich vySetiovanych skupin (IPF, sarkoiddza,
EAA) zaznamenali signifikantni rozdily u IL-4 (IPF), IL-6 (IPF), IL-10 (sarkoidé6za).
Zbytek sledovanych polymorfismii nebyl statisticky vyznamny v zadné vySetfované
skuping.

Statististické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci Fisherova testu piesnosti a chi-
kvadrat testu pouzitim MedCal statistického softwaru. Za signifikantni jsme povazovali
hodnoty p-value mensi nez 0,5. pro vétsi uréeni presnosti jsme u danych polymorfismt

provedli Bonferoniho korekci. Statistické hodnoceni souboru provedla Mgr. Jelena

Skibova.

1ab.9: Prehled sledovanych genovych polymorfismii

CYTOKIN | ALELICKA SPECIFITA| GENOTYP
1o 389 C/C. C/T. T/T
1 511 C/C. C/T. T/T

3962 C/C. C/T. T/T

IL-IR pst 1970 C/C. C/T. T/T
IL-IRA mspa 11100 C/C, C/T, T/T
TLARA 1902 AA, AIG.G/G
L1 1188 AA, AIC.CIC
INF—y 874 A/A, AT T/T
codon 10 C/C,C/T, T/IT

TGE-p codon 25 C/C.C/G, GIG
308 A/A, AIG.G/G

TNF-a 238 A/A. AIG.GIG
" 330 G/G, GIT, T/T
166 G/G., GIT. T/T

7089 G/G, G/T. T/T

IL-4 7590 C/C. C/T. T/T
33 C/C. C/T. T/T

e 174 CIC. C/G, GIG
nt 565 A/A, AIG.G/G

71089 A/A, AIG.G/G

IL-10 319 C/C. C/T. T/T
592 AJA, AIC.C/C
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6.1.3.1 Genové polymorfismy IL-4

U IL-4 jsme hodnotili 3 polymorfismy v promotorové oblasti (-1098) G/T, (-590)
C/T, (-33) C/T anasledn¢ frekvenci obou haplotypt. Signifikantni rozdily jsme naméfili
u skupiny IPF v porovnani se zdravymi kontrolami. U sarkoidézy a EAA jsme sta-

tisticky vyznamné rozdily nezaznamenali.

Tab.10.1: Polymorfismus IL-4 v promotorové oblasti (-1098)

- 1098) genotyp GG GT TT
0.0650 IPF 1 (1.8%) 18 (32,1%) 37 (66,1%)
(p=0. ) kontrola 0 (0,0%) 22 (15,3%) 122 (84,7%)

V promotorové oblasti, konkrétné na pozici (-1098) jsme u pacient s IPF zazna-
menali zvySenou frekvenci alely T. Nejvyssi pocet pacientii s IPF byli ptimo homozygo-
ti TT (66,1%), coz odpovida kontrolni skuping, kde nositelé TT alelické kombinace tvo-
fili majoritni skupinu (84,7%). Nicméné u IPF se projevila v této pozici i alela G. V po-

rovnani s kontrolni skupinou (15,3%) se alela G u IPF vyskytla v 33,9% (Tab.10.1.).

Tab.10.2 : Polymorfismus IL-4 v promotoroveé oblasti (-590)

enot CC CT TT
(-590) SROP
IPF 24(42,9%) | 31(554%) 1(1.8%)
(p=0.0000)
kontrola | 112 (77.8%) | 27 (18.8%) 5(3,5%)

U polymorfismu v oblasti (-590) je zcela markantni u pacienti s IPF vyskyt CT he-
terozygotli (55,4%) v porovnani s kontrolni skupinou (18,8%). U kontrolni skupiny
naopak pievazuje vyskyt CC homozygoti (77,8%) (Tab.10.2.).

Tab.10.3: Polymorfismus IL-4 v promotorové oblasti (-33)

enot cC CT TT
33) genotyp
IPF 29 (52,7%) 25 (45,5%) 1(1,8%)
(p=0.0006)
kontrola | 112 (77,8%) 27 (18,8%) 5(3,5%)

U tfetiho polymorfismu v oblasti (-33) se nejcastéji vyskytuji u obou sledovanych
skupin homozygoti CC, IPF (52,7%) x kontrola (77,8%). Nicmén¢ u IPF jsme zazna-
menali nartist heterozygoti CT (45,5%) oproti kontrolni skuping (18,8%) (Tab.10.3.).
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Tab.10.4: Frekvence haplotypu 1 a 2 v promotorové oblasti IL-4 (-1098) (-590) (-33)
mezi IPF a kontrolni skupinou

Tab.10.4.1: Frekvence haplotypu 1 IL-4 v promotorové oblasti (-1098) (-590) (-33)

genotyp GCC TCC TTC TCT TTT
Haplotyp 1 IPE 1 23 10 1 21
(1,8%) (41,1%) (17,9%) (1,8%) (37,5%)
(p=0,0000) 0 122 0 0 32
kontrola
(0,0%) (77,8%) (0,0%) (0,0%) (22,2%)

Tab.10.4.2: Frekvence haplotypu 2 IL-4 v promotorové oblasti (-1098) (-590) (-33)

genotyp | GCC GCT GTT TCC TCT TTT
Haplotyp 2 IPE 16 2 1 35 1 1
(28,6%) | (3,6%) | (1,8%) | (62,5%) @ (1,8%) | (1,8%)
(p=0,0061) 22 0 0 177 0 5
kontrola
(15,3%) | (0,0%) | (0,0%) | (81,2%) | (0,0%) | (3,5%)

U pacientt s IPF jsme hodnotili frekvenci obou haplotypt IL-4 v promotorové ob-
lasti na pozicich (-1098) (-590) (-33).

Nejcastéjsi vyskyt u haplotypu 1 je TCC alelickd kombinace, jez se u IPF vyskytuje
v41,1% au kontrolni skupiny dokonce v 77,8%. Zajimavé zde je relativné vysoky
vyskyt haplotypu TTC u IPF, ktery se v kontrolni skupiné vibec nevyskytoval. Svou
roli u tohoto haplotypu ve vztahu k IPF muze hrat zejména alela T na pozici (-590).
Tuto doménku by potvrzovalo izvySeni vyskytu haplotypu TTT u pacientti sIPF
(37,5%) v porovnani s kontrolami (22,2%) (Tab.10.4.1.).

U haplotypu 2 jsme se setkali s rozdilnym haplotypem GCC, jehoz frekvence byla
u pacientil s IPF vyssi (28,6%) v porovnani s kontrolami (15,3%). Nicmén¢ 1 zde byla
nejcastéj$i haplotyp TCC, ktery u skupiny IPF byl detekovan v 62,5% a u kontrolni sku-
piny dokonce v 81,2% (Tab.10.4.2).
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6.1.3.2 Genové polymorfismy IL-10

U IL-10 jsme sledovali polymorfismus v promotorové oblasti, konkrétné na pozi-
cich (-1082) A/G (-819) C/T (-592) A/C. V nasi skupin€ pacientll se projevil nejvice
polymorfismus v oblasti (-819) a (-592) u pacientli se sarkoidézou. U IPF a EAA jsme

nezaznamenali statisticky vyznamné rozdily.

Tab.11.1: Polymorfismus IL-10 v promotorové oblasti (-819)

enot cc cT T
(-819) SRO0P

Sogo, | Sarkoidsza |25 (80.6%) |6 (19:4%) 0(0,0%)

(p=0.00% kontrola 74(51,0%) | 64 (44,1%) 7 (4.8%)

Na pozici (-819) se u pacientll se sarkoidozou vyskytoval castéji CC genotyp
ve srovnani se zdravymi kontrolami. Naopak u kontrolni skupiny byla v této pozici alela
T skoro u poloviny vysetiovanych osob (48,9%), ale jen u 19,4% pacientl se sarkoido-

zou (Tab.11.1.).

Tab.11.2: Polymorfismus IL-10 v promotorove oblasti (-592)

enot AA AC CC
(-592) ECIOLYP
0.022 sarkoidoza 0 (0,0%) 7 (22,6%) 24 (77,4%)
(p=0.022) kontrola 7 (4,8%) 64 (44,1%) 74 (51,0%)

Také na pozici (-592) se v nasi skupin€ pacientll se sarkoid6zou vyskytlo vice CC
homozygotii ve srovnani s kontrolami, ukterych jsme zaznamenali frekvenci alely
a (Tab.11.2.).

Tab.11.3: Frekvence haplotypu IL-10 v promotorové oblasti (-1082) (-819) (-592)
u pacientii se sarkoidozou a kontrolni skupinou

genotyp ACA ACC ATA GCC
Haplotyp 1 1 19 6 5
sarkoidoza | 3 5o, (61,3%) (19,4%) (16,1%)
(P=0.037) kontrola 0 >4 u 20
(0,0%) (37,2%) (49,0%) (13,8%)

Ackoliv polymorfismus v oblasti (-1082) se statisticky sam o sob¢& v nasi studii ne-
projevil, zaznamenali jsme rozdilnou frekvenci alel haplotypu v promotorové oblasti IL-
10 (-1082)(-819)(-592) ve srovnani se zdravou skupinou. VétSina pacientli se sarkoido-

zou je nositelem haplotypu ACC, na rozdil od kontrol, kde ptevazuje haplotyp ATA.
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6.1.3.3 Genové polymorfismy IL-6

U IL-6 jsme hodnotili 2 polymorfismy a to v oblasti (-174) C/G a (nt 565) A/G.

Signifikantni rozdil jsme nalezli u haplotypu u pacientli sIPF. U ostatnich vySet-

fovanych skupin jsme neprokazali statisticky vyznamné rozdily.

Tab.12: Haplotyp IL-6 (-174) a (nt 565)

Haplotyp

(p=0,0438)

genotyp CA CG GA GG
4 3 1 48
IPF
(7,1%) (5,4%) (1,8%) (85,7%)
25 2 0 117
kontrola
(17,4%) (1,4%) (0,00%) (81,2%)

U pacientt s IPF stejné¢ jako u kontrolni skupiny je nejcastéjSim haplotypem GG.

U IPF tvofi tento haplotyp 85,7%, u kontrolni skupiny 81,2%. Nicméné jsme u pacienti

s IPF zaznamenali vyssi vyskyt CG haplotypu (5,4%) oproti zdravé skupiné (1,4%),

naopak CA haplotyp u IPF byl niz$i (7,1%) v porovnani s kontrolni skupinou (17,4%).
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6.2 Genova exprese cytokinii

6.2.1 Charakteristika vySetfovanych skupin

Do studie genové exprese cytokinli v BALT bylo zahrnuto celkem 16 studijnich sub-
jektt. Ty jsme rozdélili dle diagnéz na podskupinu IPF, sarkoidézy, EAA a kontroly
(Tab.13). Jedna se o pacienty ve sttednim ve&ku zivota, obou pohlavi. VSechna
onemocnéni byla diagnostikovana dle pozadovanych kritérii. Zadny z pacienti nepod-
stoupil béhem studie, ani nikdy ptedtim, 1écbu steroidy.

Maly pocet studijnich subjektd je dan mnoha faktory. Ne vSichni pacienti byli
schopni odbéru BALT, ne u vSech odebranych jedincti se nakonec potvrdila diagnoza
dalsi redukci studijniho materidlu. (viz. Diskuze).

Skupina IPF je zastoupena nejvétsim poctem pacientd (6). Pacienti s IPF byli dia-
gnostikovani dle mezinarodné pozadovanych kritérii. 2 Pacienti pln¢€ nespliiovali kli-
nickd kritéria, proto podstoupili plicni biopsii a jejich histologicky ndlez potvrdil dia-
gnoézu IPF/UIP. Sarkoidéza byla diagnostikovana dle kritérii ATS/ERS/WASOG.
U vsech sledovanych pacientl v této skupiné se vyskytly nekaseifikujici granulomy, po-
tvrzené histologicky. 2 pacienti se sarkoidozou byli dle radiologického nélezu ve I1.sta-
diu onemocnéni a 1 pacient v L.stadiu. U pacientii s EAA byla potvrzena reakce po ex-
pozici antigenem a dle dalSich pozadovanych vysSetfeni byla urcena jejich diagnéza (3
pacienti se nachéazeli v subakutnim stddiu onemocnéni, 1 pacient v chronickém stadiu
onemocnéni). 2 pacienti z této skupiny navic podstoupili plicni biopsii, pro potvrzeni di-
agnozy. Kontrolni skupinu tvoii osoby, u nich pomoci HRCT bylo vylouceno jakékoliv

difuzni plicni onemocnéni.

Tab.13: Demograficka data dle skupin pacienti

IPF Sarkoido6za EAA Kontrola Celkem
(6 pacienti) | (3 pacienti) | (4 pacienti) | (3 pacienti) | (16 pacienti)
63,8 39,3 43,5 47,7 51,1

Vek
(toky) (SD=10,3) (SD=15,7) (SD=18,0) (SD=11,1) (SD=16,1)
roky
(range 54-82) | (range 27-57)| (range 28-66) | (range 36-58) | (range 27-82)
Pohlavi
6/0 1/2 2/2 2/1 11/5
(3/9)
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6.2.2 Zastoupeni jednotlivych bunéénych populaci v BALT

Tab.14: Pocet bunek v BALT

IPF Sarkoidoéza EAA Kontrola Celkem
(6 pacientl) | (3 pacienti) | (4 pacienti) | (3 pacienti) | (16 pacienti)
32,4 31,9 30,8 30,1 314
BALT (ml)
(SD=3,0) (SD=3,2) (SD=1,9) (SD=2,2) (SD=2,6)
alveolarni
65,0 48,7 38,7 94,7 62,4
makrofagy
%) (SD=29,4) | (SD=31,9) (SD=38,6) (SD=2,5) (SD=32,5)
0
lymfocyty 29,5 33,7 53,7 3,7 30,0
(%) (SD=27,8) | (SD=19,6) (SD=36,9) (SD=2,1) (SD=28,2)
neutrofily 2,3 16,7 2,7 1,7 5,1
(%) (SD=1,4) (SD=22,3) (SD=1,2) (SD=0,6) (SD=10,4)
eosinofily 2,0 1,0 5,0 0 2,0
(%) (SD=4,9) (SD=1,0) (SD=1,0) (SD=0,0) (SD=3.,4)
4,7 5,1 0,9 0,9 3,1
CD4'/CD8"
(SD=2,5) (SD=1,0) (SD=1,3) (SD=0,6) (SD=2,6)

Pozn.Cytometrické vySetfeni BALT byla provedana na cytometru Cytomics FC 500 (Beckman Coulter)
uzitim CXP softwaru (Bekman Coulter)

Také utéto studie, stejn¢ jako u genovych polymorfismi cytokini (Tab.7),
se projevily zmény v poctu jednotlivych bunéénych populaci u danych skupin vzhledem
ke kontrolam. U vSech tfech sledovanych skupin (IPF, sarkoidoza, EAA) byl zvySen po-
cet lymfocytu.

Nejmarkantnéji je toto zvySeni znat u skupiny EAA, kdy pocet lymfocytl dosahl
53,7%, coz muze souviset i se zvySenim eosinofill, které jsou aktivovany cytokiny pro-
dukovanymi pfedev§im Th2 lymfocyty. Samoziejmé, vyssi pocet eosinofil mize také
souviset s jejich reakci vii¢i antigenu zevniho prostfedi, jak jiz bylo zminéno u ko-
mentafe k Tab.7. U této skupiny navic pozorujeme nejnizsi pocet alveolarnich makrofa-
gu, které mohou byt inhibovany, prave cytokiny produkovanymi Th2 lymfocyty.

U sarkoidozy jsme jeSt¢ zaznamenali zvySeni poctu neutrofilli oproti kontrolam
1 vaci ostatnim sledovanym skupinam, coz neni typicky nalez. Mlze to souviset s pro-
délanou infekci nékterého z pacientli v dobé odbéru. Obecné Ize fici, Ze u plicnich fibro-

tizujicich procest ptitomnost neutrofild v BALT muize byt povazovana za Spatny pro-
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gnosticky znak, jelikoZ tyto bunky svymi proteolytickymi a oxidativnimi enzymy jesté
vice poskozuji plicni parenchym a mohou tak ptispivat k rozvoji fibrozy (Stfiz, 2007).
U této skupiny byl také zvySen pocet lymfocyti ato zejména CD4" T bunék, které

se podileji na vzniku granulomu.

6.2.3 Exprese cytokinovych genii v BALT -vysledky méreni

V nasi studii jsme u kazdého pacienta sledovali expresni profil 84 cytokinovych
gentl. Jednalo se o skupinu interleukini, interferond, rodinu TGF-B, rodinu TNF, bone
morfogenetic proteins, ristové faktory a dalsi cytokiny (viz. Ptiloha).

Naméiené hodnoty specifickych genti byly srovnany s hodnotami 5 housekeeping
genil (ACTB — Actin B, GAPDH - Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza, RPL13A - Ri-
bozomalni protein L13a, HPRT1 - Hypoxanthin fosforybozyltransferaza 1 a B2M — 3-2-
microglobulin).

Zmeéna genové exprese se nejvice projevila u skupiny pacientt se sarkoidozou. Pa-
cienti v této skupiné méli zvySenou expresi Faktoru stimulujiciho granulocyty a mak-
rofagy (GM-CSF), Fas ligandu (FASLG), Interferonu gamma (IFN-G), Interleukinu-7
(IL-7), Lymfotoxinu alfa (LTA), Transformujiciho rtistového faktoru beta 2 (TGF-B2).
U skupiny EAA jsme zaznamenali vys$si expresi FASLG, IFN-G a Interleukin-6 (IL-6).

Pacienti s IPF méli zvySenou expresi pouze u Interferonu kappa (IFN-K).

Tab.15: Relativni exprese mRNA u signifikantné zvysené exprimovanych cytokinovych
genii (za signifikantni jsme povazovali p-value < 0,05 — zvyraznéné hodnoty)

IPF/ kontrola Sarkoido6za/ kontrola EAA/ kontrola
GM-CSF 1,02 11,98 1,27
FASLG 1,91 5,25 13,62
IFN-G 3,83 14,35 25,81
IFN-K 4,88 4,23 1,19
IL-6 2,18 4,03 4,08
IL-7 1,26 5,35 1,81
LTA 1,13 4,40 3,77
TGF-B2 2,06 4,26 1,11
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Tab.16: Hodnoty p-value mRNA exprese u studovanych skupin vzhledem ke kontrolni
skupiné (za signifikantni jsme povazovali p-value < 0,05 — zvyraznéné hodnoty)

IPF/ kontrola Sarkoidéza/ kontrola EAA/ kontrola
GM-CSF 1,00 0,71
FASLG 0,37
0,20

Relativni exprese mRNA u signifikantné zvySené exprimovanych cytokinovych gen

30
B PF/UIP
* B SARKOIDOZA
25 O EAA
20 |
15 *ok

relatimni exprese mRNA

GM-CSF FASLG IFN-G IFN-K IL-6 IL-7 LTA TGF-B2
cytokiny

Graf 1: Relativni exprese mRNA u signifikantné zvysené exprimovanych cytokinovych
genii (hvezdicky oznacuji statisticky vyznamné zvysSeni genové exprese)
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7. Diskuze

Na problematiku plicnich fibrotickych procest 1ze nahlizet z mnoha uhli pohledu
(klinicky, diagnosticky, histologicky, imunologicky, geneticky atd.). V nasi studii jsme
se pokusili zaméfit predevsim na etiologii danych onemocnéni. Polozili jsme si zakladni
otazku, jakou roli mize sehrat v tomto procesu reakce imunitniho systému, konkrétné
cytokiny, jejich polymorfismy a exprese v BALT. Cili zda zde hraji roli i genetické fak-
tory, které by teoreticky mohly ovliviiovat produkei cytokint a zptsobit tak poruchu ho-

meostazy u nasich sledovanych pacienti?

Cytologické nalezy nam potvrdily, ze v BALT u naSich sledovanych pacienti do-
chazi k jistému posunu v poc¢tu bunéénych populaci vlivem aktivniho procesu v plicnich
alveolech (Tab.7; Tab.14). Migrace bun¢k imunitniho systému (neutrofildi, eosinofilt,
lymfocytli) do plicniho intersticia ziejmé souvisi s jejich ucasti na praveé probihajicim
hojicim, poskozujicim ¢i fibrotickém procesu a lze tedy ocekavat s velkou pravdé-

podobnosti i sekreci cytokint témito buiikami.

U studijni skupiny, u niz jsme sledovali polymorfismy cytokinil, jsme ziskali rela-
tivne velky pocet pacientli (104) navzdory k nizkému vyskytu danych onemocnéni v po-
pulaci. Nicméné jsme si védomi, Ze naSe zavéry nelze povazovat za obecné platné
pro celou kavkazskou populaci. Mizeme jen diskutovat s ostatnimi autory, porovnavat
nase vysledky s dosud publikovanymi daty a snazit se podpofit ¢i vyvratit dosud platné
hypotézy.

Genovy polymorfismus cytokind se u nasich studijnich subjektii projevil u inter-
leukinu-4 (IL-4 u IPF), u interleukinu-6 (IL-6 u IPF) a u interleukinu-10 (IL-10 u sarko-
idozy). U EAA jsme neprokdzali vliv genového polymorfismu u Zadného ze
primarni roli pfedev§im expozice antigenu zevniho prostfedi. Ac¢koliv bylo prokazéno,
ze 1u EAA imunitni odpovéd’ na inhalované antigeny muize byti podminéna geneticky-

mi faktory, napt. polymorfismy u TNF rodiny (Chen et al, 2005).
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U IL-4 jsme hodnotili 3 polymorfismy v promotorové oblasti tohoto genu, tedy
v misté, kam nasedaji transkripéni faktory. Polymorfismus v této oblasti by tedy mohl
mit vliv na transkripci a nésledné translaci celého proteinu. Rozdilny genotyp u IL-4
se projevil pouze u pacientl s IPF vzhledem ke skupiné zdravych kontrol.

Na pozici (-1098) pievazovala sice alela T (genotyp TT), nicméné u pacienti s IPF,
jsme zaznamenali i zvySeny vyskyt alely G (genotyp GT). Dle naSich piedchozich studii
GT genotyp na pozici (-1098) u pacienti s IPF koreluje s vy$§im vyskytem CD4" T
lymfocytil, na rozdil od TT genotypu, kde pievazuji CD8" T lymfocyty v BALT (Vasa-
kova et al., 2007). Polymorfismus v této oblasti byl sledovén i v jinych studiich napf.
ve vztahu k chronické osteomyelitidé (zanétlivé onemocnéni kostni dfen€) (Tsezou et
al., 2008). Autofi v této studii dle svych vysledkl soudi, Ze polymorfismus v této oblasti
a v oblasti (-590), kterou jsme také sledovali, je spjat s vy$§im rizikem vzniku osteo-
myelitidy u nosict alely T. ve studii Trajkov et al.(2009) bylo poukazdno na makedon-
ské populaci, ze alela T v oblasti (-1098) u IL-4 genu ma pozitivni asociaci s chro-
nickym obstrukénim plicnim onemocnénim (CHOPN) a Ze nosici této alely maji vyssi
nachylnost k danému onemocnéni. Naopak alela G v této genové oblasti, mize miti
u téchto pacientli protektivni charakter.

V oblasti (-590) na tomto genovém lokusu, jsme se u pacientll s IPF setkali s vy$§im
vyskytem heterozygotli CT oproti zdravym kontrolam (pfevaha CC). Vyssi vyskyt alely
T na tomto misté je diskutovdn v mnoha studiich a je davan do souvislosti napf. s ast-
matem (Buchard et al., 1999, Haukin et al., 2002), plicni formou tuberkuldzy (Vidyarani
et al., 2006) ¢i jinymi autoimunitnimi chorobami jako atopie, alergicka ryma, ekzém,
Crohnova choroba, thyreoitida (Haukim et al, 2002).

Polymorfismus v oblasti (-33) u IL-4 se projevil u pacientt s IPF nariistem frekven-
ce vyskytu alely T. Nejvyssi zastoupeni v naSem souboru méli sice homozygoti CC,
nicméné u heterozygotti CT jsme zaznamenali vyssi vyskyt pacientli s IPF vzhledem
ke kontrolni skupiné. CT genotyp je Castéji zastoupen u pacientl s IPF s dynamickymi
zménami na HRCT skore, tedy s progresivni formou onemocnéni (VaSdkova et al.,
2007). Alela T v této oblasti opét asociuje s celou fadou dalSich onemocnéni, napt. ju-
venilni artritidou (Haukim et al, 2002).

Pokud se tedy podivame na celou ndmi sledovanou promotorovou oblast a dame
do souvislosti vSechny vySetifované polymorfismy IL-4, miizeme fici, ze u pacientil
s IPF v nasi studii ptevazuje haplotyp TCC. Haplotyp TCC byl popsan ve studii Trajkov
et al. (2009), spolu s haplotypem GCC, jako protektivni vi¢i chronickému obstrukéni-
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mu plicnimu onemocnéni (CHOPN), na rozdil od haplotypu TCT, jez by mohl zvySovat
nachylnost k danému onemocnéni. ve studii Rezaei et al., (2009) byl dan haplotyp GCC
do souvislosti s variabilnim imunodeficitem (CVID). Autofi se domnivaji, Ze u pacientii
s timto haplotypem mtzZeme ocekavat na zaklad¢é tohoto polymorfismu 1 vyssi produkci

IL-4.

Polymorfismus IL-4 (genu) by tedy mohl ovliviiovat samotnou produkci IL-4 (pro-
teinu). Pokud by doslo vlivem polymorfismu ke nadmérné produkei IL-4, nésledovalo
by i zvyseni po¢tu Th2 buné€k, neb IL-4 je povaZovan za jeden z hlavnich determinuji-
cich faktora diferenciace Th2 lymfocytti. Zaroven IL-4 potlacuje vznik Thl lymfocytl
a tim padem vznika nerovnovéaha ve smyslu pfevahy Th2 bunék. ZvySena a trvald pro-
dukce IL-4 byla prokazana v souvislosti s IPF mnoha studiich (Wallace et al., 1999;
Ando et al., 1999; Huax et al., 2003). Cytokiny Th2 skupiny, tzn. I IL-4, aktivuji tzv.al-
ternativn¢ alveolarni makrofagy (AM), které se za normalnich okolnosti podili
na regeneraci plicniho epitelu produkci fibronektinu a TGF-B. Nicméné nadmérna ak-
tivace AM vede k poskozovani alveolarniho epitelu a fibrogenezi ve fibroblastech nésle-

dované rozvojem fibrozy.

60



U pacientt s IPF se také projevil polymorfismus genu pro IL-6, respektive jsme za-
znamenali u nasi studijni skupiny zménu v haplotypu (-174) (nt565). V promotorové
oblasti (-174) dochazi k polymorfismu ve smyslu C/G au intronové sekvence (nt565)
A/G. Pacienti s IPF méli nejvyssi vyskyt haplotypu GG (85,7%), mnohem mensi pocet
studijnich subjekt mél haplotyp CA a CG. Je tedy patrné, Ze na pozici (-174) u toho
genu dochézi k vyrazné substituci G— C.

Asociace mezi polymorfismem v této oblasti (-174G) a IPF byla diskutovana ve stu-
diich Pantelidis et al., (2001) a Riha et al., (2004). V americké studii progresivni formy
plicni fibrézy u hornikli pracujicich v uhelnych dolech byla zaznamenéna také zvySena
frekvence alely G (-174) u IL-6. Polymorfismus IL-6 byl zde dan do souvislosti s VEGF
a ICAM-1, jelikoZ se u téchto pacientd projevil ve zvySené formé polygenotypu: VEGF
(+405C)/ ICAM-1 (+241A)/IL-6(-174G). Autoii dle svych vysledkd soudi, Ze zminély
genotyp asociuje se zvySenym rizikem progresivni formy fibrozy (Yucesoy et al., 2008).

C alela v této oblasti (-174) je naopak davana do souvislosti se sarkoidézou (Grut-
ters et al., 2003; Mayer at al., 2007). Zminéni autofi naznacuji, Ze alela C by mohla mit
vliv u pacientl se sarkoid6zou na ptechod do fibrotického stddia onemocnéni. OvSem
v nasi studii jsme u pacientli se sarkoiddzou tato tvrzeni neprokézali. Stejn¢ jako jsme
neprokazali vztah tohoto polymorfismu k EAA. Nicméné v nasi predeslé studii (Vasa-
kova et al., 2008) jsme zaznamenali u pacienti s EAA korelaci mezi timto polymor-
fismem a zvySenou hladinou chemokinu ENA-78 v BALT.

Polymorfismus C/G v promotorové oblasti IL-6 je spojovan i s dal§imi onemocnéni-
mi. Napf. insulin dependentni diabetes mellitus, osteopordza, systémovy lupus
erythemotodes (SLE), Kaposhiho sarkom, rejekce transplantatu ledvin aj. (Haukim et

al., 2002).

IL-6 je povazovan za prozanétlivy cytokin s pleiotropnim ucinkem ptsobeni. Zmi-
nény genotyp tohoto cytokinu by mohl hrat roli u pacientl s IPF zejména v prvni fazi
poskozeni plicnich alveolil. na experimentalnim mysim modelu bylo prokézano, ze IL-6
zpuisobuje pfedevsim infiltraci lymfocyty a alveolitidu, av§ak jen minimalni fibrézu (Di
Cosmo et al., 1994). V neddvné studii na my$im modelu bylo uvedeno, Ze rozvoj plicni
fibrozy indukované experimentalné bleomycinem muze byti inhibovan antagonistou re-
ceptoru leukotrienu B4 (BLTR), a to zpisobem zeslabeni zanétlivé reakce a zménou
v produkci cytokinii, mimo jiné i IL-6, jehoz hladina v BALT se snizila (Izumo et al.,

2009).
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Poslednim cytokinem, u n€hoz jsme zaznamenali zménu v genovém polymorfismu
byl IL-10. V nasi studijni skupiné se nejvice projevil polymorfismus tohoto cytokinu
v promotorové oblasti (-819) C/T a (-592) A/C a v haplotypu 2 (—1082)A/G (—819)C/T
(—592)A/C u pacientti se sarkoidozou. Polymorfismus IL-10 (-1082) ve vztahu k tomuto
onemocnéni hodnotil ve své studii Murakozy et al., (2001), nicmén¢ nenasel signifikant-
ni rozdily mezi svymi pacienty a zdravymi kontrolami. ve své studii vychdzel z pred-
pokladu, Ze polymorfismus genu kddujici tento cytokin miize modifikovat jeho produk-
ci a tim padem i pribéh daného onemocnéni.

Sarkoid6za patii do skupiny granulomat6znich chorob, stejné jako tuberkuloza ¢i
lepra. U téchto infekénich onemocnéni byla také sledovana role IL-10 a jeho polymor-
fismu. Vztahem IL-10 k tuberkuloze se zabyva ve své praci napt. Thye et al., (2009).
Tito autofi popsali ve své studii na Ghanské populaci vliv haplotypu IL-10 na produkci
IL-10 pfi odpovédi na mycobakterialni antigeny. Jedinci s haplotypem (-2849)A
(-1082)A (-819)C (-592)C produkovali nizké hladiny IL-10 v plazmé ve srovnani s je-
dinci s haplotypem (-2849)G (-1082)G (-819)C (-592)C, jez se vyskytoval s mensi frek-
venci v dané populaci u kontrolnich jedincti s negativnim koznim tuberkulinovym
testem. U pacientll trpici leprou byla detekovana nizkéd hladina IL-10 u nosi¢t alely T
na pozici (-819), zejména v konecném stadiu onemocnéni. Snizeni produkce IL-10 by
to mohlo vést k chronické a neefektivni odpovédi kulminujici rozvojem lepry (Pereira et
al., 2009).

Co se tyce onemocnéni neinfekéniho charakteru, tak byl zaznamenén vliv genotypu
a haplotypu IL-10 u Sjogrenova syndromu (Hulkkonen et al., 2001), SLE (Chung et al.,
2007) ¢i systémové sklerdzy (Beretta et al., 2007). U vSech tii zminovanych onemocné-
ni se vyskytoval zvysen¢ haplotyp GCC u IL-10 v promotorové oblasti na pozicich (-
1082) (-819)(-592) a vzdy vyskyt tohoto haplotypu koreloval se zvySenou hladinou IL-
10.

MiuizZeme tedy fici, Ze genovy polymorfismus ulL-10 souvisi scelou fadou
onemocnéni. U n€kterych dany polymorfismus a haplotyp v genové oblasti zvySuje pro-
dukci proteinu IL-10, u jinych naopak souvisi s poklesem IL-10. U pacientl se sarkoi-
dozou, kde je primarni Thl odpovéd’ spojend se zdnétem a vyvojem granulomatozy,
jsou hladiny IL-10 spolu s dalSimi Th2 cytokiny, snizeny (Hill et al., 2008). Tuto hypo-
tézu by potvrzovaly i studie dalSich granulomatoznich chorob (tuberkul6za, lepra),
u nichz je navic prokdzan i vliv genového polymorfismu na sniZenou produkci tohoto

cytokinu.
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Pfi studiu genové exprese cytokintl jsme vychazeli z hypotézy, ze exprese mRNA je
vyznamnym mezikrokem mezi geny kodujicimi dany cytokin a vyslednou produkci pro-
teinové formy daného cytokinu. Zmény v expresi genii by nam proto mohly poskytnout

novy pohled na tuto dosud pfilis neprobadanou oblast.

Pti studiu exprese cytokinovych genti v BALT jsme se potykali s nékolika problémy.
Prvnim z nich byl jiz samotny odbér materialu (BALT). Pfi odbéru BALT dochazi k jis-
tym ztratam (Tab.6), neb ¢ast aplikovaného fyziologického roztoku zistava vzdy v ma-
lych prostorech dychacich cest, takZe ani nemlizeme ocekavat 100% vytéznost. Navic
odebrana BALT muze byt znecisténa pfitomnosti krve ¢i hlenu, coz pak znesnadiuje
dal$i manipulaci. Samotna bronchoskopie byva pro pacienty stresujici zalezitosti au
kazdého tento zakrok miize vyvolat jinou reakci, proto je nutny profesiondlni a indivi-

dudlni ptistup ke kazdém jedinci.

Dalsim kritickym krokem byla stabilizace odebran¢ho materialu. Abychom zabranili
degradaci RNA v BALT, pouzivali jsme zpoc€atku ihned po odbéru stabiliza¢ni roztok
(RNAlater RNA Stabilization Reagent od firmy Qiagen), jez mél bunky zafixovat
do doby izolace. Tento postup se nam nicméné neosveédcil, jelikoz nebylo mozné s vy-
sokou uc€innosti oddélit stabilizaéni ¢inidlo od bunék centrifugaci atak dochdzelo
k ztratam pted izolaci RNA. Nasledné jsme tedy zménili protokol odbéru tak, ze bunky
thned po odbéru se zlyzovaly roztokem Qiazol (od firmy Qiagen), coz je denaturacni Ci-
nidlo, které zarucuje inhibici RNAas a zaroven ochranu molekul RNA. Takto zlyzované

vzorky jsme uloZzili na -80°C do doby izolace RNA.

Pfi samotné izolaci a manipulaci s RNA je nutno si dat pozor na kontaminaci vzorku
DNA a na degradaci RNAasami. z tohoto ditvodu se beéhem izolace pfidava DNasa, kte-
r4 dokaze odstranit genomickou DNA. pro real-time PCR (RT-PCR) je potieba ziskat
nejen pozadované mnozstvi RNA, ale i pozadovanou ¢istotu. Dobrych zkuSenosti jsme
dosahli s pouzitim soupravy na izolaci RNA (RNA Tissue Kit, Qiagen, Némecko), jejiz
princip je zaloZen na vychytani molekul RNA na magnetické mikrocastice. Cely proces
izolace probiha v uzavieném prostoru automatu na izolace nukleovych kyselin, ¢imz
jsme snizili riziko kontaminace na minimum. V pribéhu izolace byl navic zatfazen krok

degradace kontaminujici DNA roztokem DNAsy.
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Pivodni metodu ke stanoveni genové exprese, kterou jsme se rozhodli pouzit
pro nasi studii, byla analyza pomoci nylonovych membranek s ukotvenymi genové spe-
cifickymi sondami (Super Array, Frederick, MD, USA), ke kterym hybridizovaly mole-
kuly RNA prepsané do cDNA. I ptes veskeré Gsili jsme v danych podminkach bohuzel
nedosahli kyzenych vysledkl a proto jsme zvolili jinou variantu, a to real-time PCR.
Touto metodou jsme jiz byli schopni 1épe a piesnéji kvantifikovat genovou expresi. Vy-
brali jsme si systém od stejného vyrobce jako nylonovych membranek, nebot’” jsme byli
spokojeni s ndvaznosti na dal$i aplikace pfi analyze dat. Navic metoda RT-PCR ma
v sob€ dobte propracovany systém kontroly kvality: 1) pozitivni kontrola, ktera indikuje
pfitomnost necistot ve vzorku, 2) kontrola reverzni transkripce, ktera umoziuje sledovat
ucinnost reverzni transkripce a 3) kontrola genomické DNA, kterd umoziuje detekovat
ptitomnost kontaminujici DNA. Pfi samotném méfeni jsme navic zatfadili dal§i krok
kontroly kvality vyuZitim analyzy kiivky tani PCR produktl, kterou si mliizeme ovéfit
ptitomnost pouze jednoho specifického PCR produktu. V ptipad¢ ptitomnosti dvou pro-
duktl by se jednalo o kontaminaci genomickou DNA a takovou reakci neni mozné

analyzovat.

Je patrné, ze mnozstvi pacientli v této studijni skupiné je podstatné mensi v po-
rovnani se skupinou, u niz jsme sledovali genové polymorfismy cytokinti. Tuto studii je
proto nutno chépat jako pilotni, s cilem vyladit danou metodiku a poskytnout tak zdroj
zakladnich informaci pro dal$i studijni zdméry. Jsme si védomi, ze ziskané vysledky
nelze aplikovat na celou populaci, a Ze nam poskytuji jen nastin toho, co se v plicich pa-
cientll béhem fibrotického procesu skutecné odehrava. Tato oblast je dosud neprobadana

a proto kazdy novy poznatek lze chépat, jako posun kupiedu.

Nicméné jsme zaznamenali zvySeni genové exprese u nasledujicich molekul: GM-
CSF, FASLG, IFN-G, IFN-K, IL-7, IL-6, LTA, TGF-B2. Jedna se o rastové faktory
(GM-CSF, IL-7), cytokiny spojené Th1 bunécnou odpovédi a zanétlivou reakci (IFN-G,
IL-6), molekuly asociované s apoptozou (FASLG, LTA). Zvysend exprese znaci

1 moznou vyssi produkci téchto molekul bunikami BALT.
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GM-CSF je ristovym faktorem granulocytll a monocytl. Je produkovan makrofagy,
Th2 bunikami, mastocyty, endotelovymi bunikami a také fibroblasty. Exprese tohoto cy-
tokinii byla zvySena u pacientii se sarkoidozou. Tito pacienti méli také nejvyssi pocet
neutrofilt v BALT, coz by mohlo naznacovat piimy uUc¢inek tohoto rtstového faktoru
na granulocyty v BALT. ZvySend exprese mRNA GM-CSF v BALT byla prokazana také
u pacientl se sarkoidozou ve studii Ishioka et al. (1996). Ten naznacuje mozny vliv
GM-CSF pfii akumulaci makrofagh a tvorbé granulomu.

JelikoZ je GM-CSF také produktem fibroblastii, 1ze pfedpokladat jeho roli i na fibro-
tickém procesu. Tuto doménku potvrzuje studie Chung A.S. A Kao W.J. (2009), kde
zminéni autofi popisuji u¢inek GM-CSF na fibroblasty a monocyty v podminkach in
vitro. U pacientll, u nichz se vyvinula plicni fibréza po zasaZeni yperitem, byla zazna-
menana zvysena hladina GM-CSF v BALT (Emad A. A Emad Y., 2007).

Pokud tedy dojde k poskozeni plicniho epitelu, zahdji se reparacni procesy, na nichz
se zcela nepochybné podili i GM-CSF. Ten stimuluje alveoldrni makrofagy a neutrofily,
které se mohou nasledné shlukovat do granulom, jako v ptipadé€ sarkoiddzy. ZvySena
exprese GM-CSF v epitelidlnich buitkach mtze byt ovlivnéna i fadou jinych cytokind,

napt. TNF-a (Carakova et al., 2009).

Dal$im ristovym faktorem, u néhoZ jsme zaznamenali zvySenou expresi v BALT,
byl interleukin 7 (IL-7). Ten stimuluje pfedevsim lymfocyty. Jeho zvySena exprese
se projevila u pacientll se sarkoidézou. U téchto pacientii dochazi k masivnimu pfilivu
Thl lymfocytl, které exprimuji vysoké hladiny receptoru pro IL-7. Polymorfismus
v genech koduji tento receptor mize mit vliv na rozvoj sarkoidézy a mize byt pova-
zovan dokonce za rizikovy faktor ve vyvoji dalSich granulomat6znich chorob (Heron et
al., 2009).

Ve studiich in vitro byl ukazéan vliv IL-7 na lidské bronchidlni intraepitelialni lymfo-
cyty. Tyto buiiky produkovaly nezanedbatelné mnozstvi IL-7 (a IL-15), které se jeste
zvysilo po stimulaci IFN-y (Hirosako et al., 2009). IFN-y polarizuje imunitni odpoveéd’
v Thl sméru, coz u sarkoidozy je smérem k formaci granulomt, nezli k fibrotickému
procesu. Navic IL-7 inhibuje uc¢inek TGF-f, potencialniho profibrotického faktoru tim,
ze up-reguluje Smad?7, hlavni inhibitor signalni dréhy TGF-B (Huang et al, 2002; Zhang
et al., 2004).
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IFN-y je povazovan za typicky cytokin Thl skupiny. Jeho exprese byla zvySena
u pacienti se sarkoidozou i EAA. Uginek IFN-y je piedeviim antifibroticky, sniZuje
proliferaci endotelovych bunék isyntézu kolagenu ve fibroblastech. Hraje také roli
v apoptoze (Wen et al., 1997), coz by potvrzovaly i naSe nalezy soucasného zvysSeni ex-
prese IFN-y spolu s FasL a LTA u sarkoidézy i EAA. Naopak u pacientt s IPF byla za-
znamenana snizena exprese IFN-y v BALT (Park et al., 2009), coz jsme v nasi studii ne-
prokazali.

Nejvetsi zmeénu genové exprese toho cytokinu jsme zaznamenali u EAA. IFN-y je
u tohoto onemocnéni zcela zasadni béhem formace granulomu, s ¢imZ souvisi migraci
neutrofilli do alveolarnich prostor. Timto problémem se zabyva studie Nance et al.,
(2008), kde na mysim modelu tohoto onemocnéni sleduji moZné pattern recognition re-
ceptors (PRRs) jejichz aktivace pfisluSnymi antigeny zpusobuje produkci chemokint
a atrakci neutrofild do mista poSkozeni. Protektivni roli miize mit naopak u tohoto
onemocnéni produkce IL-4 NKT buiikami, ktera potlacuje produkci IFN-y neutrofily
(Hwang at al., 2006).

IFN-k je ¢lenem interferonové rodiny. Je schopen zesilit produkci IL-10 a zaroven
inhibovat IL-12 principem negativni zpétné vazby, coz v kone¢ném disledku miize sou-
viset s potlacenim aktivace T lymfocytti a NK bunék (Nardelli et al., 2002). Tento cy-
tokin byl sledovan u pacientil s psoridsou ¢i atopickou dermatitidou v souvislosti s jeho
expresi v keratinocytech (Scarponi et al., 2006). Nicméné jeho role v IPP neni dosud ob-
jasnéna. V nasi studii, jsme zaznamenali jeho zvySeny expresni profil pouze u pacienti
s IPF. Jeho hladina miize byti ov§em zvySena vlivem lécby IFN-y ¢i prodélané virové

infekce (Buontempo et al., 2006).

Lymfotoxin-o (LTA) patii do skupiny tumor nekrotizujicich faktorti a hraje roli bé-
hem apoptotické smrti bunék. My jsme zaznamenali zvySeni jeho genové exprese u pa-
cientll se sarkoiddzou, stejné jako se u této skupiny projevilo zvysSeni FasL. Souvislost
mezi LTA a kozni formou sarkoidozy byla sledovéana ve studii McDougal et al., (2009).
Plicni formou sarkoidézy a polymorfismem LTA se zabyvala ¢eska studie Mrazek et al.,
(2005). Také u pacienti s IPF byla provedena genova analyza zarnujici i LTA (Pantelidis
etal., 2001).
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Fas ligand (FasL) je molekula spojena s procesem apoptdzy. Vazbou FasL na Fas re-
ceptor dojde k vyvolani kaskadovité reakce, jejiz cilem je programovand bunécna smrt.
FasL je exprimovan pievazné na aktivovanych T-lymfocytech. Jeho exprese muze byti
tedy zvySena iu lymfocyti v BALT. to ukédzal ve své studii Kuwano et al., (2008)
na lymfocytech a granulocytech v BALT u pacientl s IPF. U téchto pacienti muize do-
chéazet vlivem apoptézy k nadmérnému poskozovani plicni vystelky (Barbas-Filho et
al., 2001; Martin et al, 2005).

V nadi studijni skupin€ jsme zaznamenali zvySenou expresi FasL u pacienti
se sarkoidozou a EAA. U téchto dvou skupin byla popsana i zvySena koncentrace FasL
v BALT (Shikuwa et al., 2002). Nicmén¢ Laflamme et al., (2003) sledoval u pacienti
s EAA nizsi vyskyt apoptozy lymfocyti v BALT vzhledem ke kontrolni skupiné, acko-
liv exprese FasL byla u téchto pacientli srovnatelna s kontrolni skupinou.

Apoptoticky proces vyvolany FasL mlze mit i pozitivni ucinek. Napftiklad pii od-
stranovani poskozenych buné€k, inhalovanych ¢éstic a regeneraci tkané (Nomoto et al.,
1997). Je tedy patrné, Ze apoptdza hraje rozdilnou roli v zavislosti na daném onemocné-

ni.

TGF-B2 je jednim ze tfi moznych izoforem TGF-f, zdkladniho imunoregulacniho
cytokinu. Jeho role ve fibrotickém plicnim procesu je nesporna. Plisobi jako chemotak-
ticky faktor pro fibroblasty, ovliviiuje sekreci jejich ristového faktoru FGF-2 (Khalil et
al., 2005), 1 faktoru podporujici rozvoj pojivové tkan¢ (CTGF) (Duncan et al, 1999).

Jeho zvySenou genovou expresi jsme zaznamenali u pacientd se sarkoidézou.
U tohoto onemocnéni byl prokazan vliv genového polymorfismu TGF-B3 na rozvoj fib-
rotického stadia onemocnéni, nicméné TGF-B1 a TGF- B2 se utéchto pacientii ne-
projevil (Kruit et al., 2006).

Produkce TGF- B2 miZe byti ovlivnéna jinymi cytokiny. Napiiklad IL-4 a IL-13 sti-
muluji jeho produkcei v lidskych bronchidlnich epitelidlnich bunék, naopak IFN-y ji inhi-
buje (Wen et al., 2002). Tyto zavéry ukazuji nejen na vzajemnou orchestraci cytokind,
ale 1 na moZnou roli TGF- B jak v reparacnich procesech béhem poskozeni plicniho epi-

telu, tak v patogenezi rozvoje fibrozy.
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Poslednim cytokinem, u néhoz jsme zaznamenali zménu genové exprese, byl IL-6.
Jeho exprese byla zvySena u pacient s EAA i IPF. Role tohoto cytokinu v patogenezi
fibrotizujicich plicnich procest byla jiz diskutovana v hodnoceni genovych polymorfis-
md, jelikoz jsme u IL-6 zaznamenali 1 statisticky vyznamnou zménu v haplotypu u pa-
cientli s IPF. Zavérem lze tedy fici, Ze IL-6 je cytokinem s pleiotropnimi Uc¢inky, jez
se dozajista podili na patogenezi danych onemocnéni, nicméné mechanismus jeho piiso-

beni u IPP neni dosud zcela objasnén.
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8. Zavér

Na pocatku nasi studie jsme vychazeli z hypotézy, Ze u intersticialnich plicnich pro-
cest hraje jednu z hlavnich roli i1 patologicka reakce imunitniho systému. Ta zahrnuje
celou fadu mechanism, které se spolecné s dalsimi faktory mohou podilet na fibrotizaci
plicni tkané€. V na$i studii jsme se zaméfili na jednu slozku imunitniho systému, a to
na cytokiny. Sledovali jsme jejich polymorfismy a expresi v BALT s cilem najit znaky
odlisné a typické pro danou diagnézu a zaroven i znaky spole¢né, kuptikladu patogene-
tické cesty a jejich modifikujici faktory vedouci k fibrotizaci plicni tkdné. Nasim stu-
dijnim zdmérem byl nejen prukaz genetickych faktort, ale i vytvoreni a zdokonaleni
metody na izolaci RNA z BALT pro dalsi klinické pouziti ¢i vyzkumné zameéry.

Jsme si védomi, Ze soubor naSich pacientd neodpovidd poZadovanému mnoZstvi,
z n¢hoz by bylo mozno vyvozovat obecné¢ platné zavéry pro celou populaci. Nicméné
nase vysledky potvrzuji dosud platné teorie o moznych genetickych faktorech, jez
ovliviuji produkei cytokinti u téchto onemocnéni. Cytokiny pak nasledné¢ mohou posu-
nout rovnovahu ve sméru Th2 bunééné odpovédi a vyvolat mozny rozvoj plicni fibrozy.
V opacném prtipad¢, prevazuje-li Th1l odpoveéd’, miize dojit k zanétlivé a hypersenzitivni
reakci jako u EAA, ¢i k alveolidé a tvorbé granulomu jako v ptipad¢ sarkoidozy.

Je nezbytné si uvédomit, ze pracujeme s lidskym organismem, ve kterém probiha
soucasn¢ nekolik desitek ¢i stovek déju, jez se mohou lisit od reakei in vitro, Casto
situovanych do idedlnich podminek. Nelze obecné fici, Ze cytokiny zptisobuji ¢i potla-
cuji plicni fibrézu. Jejich role v tomto procesu je nepopiratelna, nicméné se na ném po-
dili 1 fada dalSich faktort, jako chemokiny, angiogenni a ristové faktory, jednotlivé bu-
nééné populace. Také faktory zevniho prostredi hraji u t€chto onemocnéni svou roli, ex-
pozice alergenu, inhalace toxickych ¢i karcinogennich latek, zneciSténé pracovni
prostfedi (viz.EAA). Kazdy jedinec na tyto faktory reaguje jinym zpisobem, kazdy si
zaroven nese jinou genetickou vybavu. Je proto nelehké zobecnit dané poznatky a vy-
tvotit obecné platné pravidlo pro danou skupinu onemocnéni.

V na$i studii jsme se snazili pfispet k dosud zndmym poznatklim a naznacit dalsi

mozné cesty vyzkumu této problematiky.
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9. Seznam pouzitych zkratek

1. LF UK
3'UTR
A

ACE
ACTB
AM

ASC

ATS
B2M
BAL
BALT
BLTR
C
cDNA
CLC
CNFT
CSIF
CT-1
CTGF
CVID
DLCO

DNA
EAA
ECM
EDTA
ERS
FGF-2
FTNsP

1.1¢katské fakulta Univerzity Karlovy

3' nepiekladand oblast (3' untraslation region)

adenin

angiotenzin-konvertujici enzym

Actin 3

alveolarni makrofag

Apoptosis-associated Speck-like Protein Containing a Caspase
Recruitment Domain

Americka hrudni spolecnost (American Thoracic Society)
B-2-microglobulinBAL

Bronchoalveolarni lavaz

Bronchoalveolarni tekutina

receptor leukotrienu B4

cytozin

komplementarni deoxyribonukleova kyselina

cardiotrophin-like cytokine

ciliarni neutrofilni faktor (Ciliary neurotrophic factor)

Faktor inhibujici syntézu cytokinti

cardiotrophin-1

rustovy faktor pojivové tkan¢ (Connective tissue growth factor)
variabilni imunodeficit

difuzni plicni kapacita oxidu uhli¢itého (mnozstvi plynu, které prejde
pies.alveolokapilarni membranu v zdvislosti na velikosti molekuly,
na parcialnim tlaku pted a za membranou, na kvalité a ¢ase. Snizeni
hodnoty DLCO zna¢i fibrozu)

deoxyribonukleova kyselina

exogenni alergicka alveolitida

extracelularni matrix

ethylen-diamino-tetraoctova kyselina (ethylen-diamino-tetraacetic acid)
Evropska respiracni spolecnost (European respirator society)
rustovy faktor fibroblastii (Fibroblast growth factor)

Fakultni Thomayerova nemocnice s poliklinikou

guanin
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GAPDH
GM-CSF
HB-EGF
HPRTI
HRCT

CHOPN
IFN-vy
IGF-I
IL-1R
IL-1
IL-10
IL-12
IL-1RA
IL-2
IL-2R
IL-4
IL-6

IPF

IPP
LAF
LIF

LPS
MCP-1
MSCs
NK
OSM
PBS
PCR
PDGE2
PDGF
RNA
RPL13A
RT-PCR
RTG
SLE

Glyceraldehyd-3-fosfatdehydrogenaza

Granulocyty and monocyty - colony stimulated factor
heparin binding epidermal growth factor

Hypoxanthin fosforybozyltransferaza 1

pocitacova tomografie s vysokou rozliSovaci schopnosti (high resolution
computed tomography)

chronicka obstrukéni plicni nemoc

interferon gamma

Insulin-like growth factor

receptor pro IL-1

interleukin 1

interleukin 10

interleukin 12

antagonista receptoru interleukinu 1

interleukin 2

receptor pro IL-2

interleukin 4

interleukin 6

idiopatickd plicni fibroza

intesticialni plicni procesy

faktor aktivujici leukocyty (Leukocyte activated factor)
faktor inhibujici leukemii (Leukemia inhibitory factor)
lipopolysacharid

membranovy kofaktorovy protein (Membrane cofactor protein, CD46)
mezenchymalni kmenové bunky

,,prirozeni zabije€i* (natural killer cells)

oncostatin M

fyziologicky roztok s fosfatovym pufrem (phosphate buffer saline)
polymerasova fetézova reakce (polymerase chain reaction)
prostaglandin 2

destickovy ristovy faktor (Platelet derivated growth factor)
ribonukleova kyselina

ribozomalni protein L13a

real- time PCR

rentgen

systémovy lupus erythematodes
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Te
TCGF
TGF- B
TH
TNF-R
TNF-a

uUIP

vC
VEGF
WASOG

cytotoxické T lymfocyty (cytotoxic T cells)

rustovy faktor T lymfocytt (T cell growth factor)
transformujici rastovy faktor (Transforming growth factor-beta)
,pomocné“ T lymfocyty (helper T cells)

receptor pro TNF

Faktor nekrotizujici nddory (Tumor necrosis factor-alpha)
uracyl

bézna intersticidlni pneumonie (usual interstitial pneumonia)
vitalni kapacita plic

vaskuléarni a endotelialni ristovy faktor

World Association of Sarcoidosis and Granulomatous Disorders

statement on sarcoidosis
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10.Priloha

Seznam sledovanych genii a jejich pozice na PCR desticce

HO7 | HO8 | HO9

Kontrola reverzni

transkripce

Pozice Symbol | Popis genu

BMP1 Bone morfogenetic protein 1

BMP2 Bone morfogenetic protein 2

BMP3 Bone morfogenetic protein 3

BMP4 | Bone morfogenetic protein 4

BMP5 Bone morfogenetic protein 5

BMP6 Bone morfogenetic protein 6

BMP7 Bone morfogenetic protein 7

BMP8B | Bone morfogenetic protein 8b

M-CSF | Macrophage-Colony stimulating factor 1

GM-CSF | Granulocyte-macrophage colony stimulating factor

FAM3B |Family with sequence similarity 3, member B
FASLG |Fas ligand (TNF superfamily, member 6)
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Pozice Symbol | Popis genu
BO1 FIGF C-fos induced growth factor (vascular endothelial growth factor D)
B02 GDF10 | Growth differentiation factor 10
B03 GDF11 Growth differentiation factor 11
B04 GDF2 Growth differentiation factor 2
BO5 GDF3 Growth differentiation factor 3
B06 GDF5 Growth differentiation factor 5
BO7 MSTN | Myostatin
B08 GDF9 Growth differentiation factor 9
B09 IFNA1 Interferon, alpha 1
B10 IFNA2 | Interferon, alpha 2
B11 IFNA4 | Interferon, alpha 4
B12 IFNAS | Interferon, alpha 5
Pozice Symbol | Popis genu
Co1 IFNA8 |Interferon-alpha 8
Co02 IFNBI Interferon-beta 1, fibroblast
C03 IFNG Interferon-gamma
C04 IFNK Interferon, kappa
C05 IL-10 Interleukin-10
C06 IL-11 Interleukin-11
C07 IL-12A  |Interleukin-12A (p35)
CO08 IL-12B  |Interleukin-12B (p40)
C09 IL-13 Interleukin-13
C10 TXLNA | Taxilin alpha
Cl11 IL-15 Interleukin-15
C12 IL-16 Interleukin-16
Pozice Symbol | Popis genu
DO1 IL-17A | Interleukin-17A
D02 IL-17B  |Interleukin-17B
D03 IL-17C |Interleukin-17C
D04 IL-25 Interleukin-25
D05 IL-18 Interleukin-18
D06 IL-19 Interleukin-19
D07 IL-1B Interleukin-1 alpha
D08 IL-1A Interleukin-1 beta
D09 IL-1F10 |Interleukin-1family, member 10 (theta)
D10 IL-1F5 Interleukin-1family, member 5 (delta)
D11 IL-1F6 |Interleukin-1family, member 6 (epsilon)
D12 IL-1F7 Interleukin-1family, member 7 (zeta
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Pozice Symbol | Popis genu
EO01 IL-1F8 Interleukin-1family, member 8 (eta)
E02 IL-1F9  |Interleukin-1family, member 9
E03 IL-2 Interleukin-2
E04 IL-20 Interleukin-20
EO05 IL-21 Interleukin-21
EO06 IL-22 Interleukin-22
E07 IL-24 Interleukin-24
EO8 IL-3 Interleukin-3
E09 IL-4 Interleukin-4
E10 IL-5 Interleukin-5
Ell IL-6 Interleukin-6
E12 IL-7 Interleukin-7
Pozice Symbol | Popis genu
FO1 IL-8 Interleukin-8
F02 IL-9 Interleukin-9
F03 INHA Inhibin alpha
Fo4 INHBA | Inhibin betaA
FO05 LEFTY | Left-right determination factor 2
F06 LTA Lymfotoxin alpha
F07 LTB Lymfotoxin beta
FO8 NODAL |Nodal homolog (moue)
F09 PDGFA | Platelet-derived growth factor alpha polypeptide
F10 TGFA Transforming growth factor-alpha
F11 TGFB1 | Transforming growth factor-betal
F12 TGFB2 | Transforming growth factor-beta2
Pozice Symbol | Popis genu
GO1 TGFB3 Transforming growth factor-beta3
G02 TNF Tumor necrosis factor
G03 | TNFRSF11B | Tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11b
G04 TNFSF10 | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 10
GO05 TNFSF11 | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 11
G06 TNFSF12 | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 12
G07 TNFSF13 | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13
GOS8 TNFSF13B | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 13b
G09 TNFSF14 | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 14
G10 TNFSF4 | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 4
Gl1 CD70 CD70 molecule
Gl12 TNFSF8 | Tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 8
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Pozice Symbol | Popis genu
HO1 B2M Beta-2-microglobulin
HO02 HPRT1 |Hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1
HO3 RPL13A | Ribosomal protein L13a
HO04 GAPDH | Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
HO5 ACTB Actin-beta
HO06 HGDC |Human Genomic DNA Contamination
HO07 RTC Reverse Transcription Control
HO8 RTC Reverse Transcription Control
H09 PPC Positive PCR Control
H10 PPC Positive PCR Control
HI11 PPC Positive PCR Control
HI12 PPC Positive PCR Control
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