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Uvod

Idiopaticka plicni fibroza (IPF) je zd&vaznym onemocnénim s nepfiznivou prognozou,
se stfednim pieZitim pacientli navzdory lécbé 3-5 let. (Grutters, 2005)
Etiologie a patogeneze onemocnéni neni zatim pln¢ objasnéna. V posledni dobé je
zamitana hypotéza o zanétlivém plvodu onemocnéni a data svéd¢i spiSe pro
nekontrolovanou fibroprodukei, kterd posléze zcela zni¢i fyziologickou plicni
architektoniku. Predpoklada se, ze pficinou fibroprodukce, jako odpovédi na nezndmy
insult, mize byt nerovnovaha imunitni odpovédi, ve smyslu pfevahy Th2 typu. Sklon
reagovat spise typem Th2 imunitni odpovédi, miZe byt zakotven v genetickém kodu, a

to v oblasti gentl pro cytokiny. (Marshall, 1997)

Idiopaticka plicni fibroza — kryptogenni fibrotizujici alveolitida

Idiopaticka plicni fibroza (IPF), také znama jako kryptogenni fibrotizujici alveolitida,
patii do rodiny idiopatickych intersticidlnich pneumonii, a vzhledem ke své prognoze je
nezanétlivé onemocnéni, charakterizované fibroprodukei, jeZ vznika jako odpovéd’ na
neznamé agens. Poprvé byl klinicky pribéh plicni fibrézy posin Hammanem a Richem
(Albert, 2004) u 5 pacientl s progredujici dusnosti, difiznimi infiltraty a subakutnim cor
pulmonale. Onemocnéni skoncilo smrti do 6 mésicli u vSech pacientli. Dnes se ale soudi,

ze popsanou nemoci nebyla IPF, ale akutni intersticidlni pneumonitida (AIP).



Tabulka 1. Klasifikace idiopatickych intersticialnich pneumonii

Klasifikace idiopatickych intersticialnich pneumonii- Konsensus ATS/ERS

*Kryptogenni fibrotizujici alveolitida / Idiopaticka plicni fibrosa- CFA / IPF-UIP
*Deskvamativni intersticidlni pneumonitida / makrofdgova pneumonie— DIP / AMP
*Nespecificka intersticialni pneumonitida / fibrosa - NSIP- formy-  fibroticka celularni
smiSena

*Akutni intersticialni pneumonitida / Difusni alveolarni poSkozeni — AIP / DAD
*Kryptogenni organizujici pneumonie / Obliterujici bronchiolitida — COP / BOOP

*Lymfoidni intersticialni pneumonie- LIP

Demograficka data

Idiopaticka plicni fibroza (IPF) je zdvaznym onemocnénim s nepfiznivou prognozou,
se stfednim pfezitim pacienti navzdory 1é€b&é 3-5 let. Prevalence je celosvétove
odhadovana na 13-20/100.000 a incidence 7-11/100.000 , mtize vSak byt i vyssi, protoze
pfedpokladame poddiagnostikovanost této choroby. (Coultas 1994, Scott 1990) IPF se
vyskytuje s malou pravdépodobnosti o né€co vice u muzil nez u Zen. Incidence
onemocnéni stoupd s vékem. IPF pacienti jsou nejcastéji ve sttednim veéku, v rozmezi od
40 do 70 let. Piiblizn¢ dv¢ tfetiny pacientl jsou starsi 60ti let.

IPF nema dle provedenych vyzkumi zZadnou jistou geografickou distribuci. Vyskytuje
se celosvétové se stejnou prevalenci, bez rozdilu ve méstech i na vesnicich a bez
jakékoliv asociace s rasou nebo etnicitou. Nicméné mortalita korelujici s vékem se zda

byt vétsi u kavkazoidni populace nez u populaci v Africe a Americe (Mannino, 1996).

Etiologie

Etiopatogeneze IPF neni zatim zcela Gplné jasna, zda se vSak, Ze se jednd o uniformni

patologickou odpovéd’ plicni tkan¢ na riizna infekeni i neinfekeni agens.




Diive se predpokladalo, ze IPF vznikd jako reakce na zanétlivy proces, jenz presel do
chronického stadia (Miiller, 1997). Chronické zanétlivé drazdéni plici tkdné mélo posléze
vést k fibrotickému procesu. Existovala zde dilezitd domnénka, a to, Ze pokud bude
chronicky zanét prerusen v dobé pied vlastnim irreverzibilnim poSkozenim plicni tkané,
bude mozné vyhnout se dalsi progresi a zamezit tak vzniku fibrotického procesu. Toto
1éky jako kortikosteroidy a imunosupresiva, avSak bez tspéchu (Thomas J, 2001).

Dnes se vsSak vice pfijima jina z teorii. Pfedpokladd neznamy stimulus, jenz zptsobuje
opakované poskozeni vystelky plicnich sklipkli, vylstujici v nekontrolovatelné a
progredujici jizveni. Zanétliva reakce se né¢kdy mize vyskytnout az sekundarné. Lécba
vychézejici z této teorie by se tak vice méla soustfedit primarn€ na terapeutické
zabranéni zvySené produkci vaziva. Této teorii odpovida i zjisténi, ze zanétliva odpoveéd
plicni tkan€ u IPF odpovida ptfevazné typu Tu2 reakce (Majumdar, 1999), coz by
zarovein mohlo poukazovat na mozny geneticky podminény vliv cytokintl, ¢i pfitomnost
stimulu spoustéjiciho praveé zvysenou tvorbu Ty2 cytokint. (Obr.1)

Alveolarni makrofagy u IPF jsou prostfednictvim Th2 cytokind pravdépopodobné tzv.
alternativné aktivovany a zvysuji pak produkci fibronektinu a tim indukuji fibrogenezi ve
fibroblastech. Béhem této alternativni aktivace makrofagy produkuji zvySené mnozstvi
chemokinu CCL18. (Prasse, 2006)

Pravdépodobné vsak je, Ze patogeneze IPF miZe byt daleko komplexnéjsi nez jsou
vySe popsané hypotézy. Na zdklad¢ studii genové exprese ve vzorcich plicni tkané
pacientii s IPF, byla zjiSténa zvySend exprese Ctyi skupin genl. Prvni skupinou se
zvySenou expresi je skupina gentli pro kontraktilni proteiny- aktin, myosin a tropomyosin.
Dalsi zvySené exprimovanou skupinou gend je skupina genli pro signalizacni proteiny
(kin4za beta) a pro tvorbu extracelularni matrix ( kolagen I a III, fibronektin a filamin) a

pro degradaci extracelularni matrix ( matrixmetaloproteinaza (MMP)-1, MMP-2, MMP-
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7, MMP-9). Trieti skupinou vysoce exprimovanych genil jsou geny pro prozanétlivé
cytokiny, chemokiny a antioxidanty a ctvrtou skupinou geny kodujici anuloid a
imunoglobuliny. Exprese tieti a ctvrté skupiny geni podporuje opét diive zavrzenou
hypotézu o chronickém zanétu jako dulezitém faktoru u IPF. (Zuo, 2002)

Neni mozné nezminit také roli oxidativniho stressu v patogenezi IPF, ktery se
pravdépodobné uplatiiuje hlavné pii vzniku inicidlnich mirkoskopickych 1ézi alveolarniho
epitelu a nemoznosti uspéSného zhojeni téchto 1ézi bez vyznamné fibroprodukce.
Pravdépodobnou roli hraje nerovnovéha mezi redukénimi a oxidacnimi systémy v plicich,
které zahrnuji celou Skalu mechanismii ke kontrole tvorby a odbourdvéani reaktivnich
kyslikovych radikal (ROS). S oxidacné redukénimi systémy v plicich je spjat
nevyhnutelné i1 systém protedz a antiprotedz, jejichz nerovnovdha miize byt jednou z
pfi¢in udrzovani bludného kruhu nekontrolovatelné¢ fibroprodukce. Hlavnimi
reprezentanty proteazového/antiprotedzového systému jsou matrix-metaloproteindzy
(MMP) a tkanové inhibitory matrixmetaloproteinaz (TIMP). Navic se zd4, Ze oxidacné
redukéni systémy v plicich pfimo ovliviiyji fibroprodukei cestou transformujiciho
rustového faktoru beta (TGF-beta), kuptikladu myofibroblasty diferencované pod vlivem
TGF-beta jsou samy zdrojem ROS. (Kinnula, 2005)

Pfirozeny prubéh nemoci je u jednotlivych pacienti obtizné klinicky mapovatelny,
nebot’ neni mozné Kklinické a radiologické ndlezy v c¢ase dolozit opakovanymi
histologickymi nalezy. Nicméné dle typického vzhledu radiologického obrazu a obzvlaste
vysoce vypocetni tomografie (HRCT) hrudniku je patrné, ze IPF je Casové znacné
heterogenni proces s okrsky normalni plicni tkané, okrsky s aktivni fibrotizaci a okrsky
konecného stadia fibrozy s obrazem vostinovité plice. (Strieter, 2005)

Tradi¢ni pohled na IPF je zaloZen na pfedstavé o pomalém poklesu plicnich funkci

vedoucim k respiraénimu selhani a smrti. Pravdépodobnéji vSak vypadad teorie o
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mnohocetnych inzultech zptsobujicich tzv. akutni exacerbace nemoci s rychlejSim
poklesem plicnich funkci.

IPF ovlivityje nejen plicni parenchym, ale i vaskulaturu. Za normalnich podminek jsou
v plicich angiogenni a angiostatické stimuly v rovnovaze, v ptipadé IPF dochazi
k posunu této rovnovdhy a aberantni angiogenezi, coz bylo prokdzano jiz v roce
1960.(Turner- Warwick, 1963) Hlavnimi faktory ovlivilyjicimi angiogenezi ve smyslu
pozitivnim jsou basicky fibroblastovy rustovy faktor (bFGF), vaskularni endotelidlni
rustovy faktor (VEGF) a angiogenni CXC chemokiny obsahujici motiv ELR (kyselina
glutamova, leucin, arginin); ve smyslu negativnim je angiogeneze ovlivnéna
angiostatinem a angiostatickymi  interferon (IFN)- inducibilnimi CXC chemokiny.
Sekrece angiogennich CXC chemokinii je pozitivn¢ stimulovéna lipopolysacharidy,
tumor nekrotizujicim faktorem alfa (TNF- alfa) a a interleukinem- 1 beta (IL-1 beta);
IFN- gamma angiogenezi inhibuje. Tato hypotéza vytvari teoretickou podporu pro
lécebné podani IFN-gamma pacientim s IPF. Exprese CXC chemokinti v plicni tkani,
angiogenniho interleukinu-8 (IL-8) oproti angiostatickému IFN- gama inducibilnimu
proteinu IP-10, byla vyrazné¢ zvySena v plicni tkani nemocnych s IPF ve prospéch
angiogenniho IL-8 oproti zdravym kontroldm a lokalizace exprese IL-8 korelovala
s nakupenim fibroblastl a extracelularni matrix (Keane, 1997).

Existuje n€kolik teorii o piivodu fibroblastii a myofibroblast v plicni tkani u pacientii
s IPF. Jedna z nich ptedpoklada, Ze jde o rezidentni buiiky, které se aktivuji a proliferuji
v odpovéd” na poranéni. Soucasnd teorie podporuje spiSe mySlenku mimoplicniho
puvodu fibroblastl, které jsou plivodem z kostni diené, chovaji se jako mezenchymalni
kmenové bunky a jsou atrahovdny do mist tkanového poranéni, kde pfispivaji
k fibrotizaci plicni tkang. (Philips, 2004)

Dalsi ze zkoumanych cest patogeneze plicni fibrozy je vliv hepatocytového riistového

faktoru- hepatocyte growth factor (HGF) na fibroblasty. Produkce HGF z prekurzoru
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pro-HGF je regulovéna aktivatorem- serinovou protedzou- (HGFA) a inhibovéna
specifickymi inhibitory (HAI-1, HAI-2). Piedpokladd se, ze HGF ma protektivni vliv
proti vzniku plicni fibrozy a jeho protektivni vliv je znemoznén tim, Ze fibroblasty u
jedincii s IPF maji snizenou schopnost exprese HGFA, tudiz je vyznamné sniZena hladina
aktivniho HGF v pokusech in vitro. (Marchand- Adam, 2006)

Je pravdépodobné, Ze fibroblasty u jedinct s IPF maji i sniZenou schopnost apoptozy
a ze jsou chranény proti apoptdze mediované Fas inhibitory apoptézy (IAP). Naptiklad
ILP- X chromosome-linked TAP (ILP), které zvySené exprimuji plicni fibroblasty
nemocnych s IPF, pfimo inhibuji caspazu- 3. Tyto fibroblasty také zvySené exprimuji
FLICE-like inhibitor protein (FLIP L/S), ktery byl nejprve popséan jako virovy produkt
inhibujici Fas a TNF mediovanou apoptdzu, a jenZ mé schopnost kompetitivn€ inhibovat
vazbu caspazy-8 na komplex Fas receptoru a blokovat tak Fas signalizacni drahu.
(Tanaka, 2002)

Idiopaticka plicni fibréza se obvykle vyskytuje sporadicky, familiami pfipady jsou
vzéacné. Z toho diivodu je i relativné malo praci zkoumajicich famildrni plicni fibrozu. U
tohoto onemocnéni je pravdépodobny autosomalné dominantni pfenos zatim nejasného
genetického znaku- alely, manifestace byva ale u jednotliveli znaéné rozmanita a najdeme
Casto v jedné rodiné nekolik subtypt idiopatickych intersticidlnich pneumonii, coz by

podporovalo domnénku o vlivu protfedi na fenotyp (Steele, 2005)
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Obr.1 Thl/Th2 rovnovaha v imunologicke reakci. Prevzato z Gibson et al. Respiratory Medicine.

Rizikové faktory

Byla objevena tada faktorG majicich pravdépodobny vliv na vznik a vyvoj IPF.
V kontrolnich studiich bylo prokazano, ze kouteni je potencialnim rizikovym faktorem.

OR (odds ratio) z odlisnych oblasti svéta je v rozmezich 1,6 — 2,9 pro mozny nastup
onemocnéni u tézkych kutdkl. Pravdépodobnost vzniku onemocnéni stoupd s
narustajicim poctem let kouteni (Hubbard, 1996). Mezi rizikové pro vznik IPF patii i
expozice prachiim, a to bez zavislosti na tom, zda pacient je kufdkem ¢i nikoliv. Riziko

vzniku IPF pozitivné koreluje s dobou expozice. Prach obsahujici ocel, mosaz, olovo a
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¢astice z borovicového dieva je nejvice zatézujicim faktorem. Dal§im rizikovym faktorem
je expozice rozpoustédlim (Scott, 1990; Hubbard, 1960; Baumgartner, 2000).

Na patogenezi IPF ma vliv také tada virovych patogenti. U pacientd s IPF byla
zjisténa vyssi incidence EBV, chiipkového viru, cytomegaloviru (CMV) a viru hepatitidy
C. Dalsi viry, které by se mohly ucastnit na patogenezi IPF, jsou virus parainfluenzy,
human imunodeficiency virus A (HIV-1), virus spalnicek, herpesvirus 6 a mycoplasma
(Thomas, 2001).

Klinické projevy

IPF je definovana jako specificka forma chronické fibrotizujici intersticidlni
pneumonie. Klinicky se projevuje progredujici ndmahovou a posléze klidovou dusnosti,
snadnou unavitelnosti, kaSlem a v pozdéjsich fazich pfi nastupujici hypoxémii i cyanozou.
U % pacientii se také vyskytuji fenotypové projevy, jako jsou palickovité prsty s nehty

tvaru hodinového sklicka a poslechovy fenomen krepitu slysitelny nad plicnimi

bazemi.(Obr.2)

Obr.2 Palickovité prsty s nehty tvaru hodinovych sklicek
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I kdyz je pro IPF typicky pozvolny a plizivy nastup dusnosti s pomalu progredujicim
zhorSovanim duSnosti, u nékterych pacientii se vyskytnou epizody tzv. akutni exacerbace
IPF, kdy dojde kndhlému klinickému zhorSeni s poklesem plicnich funkci a
radiologickym obrazem tzv. mlééného skla svéd¢icim pro alveolitidu. (Ambrosini, 2003)
Predpokladalo se, ze tato exacerbace je zpusobena akutni idiopatickou pneumonitidou
AIP, tj. obrazem difusniho alveolarniho poSkozeni- DAD, nasedlého na IPF. Dle
nékterych praci, popisujicich bioptické nalezy u téchto nemocnych byly vSak popsany
akcentované fibrotické zmény, nebo obraz tzv. nespecifické pneumonitidy- NSIP. To asi
vysvétluje 1 kontroverze kolem efektu vysSich davek kortikosteroidii a pacientl
s exacerbaci IPF. (Parambil, 2005)

Radiologicky nalez

Typicky radiologicky nalez popisuje zmnoZenou plicni kresbu az retikulonodulaci na
prostém zadopfednim skiagramu hrudniku a obraz plicni fibrozy aZz s obrazem
vostinovité plice v bazich plicnich s mimindlnimi okrsky tzv. aktivnich zmén pfi vysSetieni
vysoce rozliSujici vypocetni tomografii hrudniku (HRCT).(Obr.3, Obr.4) HRCT
hrudniku je stéZejni vySetiovaci metodou v ptipadé IPF. Napomaha nejen v diagnostice a
diferencialni diagnostice IPF, ale da se jim sledovat pom¢r intersticidlnich a alveolarnich
zmén, rozsah fibroznich zmén a dynamika onemocnéni. Zvlast€ uréeni rozsahu fibréznich
zmén v dobé diagndzy ukazuje na prognézu onemocnéni, tj. ¢im vétsi rozsah fibrozy, tim
kratSi doba pteziti.(Gay, 1997) Terminalnim postizenim plicniho parenchymu je tzv.
vostinovitd plice, kterd zobrazuje okrsky tkané se zaniklymi alveoly a kondenzovanou
fibrozni tkani obklopujici cystické prostory.

Pro leps$i porovnatelnost a interpretovatelnost jednotlivych vySetieni v ¢ase u jednoho
pacienta nebo srovndni vySetfeni mezi jednotlivymi pacienty byly navrzeny skorovaci

systémy, které hodnoti rozsah alveolarnich a intersticialnich zmén v % postiZzeni plicniho
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parenchymu.(Wells, 1993; Gay, 1997; Kazerooni, 1997; Hansel 1999; Nagao 2002)

(Tabulka 2 ) (Obr. 5, 6)

Respiratory Medicine 3e, Gibson et al.
Elsevier Science Ltd

Obr.3 RTG hrudniku u pacienta s IPF (Gibson et al.: Respiratory Medicine)

Obr.4 HRCT hrudniku u pacienta s IPF (archiv autora )
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Tabulka 2. HRCT skérovaci systém u IPF ( dle Gay et al)

STUPEN POSTIZENI | ALVEOLARNI SKORE |INTERSTICIALNI SKORE
0 0 0, neni vostina

1 1-4% 1-4%, neni vostina

2 4-24% 5-24%

3 25-49% 25-49%

4 50-74% 50-74%

5 75%-100% 75-100%

% udavaji rozsah postizené plicni tkané

-,
-
el

Obr.5 Zobrazeni okrskii intersticialnich a alveolarnich zmén metodou ,,manual tracking *
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Obr.6 Zobrazeni urovni hodnoceni HRCT skore u pacienta s IPF

Funkéni vySetteni plic

Funkéni vysetfeni patfi nedilné¢ ke Skale zdkladniho vySetfeni u IPF. Zékladni
vySetfovaci metodou je spirometrie, kterd nam ukéaze u pacientii s IPF pfevazné redukei
vitalni kapacity (VC) a body pletysmografie dale obvykle potvrdi restriktivni typ
ventilatni poruchy charakterizovany typickym tvarem kiivky a snizenim totalni kapacity
(TLC) a residualniho objemu (RV). Citlivym ukazatelem je u IPF plicni difuse (DLco),
ktera je vysetfovana bud metodou single breathe nebo steady state s pouZzitim inhalace
kysli¢niku uhelnatého (CO). Hodnota DL¢o je obvykle snizena daleko diive nez hodnota
vitalni kapacity a je tak citlivym vySetfenim v Uvodnich fazich onemocnéni. Jesté
citlivéj$im vysSetfenim je vysetfeni plicni poddajnosti (compliance), kterd je ¢asné snizena

1 pfi minimalnim postizeni plicniho parenchymu. Vzacné se u pacientt s IPF setkdme i
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s obstrukéni ventilaéni poruchou, a to u podskupiny nemocnych s kombinaci plicni
rozedmy a plicni fibrozy. (Cottin, 2005) Nedilnou soucasti je 1 vySeteni krevnich plynt,
kdy je u pacientll s IPF v uvodu onemocnéni pokles saturace krve kyslikem (Sa02) a
parcialniho tlaku kysliku (pa02) v tepenné krvi pouze pii zatézi a s progresi onemocnéni
dochazi 1 ke klidové hypoxémii. Na zéklad¢ hodnot krevnich plynt je pak zvazovano u
pacientl s IPF pfidéleni suplementarni lécby kyslikem, a to bud’ cestou koncentratoru
kysliku nebo kapalnym kyslikem. Dobrou informaci o funkénim stavu pacienta nam da
Sestiminutovy test chizi (6-MWT), ktery je také nedilnou soucésti vySetfeni pro
ptipadnou indikaci ptidéleni prave kapalného kysliku.

Co se tyce progndzy pacientl ve vztahu k funkénim parametrim, soudi se, Ze hodnota
VC a veék v dobé diagndzy koreluje s progndzou onemocnéni a délkou Zivotniho vyhledu
nemocnych (Erbes, 1997) Ukazuje se, ze i zaté¢zové funkcni testy, jako je Sestiminutovy
test chlizi, jmenovité saturace arterialni krve kyslikem na konci zatéze, ma vztah k délce
preziti pacientt s IPF (Hallstrand, 2005)

Bronchoalveolarni lavaz

Dal§im vySetfenim v algoritmu vySetfovacich metod u pacienti sIPF je
bronchoalveolarni lavaz (BAL). Je to vySetieni, kdy jsme schopni ziskat endoskopickou
metodou buiiky z oblasti plicnich alveolti, tudiz mista, kde jiz probihd vlastni
patogeneticky proces u IPF.

VySetieni se provadi fibrobronchoskopem, ktery je po pfedchozim mistnim umrtveni
sliznic hornich cest dychacich a trachey zaveden obvykle do nékterého ze
subsegmentdrnich bronchl (vétSinou v oblasti stfedniho laloku), kde je zaklinén a po
zaklinéni je instilovano pracovnim kanalem fibroskopu do pftilehlého okrsku plicni tkané
100-500 ml vlazného fysiologického roztoku ve 3 az 5 frakcich a nasledné je tekutina
zpétné aspirovana fibroskopem a urfena k dalSimu vySetfeni cytologickému,

cytometrickému, event. biochemickému ¢i genetickému.
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V ramci zékladniho klinického vySetfeni tekutiny ziskané BAL se provadi po
centrifugaci tekutiny natér na sklicko a vzorek je pak cytologicky mikroskopicky
morfologicky a kvantitativné vySetten. Normalni hodnoty bunécného rozpoctu v BAL a
hodnoty obvyklé u IPF jsou uvedeny v tabulce.(Tabulka 3) (Drent, 1993) Pro IPF je
typické zmnoZeni granulocytl obvykle s malou piimési eosinofilt, lymfocyty byvaji
zvySeny minimalng.

V ramci cytometrického vySetieni BAL vySetiujeme pievazné T lymfocytarni
markery- CD3, CD4, CDS8, B lymfocytarni CD19, markery NK bun¢k CD16/56, a
aktivacni marker HLA DR na T lymfocytech. Z téchto povrchovych molekul ma klinicky
vyznam hlavné stanoveni zastoupeni CD4 a CDS8 pozitivnich T lymfocyti, které je
dilezit¢ pro diferencialni diagnostiku IPF versus sarkoid6za a eventualné exogenni
alergicka alveolitida. (Papiros, 2005)

Nebunécné soucasti BAL nejsou rutinné vySetiovany a jejich klinicky piinos je

pfedmétem dalSiho vyzkumu.

Tabulka 3 . Bunécny rozpocet v BAL u zdravych kontrol a pacientii s IPF (Drent M. et al., 1993)

SKUPINA AM PMN LYM EOS

Zdravi nekufaci | 87,0+-5,2% 1,6+-1,4% 11,0+-5,2% 0,34+-0,52%

Zdravi kufaci 91,6+-8,8% 1,2+-1,6% 6,8+-8,6% 0,41+-0,45%

IPF nekutaci 67,8+-19,4% | 11,7+-10,1% | 13,8+-15,7% | 6,4+-9,3%

IPF kufaci 76,0+-25,5% | 11,5+-21,5% | 5,1+-4,8% 7,1+-12,2%

AM= alveolarni makrofagy;, PMN= polymorfonukledry;, LYM= lymfocyty; EOS= eosinofily

Plicni biopsie
Otazka, do jaké miry je plicni biopsie a jeji histopatologickd interpretace nutna pro
definitivni stanoveni diagndzy IPF je neustdle diskutovana. Spektrum nazort je od zcela

jasného pro, kdy biopsie je pokladana za zlaty standard diagnostiky IPF az po nazor, ze
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IPF ma natolik charakteristické klinické a radiologické znaky, Ze vpodstaté jiz
histologické ovéfeni neni potfeba. Jasnym a logickym vyusténi konfrontace téchto
postojl jsou pravé klinicka a patologicka kritéria diagnostiky IPF (Tabulka 4). Nicméné
vétSina klinikll 1 patologli zabyvajicich se touto problematikou soudi, pokud je mozné
biopsii provést (tj. je pro pacienta unosna po interni strance), je biopsie indikovéna,
zvlasté v ptipadech, kdy klinické a radiologické znamky onemocnéni nejsou zcela typické
(Fishbein, 2005).

Transbronchialni biopsie, kterd je méné invazivni endoskopickou alternativou biopsie
vhodnou pfi ovéfovani jinych difusnich procest (granulomatdzy, alveoldrni proteindza,
eosinofilni pneumonie), se jevi v piipad¢ idiopatickych intersticidlnich pneumonii jako
nepiinosnd. Proto je nutné pfi indikaci biopsie volit chirurgicky pfistup, a to vétSinou
videothorakoskopickou cestou, mén¢ casto cestou minithorakotomie dle Klassena
(Leslie KO, 2005).

Plicni biopsie mlze byt hodnocena nejen patologicko- anatomicky, ale v posledni
dobé je plicni tkan v ramci vyzkumnych projekti vySetfovana geneticky a bylo zjiSténo,
ze genova exprese jednotlivych genl pro zanét a tkdniovou remodelaci se vyznamné lisi
mezi jednotlivymi intersticidlnimi plicnimi procesy, coz by mohlo mit znacny
diferencidln¢ diagnosticky vyznam v ptipadech, kdy patologicky obraz neni jednoznacny,
a 1 vyznam prognosticky. (Dave, 2005; Selman, 2006)

Patologicko-anatomicky obraz

Patologicko-anatomicky obraz u IPF je riznorody dle lokalizace odbéru plicni tkang,
vétSina odebranych vzorki vSak zachycuje obraz tzv. obvyklé intersticialni pneumonitidy
s prevahou jizveni a destrukci plicni architektoniky. V pfipadé vicecetného odbéru
vzorkll plicni tkdné mulze byt zachyceno nekolik rliznych obrazii, napiiklad zmény
typické pro deskvamativni pneumonitidu nebo obliterujici bronchiolotidu, pokud by vSak

jen jediny ze vzorkl obsahoval zmény typické pro idiopatickou pneumonitidu typu
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obvyklého je nutné histopatologicky interpretovat nalez jako idiopatickou plicni fibrozu.
(Leslie KO, 2005) (Obr. 6)

Je dulezit¢ védet, Ze findlni diagnostika IPF je skute¢né syntézou klinického,
radiologického a histopatologického nélezu, kterda je dilem Iékafe- Kklinika.
Histopatologickd diagnéza je hlavni oporou vtéch piipadech, kdy manifestace

onemocnéni neni typicka. (Flaherty, 2004)

Obr.6: Histopatologicky obraz idiopaticke plicni fibrozy typu obvyklého. Prevzato z Respiratory
Medicine, Gibson et al.

Kritéria pro diagndézu IPF

Diagnostika IPF se fidi poslednimi pravidly Americké hrudni spole¢nosti a Evropské
respiracni spole¢nosti ATS/ERS (Pulmonay Fibrosis: Diagnosis and treatment, 2000,

T.E.King Jr, 2005). (Tabulka 4)
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Tabulka 4. Kritéria ATS/ERS pro stanoveni diagnozy idiopatické plicni fibrozy

V pripadé chirurgické plicni biopsie s nalezem obvyklé intersticialni pneumonitidy

- Vylouceni jinych pficin difusniho plicniho onemocnéni

- Restriktivni ventilacni porucha, zvySeny pomér FEV1/FVC a/nebo izolované postiZeni

vymeény krevnich plyni

- Typické abnormality na RTG a HRCT hrudniku

V pripadé chybéni chirurgické plicni biopsie s nalezem obvyklé intersticialni

pneumonitidy

Hlavni kritéria- musi byt splnéna vSechna
-Vylouceni jinych pficin difusniho plicniho onemocnéni

- Restriktivni ventilacni porucha, zvySeny pomér FEV1/FVC a/nebo izolovand porucha

vymeény krevnich plyni

- Bibasilarni retikularni zmény s vostinovitou plici a malo nebo zadné zmény typu ground

glass na CT

- Transbronchiélni biopsie nepotvrzuje jinou diagndézu nebo granulocytarni

bronchoalveolarni lavaz

Mala kritéria- musi byt splnéna ze ¥
- Vék vyssi nez 50 let

- Pozvolny nartst dusnosti

- Trvani obtizi vice nez 3-6 mésici

- Bilateralni basalni chripky

Lécba
Néhled na 1éc¢bu IPF standardné zavedenymi rezimy lécby je nyni vice nez rozpacity.

-----
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jsou kortikosteroidy nebo imunosupresiva a cytostatika. Vyplyva to z hlubsiho poznani
patogeneze této nemoci, kde hlavnim patofysiologickym podkladem neni zanét, ale
patologicka fibroprodukce. Nicméné stile jest¢ obvyklou lécbou IPF je kombinace
kortikoidtt (prednison 0,5 mg/kg) + azathioprinu 100-200 mg denné, nebo
cyklofosfamidu 100- 200 mg denng. Alternativou je pulsni terapie cyklofosfamidem
vdavce 1000 mg 1x mésicné, ktera pravdépodobné snizuje toxicitu preparatu
z dlouhodobého hlediska, ale nema téz vyznamny vliv na délku pieziti pacientt s IPF.

Racionalnim by se tedy zdalo pouziti antifibrotickych 1€k, napt. kolchicinu nebo D-
penicilaminu, randomizované studie vSak neprokazaly pozitivni efekt této 1é€by oproti
placebu. Z novych antifibroticky ptsobicich 1éku je t.C. zkouSen pirfenidon ve klinické
tazi II . DalSim lékem, ktery je nyni zkoumdan v klinické studii III- INSPIRE, je
imunomodulacni cytokin IFN- gama, ktery by logickym zplisobem mél ovliviiovat
nerovnovahu cytokini a upfednostnit v tomto piipadé¢ vyhodné&jsi Thl typ imunitni
odpovédi. Otdzka, zda tato 1éba bude mit vliv na pfeziti pacientl, zlstava vSak zatim
oteviena.(Ziesche, 1999) Zda se, Ze antifibrotické ucinky by mohl mit i IFN- beta, ktery
v pokusu zabranoval vyvoji fibrézy u mysi po aplikaci bleomycinu. IFN- beta v tomto
ptipadé oslaboval propylhydroxyldzovou aktivitu a navic snizoval hladinu TGF-beta 1
v epitelidlnich bunikach a extracelularni matrix. Tato pozorovani podporuji hypotézu o
antifibrotickém efektu IFN- beta cestou inhibice TGF- beta a jeho aktivace sniZenim
hladiny thrombospondinu-1/2 v plicni tkdni a zmény lokalizace thrombospondinu
z desticek do pénitych bunék (Azuma, 2003)

Ve studii Bonniauda et al byla uspésné testovana blokdda TGF beta 1 indukované
plicni fibrézy inhibitorem ALKS kindzy (aktivinova receptor-like kinaza), kterou je
prendsen biologicky efekt TGF- beta na bunku. (Bonniaud, 2004) MozZnosti klinického
uziti tohoto experimetalniho lécebného postupu vSak cekaji na podporu dalsimi

klinickymi zkouskami.
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Zatim jedinym z nové zkouSenych 1écebnych postuptl, ktery se jiz viadil do 1é¢ebného
schématu v SirSim klinickém uZiti je antioxidacné pisobici N-acetylcystein, ktery pii
dlouhodobém podavani v davce 1800 mg denné¢ v kombinaci se stfedni davkou
kortikoidli a 150 mg azathioprinu statisticky vyznamné zpomaluje pokles plicnich funkci,
1 kdyZ se zatim nezdd, ze by mél vliv na dlouhodobé preziti. (Demedts, 2005)

Dalsi klinické pokusy vychézeji ze znalosti, ze v plicich u IPF je zna¢né zvySena
exprese endotelinu-1 (ET-1), coZ naznacuje, Ze miize byt souvislost mezi produkci ET-1
a probihajicimi fibrogennimi procesy v plicich. Logicky pak tato Gvaha vede k pokusu o
ovlivnéni tohoto procesu podavanim antagonistii endotelinového receptoru. Nyni probiha
klinicka studie faze II/III s neselektivnim antagonistou endotelinového receptoru-
bosentanem u pacientd s [PF (BUILD-1).

Mezi dalsi zkoumané léky patii: solubilni receptor tumor nekrotizujiciho faktoru
(TNF-R)- etanercept; imatinib mesylat fungujici cestou blokady receptoru pro destickovy
rustovy  faktor (PDGF-R); sirolimus, coz je makrolidové antibiotikum
s imunosupresivnimi u¢inky a antagonisté leukotrienti (zileuton). (Bouros, 2005)

Z vyse uvedeného pirehledu vyplyva, ze neni jasné, jak a ¢im v soucasné¢ dobé IPF
ucinng I&Cit. V praxi je asi nejCastéji pouzivanou kombinaci stiedni ddvka kortikoidd
s azathioprinem a acetylcysteinem.

Posledni studie vSak napovidaji, ze lécba IPF v budoucnosti bude pravdépodobné tzv.
biologicka, smétujici ke specifické blokad¢ patogenetickych mechanismt IPF, jejichz
nedilnou soucasti jsou praveé cytokiny. A praveé nerovnovaha cytokind, jejimz genetickym
podkladem mitize byt polymorfismus geni pro cytokiny, mize vyznamné ovliviiovat
vznik 1 pribéh onemocnéni. (King, 2005)

Prognodza
Prognoza je obecné Spatnd, navzdory 1écbé ma IPF v porovnani s ostatnimi typy

idiopatickych plicnich pnemonii témét vzdy progredujici zhoubny pribéh. Nemocni jsou
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vzhledem k doZivotnimu uzivéni terapeutik ohrozeni vedlejSimi G¢inky, jako je zvySené
riziko osteopordzy, sekundarni diabetes ¢i oportunni infekce. U téchto pacientt je také
ve zvySené¢ mife pozorovan bronchogenni karcinom.(Hojo, 1998) V¢tSina pacientil

obvykle umira do dvou let od zji$téni diagnézy.
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Genetické studie u idiopatické plicni fibrozy (IPF)

Fibrotizujici plicni nemoci jsou povazovany za tzv. komplexni nemoci, coZ znamena,
Ze v etiopatogeneze choroby jsou zahrnuty cetné genové lokusy, kazdy s néjakou diléi
nemoc modifikujici nebo spoustéci/blokujici funkcei. (Grutters, 2005)

Hypotéza o rozvoji fibrotizujiciho plicniho procesu u nachylnych jedincii po expozici
néjakému spoustécimu faktoru zevniho prostiedi je podpofena sledovanim rodinného
vyskytu difuznich plicnich nemoci veetné idiopatické plicni fibrosy, sarkoidézy, exogenni
alergické alveolitidy, plicni granulomatozy s Lagerhansovych bun¢k a deskvamativni
intersticialni pneumonie a HLA asociacnimi studiemi. (Burch, 2005; Steele, 2006;
Marshall 1997)

Strategie genetickych studii

Je nékolik strategii k ur€eni role genetickych faktori u IPF. Jednou z moZnosti jsou
rodinné studie, které vyzaduji analyzu velkého poctu DNA znaki s cilem identifikovat
oblast chromosomu, jejiz zmény se objevuji u jedinct s vyskytem IPF nebo s obrazem
ur¢itého fenotypu mezi jedinci s IPF. Jakmile je kandidatni tsek dostatecné maly,
miizeme ur€it gen asociovany snemoci pozi¢nim klonovanim. Nevyhodou tohoto
postupu je nutnost vySetfeni 3 generaci v danych rodinach, coz je vétSinou nemozné u
chorob s pozdni manifestaci fenotypu, jako je IPF.

Druha strategie je zalozena na studiich nemocnych s danou chorobou srovnavanych se
zdravou populaci (,,case- control“ studie). Tyto studie, které srovnavaji Cetnost alel
kandidatnich genti nebo genovych haplotypii mezi nemocnou a zdravou populaci, jsou
v problematice genetiky IPF podstatné ¢astéjsi.

Tteti moZnou strategii je sledovani sourozeneckych part, které srovnava frekvenci

alel u postizenych a nepostizenych sourozencii a je vpodstaté modifikaci ,,case- control*
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studie, kde kontrolni skupinou jsou nepostizeni sourozenci. Odpada zde tak problém se
stratifikaci vySetfované a kontrolni populace. (Kauffmann, 2004)

S rostoucimi znalostmi o variacich lidského genomu postupné roste zijem o
provadéni genetickych asociacnich studii u komplexnich nemoci, tudiz i u IPF. Studie
s dobrym designem v této oblasti mohou poskytnout relevantni udaje o etiologii a
patofyziologii sledované nemoci. Tyto studie jsou obvykle dobfe realizovatelné, pokud
mé doty¢ny vyzkumnik pfistup k nemocné populaci, jejich validita je vSak vyznamné
ovlivnéna poc¢tem jedinct studované populace a populace kontrolni (obvykle je nejlepsi
pomér studovand populace : kontrolni populaci 1:2).

Mira prukaznosti genetické studie

Na zacatku genetické studie by méla byt ur¢ena mira prikaznosti studie pro urceni
hledané¢ odchylky. VétSina genetickych faktori pfispivajicich ke vzniku komplexnich
nemoci, nema relativni riziko vétsi nez 2. Vhodna velikost studované populace k urceni
této miry rizika zavisi na frekvenci polymorfisma sledovanych alel. Pro vétSinu genti je
optimalni  velikost studovaného souboru nékolik set jedinci k ziskdni relevantnich
vysledkll. To je pomérné snadné dosahnout u ¢astych plicnich nemoci, jako je asthma ¢i
chronické obstrukéni plicni nemoc. Ve studiich urCujicich vztah genu a prostiedi a vztah
mezi jednotlivymi geny je potifeba studovanych jedinct vice a tudiz je obvykle nutna
spoluprace mezi jednotlivymi vyzkumnymi centry. Obtizné je dosdhnout velkych poct
jedincii ve sledované populaci u nemoci, které se vyskytuji v populaci s nizkou ¢etnosti a
které vyzaduji komplexni vySetfovaci program vcéetné invazivnich vySetieni k urceni
diagnoézy s vysokym stupném vérohodnosti. K takovym nemocem jisté patii i idiopaticka
plicni fibréza. V téchto ptipadech lze ptijmout i vysledky studii na mensim poctu jedinct

s cilem blize urcit suspektni alely, které budou déle sledovany.(Tabulka 5)
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Tabulka 5. Vhodné velikosti souborii geneticky sledované populace v ,,case-control“ studiich pro
dané frekvence vyskytu minoritnich alel.

Predpokladana velikost kontrolniho souboru je stejna jako souboru vysetfovaného. GRR- relativni
riziko daného genotypu.

( Hall IP, Blakey JD. Genetic association studies in Thorax. Thorax 2005,;60:357-359)

VYZADOVANY POCET
VYSETRENYCH
Frekvence minoritni alely | GRR Dominantni alela Recesivni alela
0,01 1,5 5500 >1 000 000
2 1900 > 300 000
0,05 1,5 1300 50 000
2 400 15 000
0,2 1,5 600 5000
2 220 1500
0,4 1,5 750 900
2 300 350

Mnozstvi polymorfizmli (SNP- single nucleotide polymorphisms) jednotlivych gent je
znacné. V dostupnych databdzich je  shromédzdéno cca 6 milioni SNP, ale je
pravdépodobné, ze mnozstvi SNP s frekvenci alel vyssi nez 1% je vice nez 10 miliond.
Pocet alel, které se podileji na patogenezi a modulaci pribéhu onemocnéni je proto
vyznamné pievazeno mnozstvim alel, které jsou asociované s nemoci zcela nahodné.
Takovéto falesné pozitivni vysledky se vyskytuji hlavné u nidhodné zvolenych SNP.
K vybéru vhodnych SNP napomaha obvykle znalost funkéniho vyznamu daného SNP,

ktera je ale odhalena pouze u velmi malého poctu SNP.
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K zvyseni relevance vysledkii je obvykle vhodné podpotfeni naSich vysledkt jejich
testovanim na jiném vzorku populace. V ptipad€ srovnavani vice genetickych znaki ¢i
klinickych parametrti je nutné pii statistickém zpracovnani pouzit metody mnohocetného
srovnavani.

Dalsi metodou je sledovani kombinaci SNP v oblasti daného genu- haplotypii- s tou
nevyhodou, Ze pocet sledovanych jedincti by m¢l byt jesté vyssi k dosaZeni relevantnich
vysledkt. Pti testovani haplotypt je nutné myslet na variace polymorfizmti sledovaného
lokusu a ,,linkage disequilibrium® v okoli dané oblasti.

Co se tyce kontrolni populace, méla by byt po strance rasy, pohlavi a véku podobného
slozeni jako populace vySetfovanad. Nevhodnou kontrolni populaci obvykle byvaji mladi
zdravi darci krve, nebo jedinci sledovani pro jinou chorobu neZ je choroba nami
sledovana.(Hall, 2005)

Familiarni idiopaticka intersticialni pneumonitida

Familiarni vyskyt plicni fibrozy (familiarni IIP) je prokazéan, pokud se v dané rodiné
vyskytuji 2 a vice postizenych €lenli. Nékdy v rdmci téZe rodiny mlze byt exprimovano
nékolik fenotypii fibrotizujicich plicnich procest. Nejcastéji pozorovanym fenotypem u
rodinného vyskytu IIP je fenotyp IPF/UIP ( idiopatickd plicni fibréza tzv. obvyklého
typu). Familiarni IIP tvofi 0,5- 2,2% vSech pacientt s IPF s prevalenci 1,34/1 000 000 ve
Velké Britanii (Marshall, 2000) a 5,9/1 000 000 ve Finsku (Hodgson, 2000).

Nyni probihé ve Spojenych statech velké rodinna studie koordinovana dr. Schwartzem
zahrnujici 75 rodin s 2 nebo 3 postizenymi jedinci a probiha linkage analyza za cilem najit
dostate¢né malou oblast vhodnou pro poziéni klonovani (Grutters, 2005). Familarni
forma IIP se dédi pravdépodobné autosomalné dominantné s redukovanou penetraci.

Nejvyznamnéj$im pocinem v hledani kandidatnich gend u pacientd s familialni ITP byl
objev Nogeeho, ktery popsal mutaci genu pro surfaktantovy protein C (SFTP-C) u ditéte

s NSIP, jehoZz matka m¢la DIP (Nogee, 2001). Substituce G>A na pozici +1 intronu 4
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zplisobila preskoceni exonu 4 sdeleci 37 aminokyselin, ¢imZz doslo ke ztraté
cysteinového residua, které je nutné pro sklddani proteini na zdklad¢é disulfidickych
mustki. Oba postizeni byli heterozygoti, coz podporuje hypotézu autosomalné
dominantniho efektu genu. Thomas uvefejnil vysledky svého pozorovani rodin
s familidlnim vyskytem IIP, kdy popsal T>A substituci v exonu 5 na pozici +128 genu
pro SFTP-C u vSech postizenych v této roding. Zajimavé bylo, Ze pozoroval také
rozdilné fenotypy u jednotlivych postizenych, UIP u starSich nemocnych a NSIP u
mladsich (Thomas AQ, 2002). V pozorovani Tredana a spol. bylo pozorovdna mutace
2.2125G>A(p.R167Q) v oblasti genu pro SFTPC, kterd se klinicky u dvou pacientil
manifestovala plicni alveoldrni protein6zou a nikoliv plicni fibrézou, coZz potvrzuje
domnénku, ze mutace genl pro surfaktantovy protein C mize mit variabilni genotyp
(Tredano, 2004). Tato mutace se pravdépodobné projevuje ztratou funkce SP-C jako

Defekt nebo chybéni surfaktantu, které mize vést k fatdlnim pneumopatiim
novorozencum, ale také k vyvoji intersticidlniho plicniho procesu, miize byt zptisobeno i
mutaci genu pro ATP- vazici kazetovy protein (ABCA 3). Tento gen kdduje protein,
ktery se vyskytuje v membrané ohranicujici lamelarni téliska v pneumocytech II. typu a
mé pravdépodobné ulohu v transportu lipidi a tudiz i dalezitou roli v metabolismu
surfaktantu. Missense mutace byla prokazéna u 3 pacientli s DIP na jedné z alel genu
ABCA na pozici 875 v prvnim kodonu exonu 9 (A>T). Tato mutace vede v zdméné
valinu za glutamovou kyselinu (E292V) a tim tvofi nové misto rozpoznavané
restrikénimi endonukleazami BsrG1. (Bullard, 2005)

Idiopaticka plicni fibrdza

VétSina  pacient s [IPF mé ale rodinnou anamnesu stran fibrotizujicich plicnich

procesi némou. Je pravdépodobné, Ze se jednd o onemocnéni odlisné od familidlni formy
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IIP a Ze jde o nemoc podminénou mnohocetnymi genetickymi faktory ve spolupraci
s faktory zevniho prostfedi. (duBois, 2003)

T.¢. nejsou dostupné linkage analyzy celého genomu u pacientt s IPF a tudiz neni
mozné ani pozicni klonovani k odhaleni suspektnich genl. Z toho divodu je jedinou
moznou cestou genetického vyzkumu cesta ,,case- control* studii. Vzhledem k tradicnim
pfedstavam o patogenezi IPF jsou zkoumdny geny cytokini, které se s vysokou
pravdépodobnosti ucastni patogenetickych mechanismit IPF, tj. gen pro nador
nekrotizujici faktor alpfa (TNF-alfa) a skupina gent pro cytokiny skupiny interleukinu- 1
(IL-1).

Nyni ale tradi¢ni pfedstava o prvotni zdnétlivé 1ézi plicniho parenchymu, ktera posléze
ptrechézi ve fibrozu ustupuje do pozadi a predpoklada se, Ze primarni jsou mikroskopické
léze alveolarniho epitelu, které se abnormalné hoji vystupniovanou, nekontrolovanou
fibroprodukei. Tudiz i kandidatni geny je tfeba hledat v oblasti gent pro surfaktant,
oxidacnich/antioxida¢nich mechanismii a genid pro regulaéni pusobky ovliviljici
fibroblasty a systém koagulace. Lze se domnivat, Ze 1 zde se mohou uplatiiovat geny pro
cytokiny, a to pro cytokiny tzv. protizanétlivé a regulacni (skupina IL-4, IL-10, IL-12,
IFN gamma), jejichz mutace mtize zplsobit abnormalni hojeni epitelidlnich 1ézi u IPF. A
praveé tato predstava se stala vychozi tezi naSeho vyzkumu genovych polymorfismi

cytokint u pacientti s IPF.
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Cytokiny

Cytokiny jsou zakladni reguldtory imunitniho systému, které jsou sekretovany
leukocyty a jinymi bunikami. Plsobi prostfednictvim specifickych receptorti na rtizné
buniky imunitniho systému i mimo néj. Existuji ve form¢ solubilni a membranové vazané,
které jsou zakotveny v bunééné membrané hydrofobni sekvenci pfiblizn€ 20 aminokyselin
(transmembranové proteiny). VétSina cytokint je ve svych ucincich pleiotropni (plisobi
na nékolik rtiznych druhti bun¢k) a navic U¢inek jednoho cytokinu mtize byt nahrazen
jinym (redundantni funkce). Cytokiny se ve svém piisobeni Casto ovliviyji, at’ uz
synergicky nebo antagonisticky. Plisobi vétSinou v kaskadeé, t.j. jeden cytokin indukuje
tvorbu druhého. Pusobeni cytokini je bud’ autokrinni, parakrinni, nebo endokrinni.
(Hotejsi, 2005)

Nomenklatura cytokinu

Cytokiny se déli do skupin podle nazvi, piestoze ndzvy odrazeji spise historicky vyvoj
nezli strukturu a funkéni vztahy. Pivodné se predpokladalo, ze jsou produkované
lymfocyty a jejich historicky prvni nazev nesl jméno lymfokiny. Pozdé&ji bylo zjisténo, Ze
jejich tvorba neni striktné omezena na jeden bunécny typ, a byl zavednen Sirsi termin:
cytokiny.

Objevené¢ lymfokiny byly cislovany podle poradi, vjakém byla poznana jejich
struktura. Toto vSak nebylo dasledné aplikovano a nékteré z molekul, které by dle
stavajiciho systému mezi lymfokiny mély byt fazeny, byly stale nazyvany jejich ptivodnimi
nazvy (TNF). Tyto divody tak vedly k zavedeni obecnéjsiho pojmu cytokiny.

V soucasné dobé je znama primarni struktura asi 120 cytokint.
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Pii déleni cytokini se uplatiiuje fada hledisek: déleni dle struktury, ptevazujicich
funkci, pfislusenstvi k cytokinové rodin€ apod.

Déleni cytokinu dle pfevazujich funkci

1. cytokiny podporujici zanétlivou reakci — tzv. prozénétlivé cytokiny: IL-lalfa, IL-
Ibeta, IL-6, IL-8, IL-12, IL-18, IL-19, IL-22, TNF

2. cytokiny inhibujici zanétlivou reakci — protizanétlivé cytokiny: IL-1Ra, IL-4, IL-6,
IL-10, IL-25, IL-32, TGF-beta.

3. cytokiny s akivitou rastovych faktorti hematopoetickych bun¢k: 1L-2, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6, IL-7, IL-9, IL-11, IL-14, IL-15, IL-21, LT-beta, C-CSF, M-CSF, GM-CSF,
SCF, LIF, EPO, CD70, CD30L, APRIL.

4. cytokiny uplatilyjici se v protilatkové imunité (Ty2): IL-4, IL-5, IL-9, IL-10, IL-13,
IL-21, CD40L, 4-1BB, APRIL, BlyS, TGF- beta.

5. cytokiny uplatiiujici se v bunééné zprostiedované imunité (Tyl): IL-1, IL-2, IL-12,
IL-15, IL-16, IL-23, IL-27, IL-31, CD70, IFN-gama, GM-CSF, TNF, LT, LT-beta.

6. cytokiny s antivirovym ucinkem (interferony): IL-28, IL-29, IFN-alfa, IFN-beta, IFN-

gama. (Hoftejsi, 2005)

Cytokinové receptory

Cytokiny reaguji s bunkami skrze rtizné druhy specifickych receptord, jejichz densita
na bunééném povrchu kolisa mezi 10 — 10 000 na jednu buriku.

Cytokinové receptory se nejcastéji skladaji ze dvou ¢i ze tfi podjednotek. Jedna st
podjednotky je zodpovédna za vazbu cytokinu a druhd, poptipadé tieti, zajiStuje spojeni
s intracelularnimi signaliza¢nimi molekulami. Transmembranovéa ¢ast receptoru prochazi
nejcastéji jedenkrat membranou, pouze nékteré z cytokinovych receptord, jako je napf.

IL-8R, obsahuji sedm transmembranovych ¢asti. Signalizacni podjednotka byva casto
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sdilena nckolika riznymi cytokinovymi receptory. Na zakladé toho lze receptory pro

cytokiny sdruzit do n¢kolika skupin.

130
O ’ 6) f P, (spoletny)

o Ye Yo o o
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Obr. ¢.7 — Podjednotkové slozeni cytokinovych receptorii.(Horejsi, Bartunkovca: Zaklady imunologie,

2005)

Jednu z rodin tvofi receptory pro IL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-13, IL-15 a IL-21, které
vsechny sdileji podjednotku zvanou gama-c (CD 132).

Receptory pro IL-3, GM-CSF a IL-5 sdileji spole¢nou podjednotku beta
(KH97;CDw131).

Receptory pro IL-6, leukemicky inhibi¢ni faktor (LIF), onkostatin M a ciliarni
neurotrofni faktor (CNTF) pouzivaji shodnou signaliza¢ni podjednotku gp 130(CD130)

Strukturné jsou si podobné receptory pro interferony a pro IL-10.

Dalsi rodina zahrnuje receptory pro chemokiny. Pro tuto rodinu je typické, ze jejich
intracelularni polypeptidovy fetézec prochdzi 7x membranou a je asociovan s trimernimi
G-proteiny.

Velkou rodinu predstavuji cytokinové receptory vazici cytokiny podobné TNF (TNF,

lymfotoxin-LT, nervovy rustovy faktor-NGF); tyto receptory jsou tvoieny obvykle
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trimery jedné podjednotky, ktera je spojena v intracelularni Casti se signaliza¢nimi
molekulami. Do této rodiny patii dale receptory CD27, CD30, CD40, OX-40 (CD134) a
4-1BB(CDw137), Fas(CD95), DR4, DRS, RANK, TAC, BCMA, TWEAKR, které vazi
membranové cytokiny CD27L (CD70), CD30L, CD40L (CD154), OX-40L, 4-1BB-L,

FasL, TRAIL, RANKL, APRIL, BlyS, TWEAK. (Hoftejsi, 2005)

Tul/Tu2 rovnovéha cytokini

vvvvvv

pluripotentnich kmenovych bunék, pro néz je mimo jiné typickd pfitomnost molekuly
CD34, v kostni dieni. V pribéhu maturace se diferencuji ve dvé zdkladni subpopulace,
Tc (CD8+) a Ty (CD4+). (Grakoui, 1999)

Jejich dalsi diferenciace v Tyl a Ty2 lymfocyty byla poprvé popsana v roce 1986 u
mysi (Mosmann, 1986). Tyto dvé subpopulace se lisi zejména tvorbou cytokinového
spektra. Tyl lymfocyty jsou ptfevazné producenty IL-2, TNF- beta a IFN-gama;
subpopulace Ty2 je charakterizovana produkci IL-4, IL-13, IL-5 (IL-6, IL-10). O
diferenciaci do zminénych subtypti rozhoduji zejména IL-12 a IL-4.

IL-12, produkovany makrofagy, spolu s IFN-gama sméruji prekurzor k diferenciaci
do Tyl, naopak IL-4 generuje buniky Ty2. (Orris, 1999) Také Tyl lymfocyty produkuji
déale zejména IFN-gama, ktery tak siln€ podporuje vyvoj Tyl a zaroven inhibuje vyvoj
Th2.

IL-4 je hlavnim cytokinem sekretovanym bazofily a nékterymi dendritickymi bufikami.
Jeho produkce indukuje vyvoj Tu2 populace lymfocyti a spoleéné s cytokiny
produkovanymi témito lymfocyty (IL-5, IL-6, IL-13) inhibuje produkci Tyl cytokind.

V posledni dobé¢ je jesté uvazovan tieti typ Ty lymfocytl, a to T3 lymfocyty (CD4+
T lymfocyty, které produkuji hlavné TGF- beta) a tlumi obecné imunologickou reakci

Tyl 1 T2 typu. Krom T3 lymfocyti je jesté funkce regulace imunitni odpovédi a self-
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tolerance pfipisovana tzv. Trl lymfocytim, neboli T regulacnim lymfocytim
s povrchovymi znaky CD4+CD25+ a transkripénim faktorem Foxp3, produkujicim
znac¢né mnozstvi IL-10.(Foussat, 2003)

Pro rovnovahu imunitniho systému je nezbytnd rovnovdha produkce vSech typil
cytokinll. Poruchy regula¢nich mechanismti a patologické prevaZzeni spektra na stranu
Tyl nebo T2 mohou disponovat jedince ke vzniku fady onemocnéni, v neposledni fadé i
IPF.

Charakteristika vySetfovanych cytokinu

Interleukin-1 alfa, beta

K hlavnim producentiim téchto cytokinii patfi monocyty, makrofagy a dendritické
bunky, ale produkuje je i fada dalSich bun¢k v organismu.

IL-1alfa a IL-1beta tvoii rodinu IL-1. Soucasna data ukazuji, ze IL-1alfa je pfevazné
vazan na bunkéch, zatimco IL-1beta je produkovan jako sekretovany.

Biologické aktivity téchto cytokinil jsou vesmés shodné a oba cytokiny reaguji skrze
stejné bunécné receptory. Funkéné IL1-beta a IL-1alfa mizeme zatadit mezi prozanétlivé
cytokiny. Jsou dualezitymi mediatory zanétlivé odpovédi a hraji roli pfi vzniku
chronického zanétu, ktery doprovazi fadu onemocnéni. Jsou také zaméfeny na aktivaci
lymfocytt a indukci mediatort jako jsou IFN-gama a IL-2. IL-1 se vyznamné Ucastni
stresovych reakci, a proto je pokladan i za neurotransmitter. Je produkovan jednak na
periferii a krevni cestou pisobi centralng, ale také je syntetizovan ptimo v CNS. Je-li IL-
1 produkovén nadmérn€, ucastni se patogeneze Soku, artritidy, osteopordzy, diabetu 1.
typu, ateroskler6zy a dalSich imunopatologickych procest.

Existuji dva typy IL-1 receptort: typ I (IL-1RI) je exprimovan na T lymfocytech,
fibroblastech, B lymfocytech, makrofazich a neutrofilech. Pfedstavuje hlavni receptor,

prevadéjici signal do nitra bunky. Typ II (IL-1RII) je exprimovan na B lymfocytech a
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makrofazich a existuje ve form¢ membranové vézané a solubilni. Funkci IL-1IR (a to
zejména IL-IRI) je vazba IL-1alfa, IL-1beta a IL-1Ra.

IL-1RA
IL-1RA patii do rodiny IL-1 spole¢n¢ s IL-1alfa a IL-1beta. Buiiky, které produkuji

IL-1alfa a IL-1beta, maji také schopnost vytvéret sekretovany IL-1Ra. Jeho tvorba je
proto indukovatelna ve vétSin€ bunék, vyjma astrocytd. Naproti tomu intracelularni IL-
IRa je exprimovan konstitutivné pouze v keratinocytech a intestinalnich epitelidlnich
bunikach.

Funkce intraceluldrni formy neni zatim zcela zndma4, funkce sekretované¢ho IL-1RA
spoc¢iva v kompetitivni vazbé na IL-1 receptor, kterd zamezuje vznik signilu a tak
zptisobuje inhibici ucinku IL-1alfa a IL-1beta.

Klidové a cytokiny stimulované epitelidlni buniky v plicich uvoliji intracelularni IL-
IRA do extracelularni prostorii, kde IL-RA miZe antagonizovat IL-1R. Intraceluldrni
IL-RA tak muze pfedstavovat epitelidlni bunéénou zasobu IL-1RA zodpovédnou za
okamzité uvolnéni v ptipad¢ potieby na povrch bunky (Levine, 1997).

Interleukin- 2

IL-2 byl prvni cytokin, ktery byl identifikovan na molekularni Grovni. Poprvé byl
poznén pii studiu mitogenni aktivity T lymfocytl jako rastovy faktor TCGF (T cell
growth factor) jiz v 70. letech (Morgan 1976).

IL-2 je produkovéan vyhradné T lymfocyty a jeho genova exprese je fizena skrze T
bunécny receptor (TCR). Po ptenosu signidlu pres TCR je vsak exprese pouze
pfechodna.

IL-2R byl prvnim cytokinovym receptorem, ktery byl objeven a charakterizovan. Jsou
znamy tii zékladni typy IL-2R dle afinity k IL-2. Retézec IL- 2 gama je nezbytny pro

signdlni pfevod a rekonstituci vysoce afinitniho receptoru. ProtoZe tento fetézec je
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spole¢ny pro receptory dalSich cytokinti, naptiklad pro IL-4, IL-7, IL-15, je tim mozZné
vysvétlit Sirokospektré piisobeni IL-2 .

Sekrece IL-2 je predev§im autokrinni; po vyplaveni samotny IL-2 zpétné€ indukuje
vytvateni kompletniho receptoru (IL-2R).

IL-2 in vivo je zodpovédny za klonalni expanzi antigenem stimulovanych CD4+
a CD8+ lymfocyti a naslednou diferenciaci v jednotlivé bunécné podtypy a plsobi
stimulacné na jejich dal$i vyvoj. T bunétnd pamét je také zavisla na IL-2 a tedy
prezivani pamétovych T lymfocytl do jisté miry zalezi praveé na piitomnosti IL-2.

IL-2 zvySuje protinddorovou ucinnost cytotoxickych bunék a expresi nékterych
strukturnich bilkovin, naptiklad cytoskeletového proteinu alfa-tubulinu. (Sosman 1991)

Interleukin -4

IL-4 byl ptivodné¢ objeven v roce 1982 jako produkt T lymfocytii odlisny od IL-2,
ktery dokazal stimulovat proliferaci B lymfocytt. Byl také nezavisle charakterizovan jako
faktor T lymfocytl zodpovédny za diferenciaci B lymfocytii v plazmatické buiiky. (Paul,
1991).

Exprese IL-4 je indukovdna T lymfocyty a je vysoce tkanové specifickd. Nejvyssi
exprese je patrna u diferencovanych Ty2 lymfocytti jako odpovéd na specifickou
bunécnou stimulaci skrze T bunéény receptor. Tvorba IL-4 probihé také v mastocytech a
basofilech. IL-4 se vaze na dva bunécné typy receptori na bunééném povrchu, typ I a
typ II. Oba piedstavuji funkcni celek v podobé heterodimeru. Typ I se sklada z IL-4R
alfa a IL-4R gama-c, zatimco typ II je tvofeny IL-4R alfa a IL-13R alfa. Typ I je
vysadnim receptorem vazajicim IL-4, naproti tomu typ II diky své struktufe je schopen
vazat IL-4 1 IL-13. Oba typy receptori jsou exprimovany na velké fad¢ rGznych
bunéénych typt.

IL-4 patii svoji funkci mezi vyznamné cytokiny, a to zejména svoji schopnosti

regulovat diferenciaci naivnich CD4+ T lymfocytii do fenotypové skupiny Ty2. Timto
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podnécuje protilditkovou odpovéd’ a spiSe hoji, nezli exacerbuje autoimunitni procesy.
IL-4 je t€innym inhibitorem aktivace Tyl subpopulace a tvorby IFN-gama

a inhibuje proliferaci T lymfocyth zavislou na IL-2. Inhibuje sekreci zanétotvornych
cytokint jako IL-1, TNF-alfa a IL-6.

Dale je IL-4 je schopen iniciovat izotypovy piesmyk ze tiidy IgG, na tfidu IgE. Ma
protektivni funkci pfi spontdnni ¢i indukované apoptéze a uplatiiuje se také pfi
chloridovém a iontovém transportu skrze intestindlni bunky. Pisobeni IL-4 je mozné
ovlivnit mutantnimi proteiny podobnymi IL-4, které kompetuji s nativnim IL-4 a jemu
blizkym cytokinem IL-13.

V ptipadé patogeneze bronchidlniho asthmatu se predpoklada vliv IL-4 na expresi
ICAM-1 epitelidlnimi buiikami a na adhezi monocytt a makrofagi k epitelidlnim bunikdm
a v neposledni fad¢ i vzajemna potenciace sekrece IL-4 a TNF-alfa (Stfiz, 1999, Am J
Physiol) Také byl v experimentu prokazén vliv IL-4 na zvySeni sekrece IL-6 a IL-8
bronchialnimi epiteliemi po na stimulaci TNF-alfa. (Stfiz, 1999, Immunol Lett; Stfiz,
1999, Inflammation)

Interleukin-6

IL-6 byl popsan na pocatku 80. let, a to jako produkt T lymfocytl stimulyjici riist B
bun¢k - BSF-2. (Hirano, 1985)

IL-6 je faktor produkovany fibroblasty, makrofagy, endotelidlnimi bunikami,
keratinocyty a témét vSemi buitkami mezenchymalni tkdné. Jeho zdroji jsou také T a B
lymfocyty, osteoblasty, keratinocyty, gliové buiiky, endotelidlni buiiky a dalsi.

IL-6 interaguje s buitkou skrze jeden typ bunééného receptoru, skladajiciho se ze 2
podjednotek, alfa fetézce (IL-6R alfa) a beta fetézce (gp 130). Gp 130 zprostiedkovava
pfenos signalu nejenom od IL-6 navazaného na IL-6R alfa, ale také od dalSich cytokinid
jako je LIF (leukemia-inhibitory factor), OSM (oncostatin M), CT-1 (cardiotropin 1) ¢i

CNTF (ciliary neutropic transforming factor).
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Bylo identifikovano nejméné 5 odlisSnych molekuldrnich forem IL-6 s molekulovou
hmotnosti od 21 do 28 kDa. Tyto odliSnosti jsou dany odlisSnym stupném glykosylace a
fosforylace.

IL-6 ma pleiotropni plsobeni, zejména diky receptoru sloZzenému ze dvou
receptorovych fetézcl. Piisobi pfevazné na sekreci imunoglobulinid B lymfocyty. Piisobi
vSak také na rist a vyvoj B linii, podporuje rist kolonii hemopoetickych kmenovych
bunék a vyvolava v jaternich buiikéch tvorbu proteinti akutni faze. Je diferenciacnim a
aktivaénim faktorem T bun¢k a makrofagt, ovlivituje také vyvoj nervovych bunék. Hraje
vyznamnou roli v neuroendokrinnich regulacich. Pro tuto vyznamnou regulac¢ni funkci se
jeho nedostatek nebo nadmérma produkce uplatiiuje u fady onemocnéni. Podani IL-6
obdobné jako IL-1 vede k patogenezi horecky (Myers, 1994).

Interleukin- 10

IL-10 byl objeven koncem 80. let pfi studiu biologické aktivity mysich T2 bunéénych
linif a jejich vlivu na efektorové funkce Tyl bunck (Fiorentino, 1989).

IL-10 homodimer interaguje na povrchu bunck se dvéma heterodimernimi
receptorovymi komplexy skladajicimi se z IL-10R alfa a IL-10R beta podjednotek.
Receptory vlastni kindzovou aktivitu a ptes fosforylaci kinazy JAK1 a TYK2 prenasi
signal dale do nitra bunky.

IL-10 je exprimovany naivnimi a pamétovymi T lymfocyty, Tyl, Tu2 ¢ T
subpopulace, dile NK buiikami, B lymfocyty, monocyty, keratinocyty, mikrogliovymi
bunikami a dal$imi.
tvorby Ty2 subpopulace T lymfocytd a inhibice tvorby cytokinii produkovanych
subpopulaci Tyl. IL-10 ma tak supresivni efekt na tvorbu zanétlivého typu cytokini.
Jako vyznamny produkt Ty2 bun¢k pomahd B lymfocytim v humoralni imunité a také

pfi tvorb& autoprotilatek. /n vivo se IL-10 Gcastni patogeneze zanctu a systémovych
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autoimunitnich onemocnéni, na endotelovych bunikach zvySuje expresi MHCII
a adhezivnich molekul (Saito, 1999). Jeho role vSak neni omezena pouze na imunitni
systém, ale skrze svoji schopnost modulace tvorby rustovych faktorti a cytokinii mize
hrat roli béhem angiogeneze, tumorigeneze a infekce.

Uvazuje se o pouziti IL-10 na ovlivnéni autoimunitnich onemocnéni a chronickych
zanétl, kde se uplatiiuje subpopulace Tyl.

IL- 12
Lidsky IL-12 byl identifikovan diky své schopnosti synergického efektu s IL-2.

(Gately, 1986)

Zdrojem IL-12 jsou cirkulujici monocyty, tkaiiové makrofdgy a dendritické buiiky.
Dendritické buiiky po piedchozi stimulaci CD-40L ¢i IL-12 patii vitbec mezi nejsilngjsi
producenty. Obecné je vSak produktem riznych typt bunék prezentujicich antigen
(APC), které takto reaguji na rizné exogenni antigeny. IL-12 se G€inn¢ uplatiiuje
v obrané¢ organismu proti intracelularnim mikrobnim patogentim.

Po stimulaci toxiny se exprimuji na bunééném povrchu receptory IL-12RB1 a IL-
12RB2, jejich exprese koreluje s expresi IFN-gama, a piedpokladd se proto, Ze maji
centralni Glohu v imunitni odpovédi Tyl typu. Receptorovy signal po vazbé IL-12 je
prenasen kindzami Janusové rodiny (JAK2 a TYK2) a dale po fosforylaci transkripénimi
faktory STAT3 a STATH4, které po translokaci do jadra reguluji transkripci gent.

IL-12 se vyznamng uplatituje u bunééné zprosttedkované imunitni reakce umoznujici
maturaci Tyl typu CD4+ leukocytl. Indukuje tak vyvoj imunitni odpoveédi Tyl typu a
pusobi pozitivné na prezentaci antigenti makrofagy. Zvysuje lytickou aktivitu lymfocytd,
tvofeni NK-LAK bungk, zvySuje také specifickou CTLA (T8+) odpoveéd a produkcei
IFN-gama. Pfi indukci IL-12 aktivovanych NK-LAK ptisobi synergicky s IL-2.

Plisobeni IL-12 potlacuje vyvoj a odpovéd’ Ty2 bunék a jimi produkovanych cytokinii

a posléze také humoralni imunitu manifestovanou zejména skrze IgG1l a IgE odpovéd.
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Bylo zjisténo, Ze podani rekombinantniho IL-12 ma terapeuticky ucinek u nékterych
infekénich onemocnéni a tumort (Tahara, 1995). Vyrazné se uplatiiuje v obrané
organismu proti intracelularnim patogeniim. Pisobenim na Tyl se IL-12 Gcastni vyvoje
nékterych imunopatologickych procest, jako jsou naptiklad autoimunitni endokrinopatie.

Funkce IL-12 je ndzornym piikladem vzdjemného antagonismu Tyl a Ty2
subpopulaci pfi regulaci imunitni odpovédi.

IFN-gama
IFN-gama byl v 60. letech objeven dvéma nezdvislymi skupinami (Wheelock, 1965;

Gresser, 1964).

IFN-gama je produkovany NK buiikami a aktivovanymi T lymfocyty (CD4+
a CD8+). Z CD4+ jej tvoii zejména subpopulace Tyl. Uplatiiuje se v rdmei mechanismu
rozhodujicim o diferenciaci do Tyl ¢i T2 subbpopulace CD4+ lymfocyti.

IFN-gama receptorovy komplex lidskych mononuckledrnich lymfocytl se sklada
nejméné ze tii odlisSnych proteint. Interakce dvou z téchto proteini je dostacujici
k indukei signdlu pro expresi MHC II molekuly na povrchu buiiky, ne vsak k expresi
antivirového stavu. K té je potieba interakce vSech tii proteini.

IFN-gama neni bazaln€ sekretovan ve vysokych koncentracich, sekrece vSak stoupa
pfi patologickych okolnostech, jako jsou riizna traumata, infekce, nddorova onemocnéni
a autoimunitni poruchy. IFN-gama se uplatiiuje jednak v inicidlnich fazich zanétlivych
reakci indukei nespecifické imunitni odpovédi a stimulace antigen-prezentujicich bunék,
dale pak 1 ve fazich pokrocilého zanétu cestou stimulace differenciace a proliferace
antigen reagujicich kloni lymfocytli a nakonec i v zav€re¢nych stadiich, kdy muze
v zavislosti na dal$ich faktorech zanétlivou reakci inhibovat.

Defekty v produkci IFN-gama jsou asociované se zhorSenou schopnosti reakce proti
infekénim onemocnénim zpiisobenym urcitymi typy bakterii a virt,, a to zejména témi,

které jsou za normalnich okolnosti likvidovany aktivovanymi makrofagy.
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V oblasti plicntho parenchymu byl experimentdlné¢ pozorovan vliv IFN-gama na
zvyseni exprese HLA II. tfidy, ICAM-1 a na zvySeni sekrece IL-6, IL-8 a fibronektinu
bronchidlnimi epiteliemi. Tento efekt byl inhibovatelny IFN- alfa s vyjimkou exprese
ICAM-1, ktera ziistala neovlivnéna. (Striz, 2000)

TGF-beta

TGF-beta byl objeven v 80. letech v souvislosti se studiem rustu krysich fibroblast
za pritomnosti epidermélniho rastového faktoru (EGF) (Roberts, 1984). Ma 3 podtypy-
TGF-beta 1,2 a 3, které vykazuji obdobnou funkci, ale jsou kodované riiznymi geny. Ve
veétsiné bunck a tkdni je dominantné vytvarenym podtypem TGF-betal. NejhojnéjSim
zdrojem TGF-betal jsou krevni desti¢ky, kostni tkan a slezina. TGF-beta 2 se vyskytuje
ve velké mife matefském mléce, amniové tekutin€ nebo v o¢nim sklivci.

TGF-beta se vaze na tii typy receptorovych komplexti nazvanych T-betaR I, T-betaR

IT a T-betaR III. Signaly ze vSech tii forem TGF-beta jsou pienaSeny skrze T-betaR
cestou ALK-5 (activin receptor-like kinase).
v patofyziologickych stavech spojenych s patologickou fibroprodukci, dale pfi
karcinogenezi, hojeni ran, parazitarnich onemocnénich a fadé¢ autoimunitnich chorob.
Cilové bunky byvaji zejména bunky epitelidlni, endotelidlni a hematopoetické. TGF-beta
také reguluje diferenciaci bun€k imunitniho systému. Mezi jeho nejdulezitéjsi funkce
patii inhibice mitotické aktivity a izotypovy pfesmyk IgA.

TNF-alfa
V roce 1962 byl popsan faktor vyskytujici se v séru mysi, ktery se zde objevil po

vystaveni mysi bakterialnimu endotoxinu a byl schopny indukovat nekrézu v tumorech.
Byl tak nazvan tumor necrosis serum (TNS) a pozdéji pfejmenovan na tumor necrosis

factor - TNF-alfa.
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TNF-alfa, také nazyvany kachektin, se vyskytuje v solubilni formé jako homotrimer.
Je koédovany jednim genem, ktery se nachdzi na Sestém chromozomu v tésné blizkosti
lokusu HLA-B.

Monocyty a makrofagy jsou nejvetSimi producenty TNF-alfa. Mimo to vSak TNF- alfa
miiZze byt produkovan i fadou jinych bunéénych typi, jako T lymfocyty, makrofagy,
dendritickymi buiikami, endotelidlnimi buiikami, astrocyty, mastocyty, bazofily a dal$imi.

TNF-alfa se vdZe na dva receptory, homologni ve svych extraceluldrnich doménach,
ale odlisné v intracelularnich (Armitage, 1994). Vazba TNF-alfa mtze byt kompetovana
vazbou lymfotoxinu (TNF-beta), coz poukazuje na vzajemnou strukturalni shodu.
(Aggarwal, 1985)

TNF-alfa ma v organizmu velmi Siroké uplatnéni. Hraje dileZitou roli pfi ochrané
proti bakterialnim, virovym, plisiovym a parazitarnim infekcim. TNF-alfa moduluje
bunécny riist, zabrafiuje virové replikaci v bunice. V ramci patologickych stavll se
uplatiiuje pii vzniku septického Soku, autoimmunitnich chorob, revmatoidni artritidy,
sarkoid6zy a diabetu. TNF-alfa se také uplatiiuje v kancerogenezi a metastdzovani

nadord. (Moore, 1999)

Cytokinové genové polymorfizmy

K dneSnimu datu bylo identifikovano ptes 200 riznych cytokind s nejrozmanitéjSimi
funkcemi. U velké €asti z nich byla nalezena fada izoforem, liSicich se ¢asto pouhou
jednou zaménou v genetickém kodu, zcehoZz miizeme usuzovat na vysoky stupeil
polymorfizmd.

Existuji tf1 hlavni typy cytokinovych genovych polymorfismi:

- SNP (single nucleotide polymorphisms) — bodové mutace

- Tandemové repeaty
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- Mutace v mikrosatelitnich oblastech

VétSina polymorfizmi spadd do prvni kategorie (SNP) a je umisténa nejcastéji
v promotorovych oblastech, v intronovych oblastech a ve 3" nepteklddanych oblastech
cytokinovych genti. Tyto jednonukleotidové zamény mohou byt zodpovédné za zménu
ve splicingu mRNA, stabilit¢ mRNA ¢i intenzité¢ genové transkripce. Toto se mize dit
napiiklad napodobenim struktury vazebnych mist pro jednotlivé transkripéni faktory
v genovych promotorech a findln¢ tak muze dochazet k ovlivnéni miry produkce
syntetizovaného produktu. Definovat zmény vyplyvajici z polymorfizmt vSak byva casto
obtizné a ne vzdy jednoznacné ( Tabulka 6, 7, 8).
cytokini a preruseni této vzdjemné rovnovdhy miize mit za nésledek tadu klinicky
definovanych stavii nebo onemocnéni.

Nejnov¢jsi studie prokazuji, ze cytokiny ovliviiji spiSe patogenezi choroby nez
predispozici k ni. VEtSina onemocnéni ma totiz pfiiny multifaktorialni (zahrnujici vlivy
genetické spolu s vlivy okolniho prostfedi) a vlivy genetické mohou byt asociovany
s fadou dalSich vlivi.

Studia poslednich let se nyni zamétuji na mozné souvislosti rovnovahy Tyl a Ty2
reakci s polymorfismy cytokinli a cytokinovych receptorti a na to, jakym zpiisobem
jejich jednotlivé kombinace tuto rovnovahu mohou ovliviiovat.

Naptiklad vliv kombinace genotypu IL-1 alfa -889 a haplotypu IL-10 ATA na sekreci
IL-10 byl popsén Kilipnenem (2002) u zdravé populace. Prace se opirala o predchozi
poznatky, kdy bylo popsano ovlivnéni LPS indukované sekrece IL-10 endogennim IL-1
a zpétné negativni ovlivnéni hladin IL-1 prostfednictvim IL-10. ZvySena sekrece IL-10

byla spojena s haplotypem ATA a IL-1 alelou 2.
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Rada védeckych tymi, zabyvajicich se problematikou funkce genovych polymrfismii
cytokint, vSak Casto publikuje protichtidné vysledky, coz svéd¢i pro komplexnost celého

problému (Wilson, 1995; Turner, 1995)

Tabulka 6. Intenzita produkce TGF-beta v zavislosti na polymorfizmech v kodonu 10
a kodonu 25.

Prevzato od Cytokine genotyping kit worksheet, Pel-freez Clinical systems, LLC ©.

TGF BETALI PRODUKCE

kodén 10 kodén 25 vysoka intermedialni nizka
C G X

C C X

T G X

T C *

*pravdépodobnd intenzita produkce
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Tabulka 7. Intenzita produkce IL-10 v zavislosti na polymorfizmech v promotorové oblasti (-1082), (-

819), (-592).

Prevzato od Cytokine genotyping kit worksheet, Pel-freez Clinical systems, LLC ©.

IL-10 PRODUKCE

(-1082) (-819) (-592) vysoka intermedidlni | nizka
G C C X

A C A X

A T A X

G C A *

G T A *

G T C *

A C A * * *

A T C * * *

*pravdépodobna intenzita produkce

Tabulka 8. Intenzita produkce TNF-alfa v zavislosti na polymorfismech v promotorové oblasti (-308),

(-238).

Prevzato od cytokine genotyping kit worksheet, Pel-freez Clinical systems, LLC ©.

TNF ALPHA PRODUKCE

(-308) (-238) vysoka intermedialni nizka
G G X

A G X

G A X

A A X
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Polymorfizmus v rdmci etnickych skupin

Studie frekvenci SNP ukazuji heterogenitu jak napii¢ mezi etnickymi skupinami, tak
mezi jednotlivymi geografickymi oblastmi.

V ramci geografickych regionli vykazuji starSi populace v zasad¢é vétsi diferenciace
nez populace ustanovené v nedavné dobé€, coz je vysvétlitelné zvétSujici se migraci
obyvatel.

Africké populace jsou historicky starSi nez Asijské ¢i Evropské a ty jsou zase starsi
nez populace na americkém kontinenté. Studie Y chromosomu, mitochondridlni DNA
(Jorde, 2000) nebo HLA studie (Sanchez-Masaz, 2001) ukazuji haplotypy, které vznikly
v Africe nebo Asii a odtud se rozsifily do celého svéta diky populaénim migracim.

Stejné tak i studia cytokinovych polymorfizmt ukazuji fady variant, jako je v piipadé
TNF-alfa (-308), které vznikly v Africe a odtud migrovaly do Ameriky. SNP IL-6 (-174)
ukazuje vysoky stupeii variability napfic celym svétem. (Tabulka 9).

Tato pozorovani pozitivné koreluji s rozdily pozorovanymi v distribuci HLA alel a
s dosavadnimi vysledky, které poukazuji na etnicky specifické polymorfizmy v TNF-alfa
promotoru (Goldfeld, 2002). Tato zjisténi by se meéla brat vuavahu pii studiu

polymorfizmd.
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Tabulka 9. Odlisnosti jednotlivych populaci v riiznych geografickych oblastech v polymorfnich

usecich cytokinii.

Jednotlivé p-hodnoty ukazuji, nakolik se populace v odlisnych geografickych oblastech svéta lisi
v ramci svych polymorfnich usekii cytokinii. Prevzato od Leslie et al, 2004, upraveno.

CYTOKINY |POPULACE

Vsechny | Afrika Asie Evropa Amerika | Mediterra
IL-1a (-889) [<0.0001 [0.774 <0.0001 |<0.0001 |0.742 <0.0001
IL-1B (-511) |<0.0001 [0.082 <0.0001 |<0.0001 |0.130 <0.0001
IL-1B (+3962) |<0.0001 [0.697 <0.0001 |0.001 0.105 0.028
IL-1R

0.020 ND 0.010 0.780 0.026 0.737
pstl1970
IL-1RA

<0.0001 |ND <0.0001 |0.001 0.792 0.025
mspall1100
IL-4RA

<0.0001 |0.576 0.003 <0.0001 |0.422 <0.0001
(+1902)
IL-12 (-1188) |<0.0001 |ND <0.0001 |<0.0001 ]0.731 0.303
IFNy (+874) |<0.0001 |ND <0.0001 |0.222 0.002 0.196
TGF-B1 cdnl0 |<0.0001 |ND 0.255 <0.0001 |0.005 0.066
TGF-B1 cdn25 | 0.001 ND 0.061 0.186 0.967 <0.0001
TNF-a (-308) [<0.0001 [<0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |0.012 <0.0001
TNF-a (-238) |0.001 0.256 0.045 0.003 0.149 0.007
IL-2 (-330) <0.0001 |ND 0.003 <0.0001 ]0.361 <0.0001
IL-2 (+160) <0.0001 |ND <0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |0.003
IL-4 (-1098) |<0.0001 |[ND 0.001 <0.0001 |0.321 0.005
IL-4 (-590) <0.0001 |0.284 <0.0001 {0.080 0.006 0.023
IL-4 (-33) <0.0001 |ND <0.0001 |0.112 <0.0001 |0.006
IL-6 (-174) <0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |0.005
IL-6 nt565 <0.0001 |ND <0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |0.010
IL-10 (-1082) |<0.0001 |ND <0.0001 |<0.0001 |<0.0001 |0.905
IL-10 (-819) |<0.0001 |ND <0.0001 |<0.0001 |0.889 0.137
IL-10 (-590) |<0.0001 [0.010 <0.0001 |<0.0001 {0.003 0.163
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Cytokinové polymorfismy a jejich vztah k nékterym patologickym stavim

Existuje fada onemocnéni, u kterych je vliv cytokinil na etiologii a patogenezi vice ¢i
méné prokazan.

U né&kterych z nich ( IL-12, IL-2) byly polymorfni oblasti nalezeny pomérné neddvno
(John, 1998). Naproti tomu TNF-alfa a IL-10 patfi mezi cytokiny, u kterych je vliv SNP
a dalSich mikrosatelitnich polymorfismii na vyvoj nékterych onemocnéni a jejich
prognézu dobie prostudovan.

U IL-10 je dobfe znama asociace s lupus erytematodes. Analyzy primarnich rodinnych
ptislusnikl a studie dvojcat naznacily, ze ovlivnéni miry produkce IL-10 je ze 75 % pod
vlivem genetickych faktord. Bylo také zjisténo, Ze polymorfizmy situované do distalni
¢asti promotorové oblasti oproti polymorfizmiim v proximalni ¢asti u IL-10 vyrazné
ovliviluji produkci tohoto cytokinu a zaroven zvysuji riziko vzniku lupus erytematodes
(Gibson, 2001).

Predpoklada se, Ze polymorfismus genu pro IL-10 na pozici -1082 mulze ovlivnit
produkci tohoto cytokinu (alela G na této pozici), tento polymorfismus byl sledovan
v korelaci s chronickou obstrukéni plicni nemoci (CHOPN) a syndromem dechové tisné
dospélych (ARDS). V ptipadé CHOPN se u pacientil s touto nemoci castéji vyskytuje
alela G (Seifart, 2005) V piipadé ARDS , pacienti s genotypem GG na pozici -1082 IL-
10 méli méné zavazné projevy multiorganového selhdni v dobé diagnézy a nizsi
mortalitu. (Gong, 2006)

Mezi dalsi nalezené asociace patii polymorfizmy IL-10 na pozici (-10), (-1082) a
jejich vztah k vyskytu maligniho melanomu. Vysledky studii naznacuji, Ze genotypy
asociované s vysokym stupném exprese IL-10 in vitro maji protektivni funkci pfi vyskytu
koznitho maligniho melanomu, zatimco genotypy indikujici nizkou expresi jsou

asociovany s horsi progndzou a mohou zapficinit vyssi nachylnost k tomuto onemocnéni.
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Pti¢iny protinddorového efektu IL-10 se hledaji zejména ve schopnosti IL-10 inhibovat
angiogenezi (Howell, 2001).

Byla také prokazana souvislost mezi schizofrenii a polymorfizmem TNF-alfa
(-308), kdy TNF-alfa 2 (substituce A za G) zodpovida za signifikantné vEétsi vnimavost
k této chorobé (Boin, 2001).

Souvislost je také suspektni u polymorfismu genu pro IL-lalfa a Alzheimerovy
choroby. Zaména C za T v promotorové oblasti IL-1alfa (-889), ozna¢ovana jako IL-
lalfa (-889) alela 2, je vsilné souvislosti, zejména u homozygotické kombinace,
s patogenezi Alzheimerovy choroby (Du, 2000).

Dalsi studie provadéné v souvisloti s pozici (-889) u IL-1 poukédzaly na celkové
zvySenou expresi IL-1 za pfitomnosti alely T v promotorové oblasti (-889). Toto bylo
zjisténo u pacientl se systémovou sklerdzou, sarkoid6zou a jiz zminénou Alzheimerovou
chorobou. (Hutyrova, 2002, 2004)

Jedny z nésledujich studii poukdzaly na mozny vliv IL-3 (-16) na patofyziologii
revmatoidni artritidy. (Yamada, 2001)

Mutace v TNF-II receptoru je asociovana s periodickym vyskytem horecek.
(Aksentijevich, 2001) Varianta v gamma receptoru IL-2 souvisi s akutni kombinovanou
immunodeficienci. (Gilmour, 2001)

V posledni dobé se ukazuje mozné souvislost cytokinovych polymorfizmti s mirou
odhojovéni transplantovanych organt ¢i pfi GvHD (graft versus host disease) u
transplantace kmenovych bunék. Vliv cytokinovych polymorfizmti, zejména TNF- alfa a
IL-10, byl zkouman u transplantaci srdce, jater, ledvin a u simultélni transplantace ledvin
a pankreatu. Z vysledkl vyplyva, ze pacienti s vysokou produkci TNF-alfa a zaroven
nizkou produkei IL-10 vykazuji vySsi stupen rejekce Stépu u transplantaci srdce (Turner,
1997). Demonstrovéana byla asociace mezi Urovni produkce TNF-alfa a vyskytem akutni

rejekce u recipienti jater (Baghate, 2000). Pti studii genovych polymorfismli TNF-alfa,
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IFN-gamma, IL-10 a TGF-beta u recipientli ledvin a kombinace ledvina-pankreas, pouze
vysoka produkce TNF-alfal| pozitivné korelovala s rekurentni akutni rejekéni epizodou
(Pelletier, 2000). Tyto vysledky byly potvrzeny v dalsi publikaci popisujici zvySujici se
incidenci akutni rejekéni epizody u TNF-alfa vysokych producentti (Poli, 2000). Na
druhou stranu vSak v dalsi studii nebyly nalezeny Zadné signifikantni asociace mezi TNF-

alfa genovym polymorfismem a incidenci rejekce (Abdallah, 1999).
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Cytokiny u idiopatické plicni fibrozy

Idiopaticka plicni fibréza je charakterizovana zvySenou depozici kolagenu v plicnim
parenchymu. Jako prvni z cytokintl, které byly oznaceny za induktory uklddéani kolagenu
v plicich byly oznaceny TGF- beta, TNF- alfa a endotelin-1. Zarovenl s tim bylo
uvazovano o mozném terapeutickém efektu IFN- gama, ktery je u IPF ziejmé relativné
mén¢ produkovan.(Coker, 1998) V praci Kelly (2003) byla vyzdviZena role nasledujicich
cytokini s profibrotickym efektem: IL-1 beta, ktery je vyrazné prozanétlivy, zptisobuje
tkailové poskozeni a nasledné v procesu hojeni fibrozu, TNF-alfa a GM-CSF, které
indukuji zanét a mirnou fibrézu.

U idiopatické plicni fibrozy je predpokladana prevaha cytokini T,2 typu vedouci
k nekontrolované fibroprodukci a destrukci plicniho parenchymu. Stoupd mnozstvi
ditkazii o tom, ze IL-4 a IL-13 u IPF podporuje rust fibroblasti a produkci kolagenu,
zatimco IFN-gama potlacuje aktivitu fibroblastd. (Lukacs, 2001) IL-4 a IL-13
prokazatelné zvySuji produkci TGF- beta 2 lidskymi bronchidlnimi epiteliemi, ale nikoli
fibroblasty a tato funkce IL-4 a IL-13 je suprimovatelnd podanim IFN- gama. (Wen,
2002) V praci Kim (2005) byla vyzdvizena role NKT bunék jako producentii IFN- gama,
ktery tlumi vyvoj bleomycinem indukované fibrozy u mysi cestou regulace TGF-beta 1
produkce. (Gurueyjalakshmi, 1995)

Jednim z hlavnich cytokind, ktery se pifimo podili na progredujicim fibrotizujicim
procesu u IPF je TGF- beta. TGF —beta je zanétlivy cytokin s pleiomorfnim piisobenim u
IPF. V endotelu reguluje produkci a aktivitu ristového faktoru fibroblastli (FGF)-2,
ktery mé4 vyrazny mitogenni vliv na pneumocyty II. typu. Tento fakt mize byt pfic¢inou
vzniku prefibrotickych 1ézi u IPF tim, ze brani fyziologické reepitalizaci drobnych
alveolarnich 1ézi. Tvorba FGF-2 je indukovatelnd kromé TGF- beta i FGF-1, naopak

heparin snizuje TGF-beta a FGF-1 stimulovanou expresi FGF-2. (L1, 2001)
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V ramci vyzkumu cytokint v tkéni ziskané plicni biopsii pacientll s IPF byla zjiSténa
zvySena exprese mRNA TGF- beta a IL-10 a lokalizovand exprese destickového
rustového faktoru (PDGF) a rastového faktoru keratinocytti (KGF). Hlavnim zdrojem
cytokinli byly hyperplastické alveolarni epitelidlni buniky, v mensi mife byly cytokiny
akumulovény i ve fibroblastech, bunkach hladkého svalu a extracelularni matrix.
(Bergeron, 2003)

Neékdy je role cytokinu nejednoznacnd, jako v piipad¢ transgenniho kmene mysi
produkujiciho ve zvySené mife TNF- alfa, u kterych se vyviji fenotyp plicniho postizeni
s obrazem emfyzému spolu s fibrotickymi zménami v plicnim parenchymu. (Lennart,
2004). Je vSak pravdépodobné, Zze TNF- alfa spolu s IL- 1 hraje roli spiSe v incialnich
tazich poSkozeni plicniho parenchymu nez v pokro€ilém onemocnéni, coZ je podpoifeno
imunohistochemickym vySetfenim plicni tkan¢, kde byla prokazadna znacna pozitivita
TNF- alfa a IL-1 beta v alveolarnich makrofazich a proliferujicich pneumocytech 11 v
akutnich exudativni a fibroproliferativni fdzi onemocnéni na rozdil od okrskii pokrocilé
fibrozy, kde byla pozitivita minimalni. (Pan, 1996)

Dal$im z cytokini v posledni dobé zkoumanych v souvislosti s difusnimi plicnimi
procesy ve smylu fibrézy a emfyzému je IL-13. IL-13 stimuluje zanétlivou odpovéd’ T2
typu a spousti remodelaci plicni tkané. Je mocnym stimulatorem produkce TGF- beta 1.
(Lee, 2001)

IL-13 indukuje tvorbu fady chemokinti: MCP, MIP-1 alfa, MIP-1 beta, MIP-2, MIP-
3 alfa, "thymus- and activation-regulated chemokin", "thymus expressed chemokin",
eotaxin, eotaxin 2, makrofagy produkované chemokiny a C10. Tyto chemokiny plsobi
pfevazné pies receptor CCR2. V ptipadé CCR2(-/-) mysi nebyla sniZzena basalni nebo IL-
13 stimulovana exprese cilovych matrix metaloproteindz nebo cathepsintll, ale byla
zvySena mRNA kodujici alfa-1- antitrypsin, tkanovy inhibitor metaloproteindz-1, -2, -4 a

inhibitor leukocytarnich sekrecnich proteindz. Navic byla snizena v BAL hladina
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aktivniho i celkového TGF-beta. Vyse uvedend data poukazuji na roli IL-13 jako
potentniho stimuldtoru MCP a jinych CC chemokinti a dokumentuje dtlezitost
signalizace MCP-CCR v patogenezi IL-13 indukované plicni patologie. (Zhu, 2002)

Ve studii Jakubzickové et al bylo na fibroblastech pacientll s IPF nalezeno zvySené
zastoupeni receptorovych podjednotek vazicich IL-4 a IL-13, a to zejména IL-4Ralfa
a IL-13Ralfa2 (vysoce afinitni IL-13 receptorova podjednotka). Bylo zjisténo, Ze tyto
receptory vazi se zvySenou afinitou IL-4 a IL-13 v porovnani s kontrolnim souborem.
Mohlo by se tak jednat o moZnou iniciaci vzniku IPF kvili zvySené vnimavosti
fibroblasti k tzv fibrogennim Ty2 cytokiniim (Jakubzick, 2004).

Jednim z cytokinli, které patii téz do T,2 spektra, je IL-10. Je to cytokin s
ktemikem indukovanou plicni fibrézou zplsobuje exacerbaci fibrotickych 1ézi métenou
mnozstvim hydroxyprolinu v BAL. Navic IL-10 signifikantn¢ u téchto zvifat zvySoval
zastoupeni lymfocytii a IgGl v BAL, coz svédcilo pro reakci T2 typu, a zaroveil
zvySoval 1 expresi IL-4 a IL-13. (Barbarin, 2005)

IL-12 naopak je cytokinem pulsobicim antifibroticky cestou indukce IFN- gamma. V
pokusu na mysich byl prokdzan vliv IL-12 na zvySeni hladiny IFN gamma v BAL a v
disledku toho protektivni vliv IL-12 proti vzniku bleomycinem indukované plicni
fibrozy. (Keane, 2001)

Nerovnovéha spektra cytokinll ve prospéch T2 hraje prokazatelné roli ve vyvoji IPF.
Prace zaméfené na srovnani hladin cytokini u pacientl s IPF se zdravou populaci
prokazaly rozdily v zastoupeni cytokinli mezi témito skupinami, jmenovité byly u

pacientil s IPF zvySeny v séru hladiny IL-2, IL-8, IL-10 a IL-12(p40). (Tsoutsou, 2006)
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Role genovych polymorfizmii v etiologii a patogenezi IPF

Cytokiny a jejich polymorfizmy hraji pii patogenezi IPF nepochybné svoji roli.
Pievazujici cytokinové spektrum u IPF tvoii Ty2 cytokiny. Vyzkum se v poslednich
letech soustfed’uje 1 na fadu jinych, jakou jsou interferony (alfa, beta, gamma), TGF-
betal, TNF-alfa, IL-1, IL-6, IL-8 aj. (Tabulka 10)

Polymorfismus TNF-alfa (-308) A/G byl jeden z prvnich, o kterych se uvazovalo v
souvislosti s vyskytem IPF. Spolecné sIL-1 byla objevena jeho zvysena exprese
v lidskych regenerujicich pneumocytech, které jsou zodpovédné za zvySeni
fibroblastické proliferace (Pan, 1996). Ve tfech nezavislych publikacich byl signifikantné
prokdzan patogenni vliv TNF-alfa na vyvoj IPF u homozygoti AA ¢i u heterozygott
AG v promotorové oblasti (-308) (Whyte, 2000; Pantelidis, 2001; Riha, 2004), z ¢ehoz
lze usuzovat na mozny vliv pfi vzniku tohoto onemocnéni. Whyte et al popsal ve své
praci (2000) korelaci polymorfizmti TNF alfa na pozici -308 v promotorové oblasti a IL-
1 RA na pozici +2018 s vyvojem IPF v italské a anglické populaci. Souvislost alely TNF
alfa(-308A) s rozvojem IPF byla potvrzena i v praci Riha at al (2004) v australské
populaci.

V roce 1998 Awad et al popsali 5 polymorfizmii v TGF- beta 1 genu, na pozicich -
800, -509, +72, +869 a +915, z nichZ polymorfizmus na pozici +915 v signalni sekvenci,
kterd méni kodon 25 (arginin-prolin) je spojena s interindividualnimi variacemi na Grovni
TGEF- beta 1 produkce. Stimulované lymfocyty homozygotl (arginin/arginin) z kontrolni
skupiny produkovaly vyrazné¢ vice TGF beta in vitro ve srovndni s heterozygoty
(arginin/prolin). U pacientd s IPF indikovanych k transplantaci plic byl vyrazné zvyseny
vyskyt alely kodonu 25 TGF-beta 1 spojeny s vysokou produkci tohoto cytokinu

(arginin) oproti jedincl indikovanym k transplantaci plice z jinych diivodi (nefibrotické
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plicni onemocnéni). Navic tito jedinci s nadprodukci TGF beta 1 méli i vyssi riziko
rozvoje plicni fibrozy v transplantatu plice.

Souvislost polymorfizmu TGF-beta 1 v kodonech 10 a 25 s rozvojem IPF nepotvrdil
ve svém sledovani Xaubet et al (2003); pozoroval pouze vyssi vzestup alveoloarteridlni
diference u pacientl s IPF s prolinovou alelou v kodonu 10 v pritbéhu sledovani.

Pantelidis et al (2001) soudi dle vysledkt své studie na zvySenou frekvenci vyskytu
alel IL-6 intron 4G a TNFRII 1690 C u skupiny pacienti s IPF oproti zdravym
kontrolam. Navic genotyp GG v oblasti intronu IL-6 byl v jeho préci spjat s vyrazn€jSim
poklesem DLco u téchto pacientd.

Whittington popsal ve své praci (2003) identifikaci nového polymorfismu G/A na
pozici +43 IL-10, kterd méni glycin na arginin na pozici 15 sekvence signalniho peptidu,
¢imz se 48 hodin po transfekci COS-7 bunék in vitro snizuje v kultute produkce IL-10
témito bunkami. Autofi na zaklad¢ téchto pozorovani vyjadtili podezieni na moznou roli
snizené produkce IL-10 (dané snizenou efektivitou odstépovani signdlniho peptidu)
alveolarnimi makrofdgy v rozvoji IPF. Toto zjisténi mulze pfispét k vysvétleni
prevazujicho Ty2 cytokinového spektra u IPF pacientli, zplisobeného sniZzenou sekreci
cytokinu IL-10 nebo snizenim schopnosti IL-10 suprimovat nadprodukci IL-4 a IL-5
v plicni tkani. (Majumdar, 1999) Zvysené hodnoty IL-10 nalezené v plicnich epitelilnich

bunkach a alveolarnich makrofazich u IPF pacientt jiz byly zminény. (Bergeron, 2003).
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Tabulka 10. Genové polymorfizmy vySetiované v souvislosti s IPF

(prevzato z Bidwell J et al. Cytokine gene polymorphisms in human disease:on-line databases. Genes
and Immunity1999, 2001, 2002. Upraveno)

SKUPINA GENUDLE | OZNACEN{ | POLYMORFISMUS | ASOCIACE S IPF
FUNKCE GENU
Pro/proti zanétlivé
Skupina IL-1 IL-1A -889C>T Ne
IL-1B -511C>T Ne
+3953C>T Ne
IL-1RN +2018C>T +2018T[OR3,8]
Intron 2 VNTR Ne
Skupina TNF TNF -238G>A Ne
-308G>A -308A[OR13,9]
+488G>A Ne
TNFRII +676T>G Ne
+1663G>A Ne
+1668T>G Ne
+1690T>C Ne
LTA +249A>G Ne
+365C>G Ne
+720C>A Ne
IL-6 -174G>C Ne
Intron4dA>G Ne
IL-10 +43G>A[G15R] Ne
Skupina chemokinii IL-8 -353A>T Ne
+293G>T Ne
+678T>C Ne
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CXCRI1 +2607G>C Ne
CXCR2 +785C>T Ne
+1208T>C Ne
+1440G>A Ne
Th1/Th2 regula¢ni geny IL12B 3'UTR 1188A>C Ne
IFN G 3"UTR 5644A>G Ne
Geny receptortl pro CR1 +3650A>G Ne
komplement
Intron 27 520T>C Ne
+5507C>G[P1827R] |+5507G[OR6,2]
Plicni surfaktant
Geny pro surfaktantovy SFTPA-1 6A,6A%,6A° 6A" 6A*u
protein nekuraki[OR3,7]
SFTPA-2 |1A,1A%1A1A%1A° | Ne
SFTPB 1580T>C[I1131T] 1580C u
kufak[OR7,6]
SFTPC 438C>A[NI138T] Ne
582G>A[N186S] Ne
SFTPD ATG>ACG[MI11T] Ne
ACA>GCA[T160A] |Ne
Koagulac¢ni kaskada
Geny PAl[inhibitor PAIl Promotorova oblast Ne
aktivatoru plasminogenu] 4G/5G
Cesta fibroblastil
TGF-beta geny TGFBI +869T>C[L10P] Ne
+915G>C[R25P] Ne
RAAS geny ACE I/D[inserce/delece] D
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Genové polymorfizmy cytokinii u pacient s IPF- vlastni pozorovani

Cil prace

Cilem nasi prace bylo urcit vztah genovych polymorfizmt Sirokého spektra cytokinti
ke vzniku a vyvoji IPF. U genovych polymorfizmu, které pravdépodobné korelovaly
s onemocnénim IPF jsme jesté vySetfovali vztah jednotlivych alel ke klinické manifestaci
onemocnéni reprezentované demografickymi, funkénimi a radiologickymi parametry a
v neposledni fad¢ i cytologickymi a imunologickymi parametry v BAL. Vychazeli jsme
z hypotézy o nerovnovaze spektra Thl a Th2 cytokind u IPF, ktera byla jiz zminéna
nékolika autory, ale doposud pro ni nebyl nalezen jednozna¢ny geneticky podklad.

V ¢Casti prace vénované korelaci genetickych parametri s parametry klinickymi jsme
se jako jedni z prvnich opfeli v charakteristice fenotypu IPF o HRCT alveolarni a
inersticialni skore, které jako jediné vystihuje zdvaznost onemocnéni a je dobfe méfitelné

a porovnatelné v case u jednoho pacienta i mezi jednotlivymi pacienty navzajem.

Soubor pacientu

Vsichni pacienti byli b&loi z Ceské republiky. Celkovy podet pacientii byl 30, 20 bylo
zen a 10 muzd. Primérny vék pacientti byl 65,4 roku (36- 85 let). (Tabulkall)

IPF byla u pacientli diagnostikovana na zaklad¢ kritérii Americké hrudni (ATS) a
Evropské respiracni spolecnosti (ERS).(Tabulka 4) VSichni pacienti podepsali pted
genetickym vySetfenim informovany souhlas schvéaleny Etickou komisi Fakultni
Thomayerovy nemocnice s poliklinikou a Institutu klinické a experimentalni mediciny.

Kontrolni skupinu tvofilo 103 nepfibuznych jedincti kavkazské rasy z Cech (24 muzi
a 79 zen) s negativni anamnézou stran plicnich fibrotizujicich onemocnéni. Tito jedinci
byli zdravi potencidlni darci kostni diené. Primérny v€k v kontrolnim souboru byl 53 let

(24-71 let). (Leslie GL, v tisku)
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Design studie byl schvéalen byl schvalen Etickou komisi Fakultni Thomayerovy

nemocnice s poliklinikou a Institutu klinické a experimentalni mediciny.

Tabulka 11.Demografickd a klinicka data (plicni funkce a BAL)u pacientii s IPF v dobé diagnozy

STR. SD MIN. MAX.

HODNOTA HODNOTA | HODNOTA
Vek (roky) 65.4 12.8 36 87
Vitélni kapacita (1) 67.4 19.4 21 108
Difuzni kapacita (%) 38.4 15.3 15 69
BAL lymfocyty (%) 16.1 17.9 2 53
BAL polymorfonukleary(%) 14.2 14.5 2 51
BAL eosinofily(%) 1.2 2.7 0 8
BAL makrofagy (%) 68.3 22.5 24 95
BAL CD4+ T lymfocyty (%) 47.8 18.5 20 80
BAL CDS8+ T lymfocyty (%) 35.7 17.8 8 63
CD4+/CD8+ pomér 2.2 2.5 0.32 10
BAL HLADR+ lymfocyty (%) 495 | 27.4 3 90

SD=standardni odchylka

Material a metody

U pacientl byla shroméazdéna demograficka data- rasa, vk, pohlavi. V dobé¢ diagnozy
bylo provedeno funkéni vySetieni plic- spirometrie s ur€enim vitalni kapacity plic (VC),

difusni kapacity plic (DLco) a krevni plyny s ur¢enim parcidlniho tlaku kysliku v arteridlni
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krvi. Spirometrie a bodypletysmografie byla provedena na piistroji Elite (MedGraphics,
St. Paul, Minnesota, U.S.A) a DLco na pftistroji ZAN 300 (ZAN Messgerate, GmbH,
Oberthulba, SRN). Dale pacienti podstoupili BAL z oblasti stfedniho laloku pravé plice
Ctyfmi porcemi vlazného fyziologického roztoku po 50 ml. Prvni 3 frakce byly vySetieny
cytologicky se stanovenim diferencidlniho poctu bun¢k v BAL a ctvrtd frakce byla
vySetfena imunologicky s imunocytochemickym barvenim povrchovych molekul CD3,
CD4, CD8, CD19, HLADR. (Tabulka 11) V dob¢ diagnozy bylo provedeno vySetieni
plic pocitacovou tomografii s vysokou rozliSovaci schopnosti (HRCT) hrudniku a toto
vysetteni bylo pro stanoveni dynamiky onemocnéni opakovano kazdych 12 mésict.
HRCT hrudniku bylo provedeno na pfistroji SOMATOM Sensation 40 (Siemens, AG,
Berlin a Mnichov, SRN). Vysledky vySetieni byly hodnoceny zkuSenym radiologem na 4
urovnich: na urovni aortalniho oblouku, na Grovni hill, pravé sin¢ a v oblasti plicnich
bazi. Pouzili jsme hodnoceni rozsahu alveolarnich a intersticialnich zmén podle systému
Gay et al. (Tabulka 12) Hodnoty byly vyjadfeny v procentech a popisovaly rozsah zmén.
Co se tyce zmén v Case, nemoc jsme hodnotili jako stabilni pro hodnoty 0 a 1 (beze zmén

nebo regrese zmeén) a progresivni pro hodnotu 2 (progrese zmén) (Tabulka 12)
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Tabulka 12. HRCT skore u pacientii s IPF
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IS= intersticialni skore

AS= alveolarni skore

Dynamika: 0- beze zmen, 1- regrese, 2- progrese

I- v dobé diagnozy

1I- 1-11 meésicii od diagnozy

1II- 12- 23 mésicii od diagnozy

1V- 24- 36 mésicii od diagnozy
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U pacienti byla v dobé diagnozy odebrana krev na genetické vySetieni po podepsani
informovaného souhlasu s naslednym stanovenim polymorfizmii cytokinli v promotorové
oblasti IL-1 alfa, IL-1 beta, IL-1R, IL-1RA, IL-2, IL-4, IL-6, IL-10, IL-12, TNF-alfa,
IFN- gama a v prekladanych oblastech TGF- beta, IL-1 beta, IL-2, IL-4 a IL-4RA.

(Tabulkal3)

DNA extrakce

Pro vysSetfeni bylo odebrano 10 ml periferni krve do EDTA zkumavek. K obsahu
zkumavky byl ptfidan pufr pro lyzu Cervenych krvinek (RCLB) a po 20 minutach byla
zkumavka centrifugovana 10 minut pfi 1300 g a byl nasledné odstranén supernatant.
Posléze byl pfidan pufr pro lyzu bilych krvinek (WCLB) spolu s proteindzou a SDS.
Smés pak byla inkubovédna na rotatoru 18 hodin pfi 370 C. Po inkubaci byl pfidan ke
smési 6M NaCl a chloroform a 15 s promichavéan pied centrifugaci (25 minut pii 1300
g). Supernatant byl pak ptfiddn do Cisté zkumavky s4 ml absolutniho etanolu.
Precipitovand DNA pak vyjmuta a resuspendovana ve sterilni vod¢ skladovéana pti 4°C.

Genotypizace cytokini

Byly hodnoceny polymorfizmy 13 riiznych cytokinovych gent s pomoci CYTOKINE
GENOTYPING KIT (Dynal Biotech, Norway). Test je dezignovan jako PCR se
sekvencné specifickymi primery (SSP).

Pracovni postup byl realizovan podle navodu vyrobce. PCR master mix vznikla
smisenim 140 pl PCR pufru, 75 pl genomické DNA (75-120 ng/pl), 4 ul Taq polamerazy
(5U/ul) a 261 pl PCR H,O. Deset ul této smési bylo posléze rozpipetovano do kazdé
jamky. Kazdd ze 48 jamek obsahovala specifické pary primerd pro amplifikaci dané
sekvence. Poté byla spusténa termalni cyklickd PCR reakce na pfistroji PTC 225 DNA

ENGINE TETRAD (MJ Research, USA) s nésledujicimi parametry: inicidlni denaturace
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94°C po dobu 120s, pak 10 cykli pii 94°C 15 s a 65°C 60s a poté 20 cyklua pii 94°C 15 s,
61°C 50s a 72°C 30s.

Po ukonceni cykli byly PCR produkty pfeneseny na 2% agar6zovy gel barveny
ethidium bromidem a byla spuSténa elektroforéza 5V/cm.

Pozitivni a negativni vysledky byly dokumentovany a interpretovany v souladu

s pracovnim navodem. (Obr.7)

Obr.7 Vysledek elektroforézy v agarovém gelu barveném ethidium bromidem
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Tabulkal3. Seznam vySetiovanych genovych polymorfizmii

POLYMORFIZMUS GENOTYP

IL-1alfa —889 C/C C/T T/T
IL-1beta —511 Cc/C C/T T/T
IL-1beta +3962 C/C C/T T/T
IL-1R pst 1970 Cc/C C/T T/T
IL-1 RA mspa 11100 C/C C/T T/T
IL-4 RA +1902 A/A A/G G/G
1L-12 -1188 A/A A/C C/C
INF-gama UTR 5644 A/A A/T T/T
TGF betal codon 10 C/C C/T T/T
TGF betal codon 25 C/C C/G G/G
TNF alfa —308 A/A A/G G/G
TNF alfa —238 A/A A/G G/G
1L-2 -330 G/G G/T T/T
IL-2 +166 G/G G/T T/T
1L-4 -1098 G/G G/T T/T
1L-4 590 C/C C/T T/T
1L-4 -33 C/C C/T T/T
1L-6 -174 C/C C/G G/G
IL-6 +565 A/A A/G G/G
1L-10 1082 A/A A/G G/G
1L-10-819 c/C C/T T/T
1L-10 —592 A/A A/C C/C
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Statistické zpracovani

Frekvence vyskytu genotypil a nosi¢stvi alel u pacientli byly ur€ovany pfimym sc¢itdnim a
byly porovnavany s vysledky kontrolni populace chi-kvadrat testem v kontingencnich
tabulkach. Hodnoty P byly korigovany na pocet vySetfovanych lokusti s pomoci
Bonferroniho metody. Korigovana hodnota P mensi nez 0,05 byla povazovana za
signifikantni.

Pro kvantitativni proménné (vék, funkéni parametry, bunéény rozpocet v BAL) byly
vypocteny pruméry a smérodatné odchylky. Pro diskrétni proménné (pohlavi, genotyp)
bylo zastoupeni jednotlivych hodnot vyjadieno v procentech.

Analyza rozptylu (ANOVA) byla pouzita pro testovani vztahu cytokinovych
polymorfizmii a kvantitativnich proménnych (vek, difuzni kapacita, rozpocet bunck
v BAL). Bonferroniho metoda mnohondsobného porovnavéani byla opét pouzita pro
korekci  hladiny vyznamnosti. Pro testovani zavislosti genotypi a diskrétnich
proménnych (pohlavi a HRCT vzorce) byl pouzit Fishertiv piesny test.

Vicerozmérné kontingencéni tabulky byly pouzity k vyhodnoceni asociaci mezi
polymorfismy ve skuping pacienti.

Statisticka analyza byla provedena s pouzitim statistického software MedCalc.

Vysledky

Ze souhrnu vySetfovanych genovych polymorfizmti u fady cytokinli nebyly shledany
statisticky vyznamné rozdily ve vyskytu mezi normdlni populaci a pacienty s IPF.
Genotypy IL-1beta na pozicich (-511) a (+3962), IL-1R pst 1970, IL-4RA (+1902), IL-

IRA mspa 11100, IL-12 (-1188), IFN-gamma UTR 5644, TGF-beta 1 kodon 10 a
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kodon 25, TNF alfa (-308) a (-238), IL-2 (-330) a (+166), IL-6 (-174) a (+565), IL-10 (-
1082), (-592) a (-819) se vyznamné v obou skupindch nelisily. (VaSakova, Tissue
Antigens 2006)

V pripad¢ IL-1 alfa (-889), byl genotyp CT castéji zastoupen u pacientli s IPF oproti
kontroldm (P=0,042), avSak po Bonferroniho korekci rozdil pfestal byt vyznamny
(Peor=0,61). Pokud jsme porovnavali oba genotypy s alelou T, t.j. CT i TT vici CC
homozygosité, byl vyskyt genotypt s alelou T vyznamné vyssi ve skupin€ pacientd s [PF
(P< 0,05), ale po korekci rozdil ptestal byt téz vyznamny (P, <0,7). Genotyp GT na
pozici (-330) a TT na pozici (+166) v oblasti genu pro IL-2 byly ¢astéjsi u pacientd s IPF
(P=0,015), nicméné korigovand hodnota P nedosahla statistické signifikance (P.,=0,28).
(Vasakova, Tissue Antigens 2006)

V ptipadé promotorové oblasti genu pro IL- 4 na pozici (-1098) bylo u pacientti s IPF
Castéji GT nez u zdravych kontrol (P=0,012) a 97% (29 z 30) pacienti s IPF mélo na
této pozici genotyp GT nebo TT ve srovnani s kontrolami, nicméné po Bonferroniho
korekci hodnota P nedoséhla statistické signifikance (P.,=0,23).

Na pozici (-590) IL-4 jsme zjistili ¢astéjsi vyskyt CT genotypu u pacientil s IPF nez u
zdravych jedinct (P< 0,0001) a rozdil zlstal statisticky vyznamny i po korekci (Peor

<0,0022). (Vasakova, Tissue Antigens 2006) (Tabulka 14)

Tabulka 14. IL-4 -590. Frekvence jednotlivych genotypit u pacientii s IPF a zdravych kontrol

IL-4 (-590) PP ZDRAVE KONTROLY
cC 3 (10%) 77 (75%)

CT 26 (87%) 20 (20%)

TT 1 (3%) 5 (5%)

(0<0.0001, Por<0.0022)
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V promotorové oblasti genu pro IL-4 na pozici (-33) u pacientii s IPF pfevazoval
genotyp CT ve srovnani se zdravymi kontrolami s ptevahou genotypu CC (p< 0,0001) a
hodnota P ziistala v mezich statistické vyznamnosti i po Bonferroniho korekci (P ¢on<

0,0022). (Vasakova, Tissue Antigens 2006) ( Tabulka 15)

Tabulka 15. IL-4 -33. Frekvence jednotlivych genotypii u pacientii s IPF a zdravych kontrol

IL-4(-33) [PF ZDRAVE KONTROLY
cC 9 (30%) 77 (75%)
CT 20 (67%) 20 (20%)
TT 1 (3%) 5 (5%)

(0<0.0001, perr<0.0022)

V dalsi fazi pfi porovnavani fenotypovych znakt skupiny pacientt s IPF (klinickych a
paraklinickych parametri onemocnéni) jsme jiz pracovali pouze s polymorfizmy téch
cytokint, které mely odlisné zastoupeni genotypli u nemocnych s IPF oproti zdravé
populaci. Zvolili jsme proto geny pro skupinu cytokinti IL-4 a IL-1; v ptipadé IL-1, kde
byly v naSem souboru rozdily v zastoupeni polymorfizmt statisticky méné presvédciveé,
jsme se opieli i o pfedchozi prace (Whyte, Am J Resp Crit Care Med 2000) Také jsme
vybrali pro porovnani s klinickymi parametry jako Tyl regulacni cytokin i IL- 12, 1 kdyZ
v nasem prvotnim sledovani rozdilu vyskyti u pacientt s IPF a kontrolni populace nebyl
statisticky vyznamny rozdil ve frekvenci polymorfizmii mezi témito skupinami.
Predpokladali jsme vSak, jak jiz v praci bylo uvedeno vyse v teoretické Casti prace, ze
cytokinové polymorfizmy mohou mit vliv nikoli na vznik onemocnéni, ale pouze na

modifikaci jeho prabéhu.
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Pacienti s genotypem CT na pozici (-889) IL-1 alfa méli vyssi vitdlni kapacitu ve
srovnani s témi, ktefi na této pozici nesli genotyp CC(p< 0,05). (Vasékova, Scandinavian

Journal of Immunology 2006) (Tabulka 16)

Tabulka 16. Korelace vitilni kapacity v dobé diagnozy a genovych polymorfizmu IL-1alfa (-889) u
IPF

IL-1 ALFA (-889) STREDNi{ HODNOTA VCV % PV
CC(12) 57.8(21-81);SD=18.7
CT(13) 77.4(44-108);SD=16.9
TT(5) 64.2(21-92);SD=18.1

(p=0.0142)
SD=standardni odchylka
PV=predikovana hodnota

Nositelé genotypu CC na této pozici méli vyssi zastoupeni HLADR+ T lymfocytii
v BAL nez nositelé CT a TT genotypt (p< 0,05) (VaSdkovd, Scandinavian Journal of

Immunology 2006) (Tabulka 17)

Tabulka 17. Korelace CD3+HLADR+ T lymfocytit v BAL v dobé diagnozy a genovych polymorfizmii
IL-1alfa (-889) u IPF

IL-1 ALFA (-889) STREDNi{ HODNOTA CD3+ HLADR+TLY V %
CC(12) 69.3(11-90);SD=29.8
CT(13) 35.2(3-57);SD=18.6
TT(5) 42.8(6-64);SD=22.6
(p=0.0284)

SD=standardni odchylka
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Pacienti s GT na pozici (-1098) v promotorové oblasti genu pro IL-4 méli vyssi
zastoupeni CD4+ T lymfocytii v BAL, oproti tém s TT genotypem (p< 0,06). Naopak
TT homozygoti na této pozici méli vyznamné vyssi zastoupeni CD8+ T lymfocytl
v BAL (p< 0,01). Pomér zastoupeni CD4+/CD8+ T lymfocytti v BAL byl vyssi u nosicii
genotypu GT oproti TT na této pozici (p <0,05). (Vasakové, Scandinavian Journal of

Immunology 2006) (Tabulkal8)

Tabulkal8. Korelace CD3+CD4+ a CD3+CD8+ T lymfocytii v BAL v dobé diagnozy a genovych
polymorfizmii IL-4(-1098)

IL-4(-1098) GG (1) GT(14) TT(15) P

Stredni hodnota CD3+CD4+ 77;SD=0 | 54.4;SD=20.3 | 37.6;SD=9.2 | p=0.0598
TLY v%

Stfedni hodnota CD3+CD8+ 16;SD=0 | 25.9;:SD=16.8 | 48;SD=10.3 | p=0.0068
TLY v%

Stfedni hodnota poméru 4.6;SD=0 | 3.35;SD=3.1 0.8;SD=0.2 p=0.0516
CD3+CD4+/CD3+CD8+

p <0,05
SD= standardni odchylka

Co se tyka porovnani HRCT zmén s genotypem u pacientii s IPF, nejvyssi alveolarni
skore (4+5) bylo spojeno s genotypem IL-4 RA (+1902) AG ve srovnani s homozygoty
AA na této pozici. (Tabulka 19 ) Pii porovnani se skupinou kontrol, se AA
homozygosita na této pozici vyskytovala v obdobném zastoupeni u zdravych kontrol a u
pacientll s niz§im stupném alveolarniho postizeni (2+3) (63% vs. 55%) (Vasakova,

Respir Med 2006)
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Tabulka 19. Korelace HRCT alveoldrniho skore v dobé diagnozy a genovych polymorfizmii IL-4 RA

(+1902)

AS 0+1 AS 2+3 AS 4+5
AA 5(31%) 10 (63%) 1(6%)
AG 3 (27%) 3 (27%) 5 (46%)

P<0,05

HRCT intersticidlni skore bylo méné vyjadieno u IL-12 (-1188) AA homozygoti.
(Tabulka 20) Ve zdravé populaci je prevazujicim genotypem na této pozici AA (55%),
AC a CC genotyp byl pfitomen u kontrol ve 41%, ve srovnani s 89% pacientli s [PF

s intersticidlnim skore 4+5. (Vasakova et al, Respir Med 2006)

Tabulka 20. Korelace HRCT intersticidalniho skore v dobé diagnozy a genovych polymorfizmi IL-12

(-1188)
IS 2+3 IS 4+5

AA 10 (55,5%) 8 (44,5%)

AC, CC 1 (11%) 8 (89%)

P<0,05

Co se tyce progrese intersticidlnich zmén na HRCT, CC homozygosita na pozici IL-
IRA(mspa 111100), AA homozygosita na pozici IL-RA (+1902) a CC homozygosita na
IL-4 (-33) byly Casté&ji zastoupeny u pacientl se stabilnim onemocnénim ve srovnani

s témi s progresivni nemoci. (Tabulka 21, 22, 23)
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Tabulka 21. Korelace zmén HRCT intersticidalniho skore v Case a genovych polymorfizmii IL-1RA
(mspa 111100)

STABILNI ONEMOCNENI |PROGRESIVNI ONEMOCNENI
CcC 6 (75%) 2 (25%)
CT 0 4 (100%)
TT 2 (67%) 1 (33%)
P<0,05

Tabulka 22. Korelace zmén HRCT intersticidalniho skore v Case a genovych polymorfizmii IL-4RA
(+1902)

STABILNI ONEMOCNENI | PROGRESIVNI ONEMOCNENI
AA 8 (67%) 4 (33%)
AG 0 3 (100%)
P<0,08

Tabulka 23. Korelace zmén HRCT intersticidlniho skore v Case a genovych polymorfizmii IL-4 (-33)

STABILNI ONEMOCNENI | PROGRESIVNI ONEMOCNENI
CC 4 (100%) 0
CT 4 (36%) 7 (64%)
P<0,08

Jsme si védomi toho, ze podskupiny pacientll v té€chto skupinach jsou pocetné malé,
ale srovname-li frekvenci zastoupeni IL-4 (-33) CC genotypu u kontrolniho souboru vs.
u pacientil s IPF, miizeme vidét, Ze 75% zdravé populace jsou CC homozygoti, na rozdil
od skupiny pacientll s progresivnim onemocnénim, kde tento genotyp nenesl zadny z
nemocnych. V ptipad¢ IL-1RA(mspal11100) a IL-4RA (+1902) polymorfizm, srovnani
s vysledky u zdravé populace nepfineslo zadné rozumné vysvétleni pro vztah nosicstvi

nékteré z alel a progrese onemocnéni. (Vasakova, Respir Med 2006)
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Diskuze

Cilem nasi prace byla identifikace moznych genovych polymorfizmt Sirokého spektra
cytokinti, které by se mohly podilet patogeneticky na rozvoji idiopatické plicni fibrozy.
Na&s§ vyzkum jsme zprvu cilili na porovnani zdravé populace (103 dobrovolnikil) a
pacientt s IPF (30 pacienttl).

Jsme si pIn€¢ védomi, Ze pro vétSinu genll je optimalni velikost studovaného souboru
nékolik set jedincti k ziskani relevantnich vysledki, ale je obtizné dosahnout velkych
pocti jedincl ve sledované populaci u nemoci, které se vyskytuji v populaci s nizkou
Cetnosti a které vyzaduji komplexni vySetfovaci program vcetné invazivnich vySetieni
k urceni diagndzy s vysokym stupném vérohodnosti. V téchto ptipadech lze ptijmout i
vysledky studii na mensim poctu jedincii s cilem blize urcit suspektni alely, které budou
déle sledovany. Dosavadni studie byly provadény vétSinou na suboptimalnich poctech
pacientll a diagnéza a fenotyp nemoci u téchto pacientd nebyly vzdy pregnantné dle
zavaznych kritérii stanoveny.

Nase vysledky hodnotime s védomim urcitého omezeni braniciho vSeobecné aplikaci
vzhledem k suboptimalnimu poctu vySetfenych nemocnych. Nicméné miliZzeme
pfedpokladat, Ze i vysledky, které se po Bonferroniho korekci staly nesignifikantnimi, by
mohly dosahnout statistické vyznamnosti pro vice pocetnou skupinu pacientli. Do jisté
miry mohly byt vysledky ovlivnény i demografickymi parametry (v€k a pohlavi), které se
v urcitych aspektech liSily mezi pacienty a kontrolni populaci. Navzdory témto
omezenim, role nékterych polymorfizmi, a to hlavné v promotorové oblasti genu pro IL-
4 (IL-4 -590, IL-4 —33), v etiologii a patogenezi IPF nemohou byt vylouceny.

V dal§im sledovani jsme se zaméfili na porovnani genovych polymorfizmi
v oblastech, které by mohly dle naSeho piedchoziho pozorovani s vyvojem IPF souviset,

tj. IL-1 a IL- 4 cytokind a jejich receptorovych antagonistti a IL-12 jako potentniho
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induktoru cytokinu IFN- gama, ktery by mél pisobit protektivné proti vyvoji plicni
fibrozy, s klinickymi a paraklinickymi parametry u pacientt s IPF (funkénimi parametry,
diferencialnim rozpoctem bun¢k v BAL a HRCT hrudniku). Domnivame se, Ze genové
polymorfizmy téchto cytokinii mohou hrat nikoliv roli pfimo v etiologii onemocnéni, ale
posléze v patogenezi, jako tzv. nemoc modifikujici faktory. Ve volbé cytokinovych
genovych oblasti jsme byli podpofeni i pfedchozimi, v nasledujicim odstavci kratce
zminénymi studiemi, které jsou podrobné rozebrany v teoretickém uvodu prace.

U IPF je ptedpokladana ptevaha cytokint T,2 typu a stoupa mnozstvi dikazi o tom,
ze 1L-4 a IL-13 u IPF podporuje riist fibroblastii a produkeci kolagenu, zatimco IFN
gama potlacuje aktivitu fibroblasti. (Lukacs, 2001, Wen, 2002, Lee, 2001, Zhu, 2002,
Jakubzick, 2004) IL-12 naopak je cytokinem plsobicim antifibroticky cestou indukce
IFN- gamma. (Keane, 2001). Whyte et al popsal ve své praci (2000) korelaci
polymorfizmi TNF alfa na posici -308 v promotorové oblasti a IL-1 RA na pozici
+2018 s vyvojem IPF v italské a anglické populaci.

Korelace vitalni kapacity v dob& diagnozy s IL-1 alfa (-889) polymorfizmem byla
jedinou korelaci funk&nich parametrti s cytokinovym genotypem. Nosi¢i genotypu CT na
této pozici méli vyssi vitalni kapacitu v dobé diagndézy. Tento vysledek je v rozporu
s naSimi pfedchozimi pozorovénimi a je zfejm& zplsoben malym poctem pacientli
v klinickych podskupinach a faktem, Ze alela T byla Cast&ji ptitomna jak v heterozygotni
tak v homozygotni formé v celé¢ skupiné pacientl s IPF. Také je nepochybné, Ze vitalni
kapacita v dob& diagnézy je ovlivnéna i1 fadou jinych faktori vcetné pacientova
rozhodnuti, kdy navstivit poprvé pro obtize lékate (fada pacienti poprvé ptijde ke
specialistovi az ve velmi pokro€ilém stadiu onemocnéni se vstupni nizkou hodnotou VC).

V ptipadé hodnoceni vztahu T Ilymfocytdh v BAL s genotypem vySetfovanych
cytokintl, jsme nasli korelaci mezi zastoupenim CD4+ a CD8+ T lymfocyti v BAL a

polymorfizmem na pozici (-1098) IL-4. Genotyp GT na této pozici byl spojen s vySSim
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zastoupeni CD4+T lymfocyti v BAL a naopak TT genotyp s vySSim zastoupenim
CD8+T lymfocytlh v BAL. Tento vysledek svéd¢i o mozné roli alely G na této pozici v
ovlivnéni CD4/CD8 T lymfocytarniho profilu v BAL a miZe podporovat hypotézu o
protektivni roli pfevahy CD3+CD4+ lymfocyti v BAL proti rozvoji progresivni fibrozy.
Nicméné tato hypotéza je do jisté miry spekulativni a zaloZena na naSem piedchozim
pozorovani vyssi prevalence alely T u pacienti sIPF ve srovnani s kontrolami.
(Vasakova, Tissue Antigens 2006)

Co se tyce zastoupeni CD3+HLADR+ lymfocytl v BAL, pfitomnost CC genotypu na
pozici (-889) IL-1 alfa byla Castéji pozorovana u pacientll s vy$$im zastoupenim téchto
aktivovanych T lymfocytli v BAL. Tento nalez by mohl podporovat hypotézu o roli alely
C na této pozici v aktivaci T lymfocytii u IPF, ale bude potieba tuto hypotézu ovéfit
testovanim na vétsim souboru pacienttl.

Pro pozorovnani morfologickych zmén v plicnim parenchymu ve vztahu
k cytokinovému genotypu jsme zvolili, jak je uvedeno v kapitole Metody, HRCT
alveolarni a intersticialni skore, které nejlépe obrdzi stupenn postizeni plicniho
parenchymu, je dobfe méfitelné a navzdjem porovnatelné v case u té¢hoz pacienta i mezi
jednotlivymi pacienty navzajem. Pokud je ndm zndmo, jsme prvni, kteti zvolili HRCT
skore jako obraz fenotypu IPF a vyuzili vyhody dobré kvantifikovatelnosti miry postizeni
a moznosti vzajemného porovnavani jednotlivych vySetfeni u jednoho pacienta i mezi
pacienty navzajem.

U pacientii s genopytem AG na pozici (+1902) IL4RA jsme nasli vysSSi rozsah
alveolarniho skore (tj. aktivniho procesu) v dobé diagndzy. NiZzsi intersticialni skore (t;.
mensi rozsah fibrotickych zmén) byl nalezen u AA homozygotii na pozici (-1188) IL-12
v porovnani s AC heterozygoty na této pozici. Co se tyce progrese onemocnéni pri
porovnavani HRCT scanil v ¢ase, CC homozygoti na pozici (mspa 111100) IL-1RA méli

mensi stupen progrese intersticidlnich (tj. fibrotickych) zmén nez CT heterozygoti a TT
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homozygoti. Obdobné IL-4RA (+1902) AA homozygoti méli patrnou mensi progresi
intersticidlniho skoére v porovnani s AG heterozygoty a CC IL-4 (-33) homozygoti méli
mensi progresi fibrotickych zmén na HRCT nez CT heterozygoti. (Vasdkova, Respir
Med 2006)

Nejslibnéjsi se nadm jevily ty vysledky z vySe uvedenych, kde nosi¢stvi nékteré alely
bylo bud’ shodné, nebo se naopak liSilo oproti zdravé populaci. Napftiklad v ptipadé IL-
4RA (+1902), AA homozygosita byla v pfevaze jak u pacientll s vy$§im alveolarnim
skore na HRCT(Cili s vice vyjadfenymi aktivnimi zménami bez vyraznych zmén
fibrotickych) tak i u zdravych kontrol.

Pfi pozorovani vlivu polymorfizmu na pozici IL-12 (-1188) jsme sice neshledali
statisticky vyznamné odchylky v zastoupeni genotypi mezi IPF a zdravou populaci,
nicméné nejcastéjsi genotyp u zdravych dobrovolnikii byl AA a tito homozygoti ve
skupiné IPF m¢li méné vyjadiené intersticidlni (fibrotické) zmény dle HRCT v dobé
diagnozy, Cili 1 lepsi progndzu v porovnani s homozygotnimi nebo heterozygotnimi nosici
alely G na této pozici ve skupiné pacientli s IPF, ktefi méli stupeni intersticidlnich zmén
4+5.

Genotyp IL-4 (-33) CC byl nachazen v nasem souboru u téch pacientii, ktefi méli
maly sklon k progresi fibrotickych zmén na HRCT v Case. Zarovein CC homozygosita
byla nejcastéj$im genotypem ve skupiné zdravych dobrovolnikii (u 75% vysetfenych
jedincl) a tento genotyp se nevyskytl u zadného s pacientli srychlou progresi
fibrotickych zmén na HRCT hrudniku.

Polymorfizmy IL-1 alfa -889 nekorelovaly ani s intersticidlnimi ani s alveolarnimi
zménami na HRCT v dobé diagnézy a ani se zménami skoére v Case. Ze skupiny IL-1
genll pouze homozygosita CC na pozici IL-1RA mspa 111100 korelovala se stabilnim

onemocnénim bez vyznamné progrese intersticidlnich zmén v Case. V porovnani se
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zdravou populaci v8ak vyplyvd, Ze jde o nejméné Casto zastoupeny genotyp na této
pozici a tudiz vyznam této korelace je nejasny, ne-li zpochybnitelny.

Zavérem lze tici, Ze navzdory omezenim danym poctem pacientll v nasem souboru lze
fici, Zze IL-4 genové polymorfismy, a to zvlasté v promotorové oblasti na pozici (-33) a
(—=590) hraji pravdépododné roli v etiologii a potogenezi IPF. Déle je pravdépodobné, Ze
genové polymorfismy v oblasti skupin genti IL-1, IL-1RA, IL-4, IL-4RA a IL-12 mohou
ovlivitovat klinickou manifestaci IPF ve smyslu ovlivnéni bunééného rozpoctu v BAL a
intersticidlnich a alveolarnich zmén zobrazenych na HRCT hrudniku a tudiz i ovliviiovat

progndézu onemocnéni.
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