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1. Abstrakt

Predklddand prace shrnuje poznatky, které jsou vysledkem vyzkumné cinnosti

zabyvajici se patogenezi exogenni alergické alveolitidy (EAA).

Zpocatku jsme se vénovali problematice kvantifikace rozsahu a charakteru
radiologického nalezu a vztahu radiologického obrazu onemocnéni s klinickymi
parametry vcetné procentualniho zastoupeni jednotlivych typii bunék Vv tekutiné
ziskané bronchoalveolarni lavazi (BALTe) (1). Pilotni prace zaméfena na toto téma
nam pomohla nahlédnout do spektra moznych prezentaci onemocnéni, které zahrnuji
jak akutni manifestace s dominujicim zanétlivym obrazem na jedné strané, tak
fibrotické plicni postizeni na strané druhé. Zkoumany pomér zastoupeni CD4+ T
lymfocytlh a CD8+ T lymfocyti v BALTe nemocnych ukazuje, Ze zatimco u pacientli
S pfevazné zanétlivym postizenim plicni tkan¢ pravdépodobné dominuje Thl
cytokinové spektrum, u pacientli S prevazujicim fibrotickym postizenim mohou

dominovat Th2 cytokiny a mechanismy.

ProtoZze Th1 cytokinové prostiedi se uplatiiuje 1 v patogenezi sarkoidozy, kdezto Th2
cytokinové spektrum bylo popsano mimo jiné u nemocnych s idiopatickou plicni
fibrozou (IPF), v dalsi fazi vyzkumu jsme se zaméfili na porovnani chemokinového
prostitedi v BALTe nemocnych stémito procesy versus u pacientd s EAA.
Fibrogeneze byva asociovana nejen s Th2 cytokinovym ladénim, ale i s angiogenezi —
procesem, v kterém hraji dilezitou Glohu angiogenni chemokiny (napt. interleukin 8
(IL-8), vaskularni endotelialni ristovy faktor (VEGF), od epitelidlnich bunék
odvozeny faktor aktivujici neutrofily 78 (ENA-78)) a jejich receptor CXCR2.
Protikladem jsou chemokiny angiostatické (napf. interferonem gamma indukovany
protein 10 (IP-10), interferonem inducibilni chemoatraktant pro T lymfocyty (I-TAC))
a jejich receptor CXCR3. Vysledky provedenych studii naznacuji, Ze pacienti
s chronickou EAA a pacienti s IPF se vyznamné nelisi v zastoupeni chemokint
v BALTe, obdobnd miize byt i radiologicki manifestace obou procesi. Uloha
chemokint se ale miize u obou onemocnéni odlisovat - u EAA lze IL-8 povazovat za
pravdépodobny marker kontinualni expozice vyvolavajicim agens, ENA-78 miize byt
povaZovana za marker reverzibility plicniho postizeni a VEGF ma spiSe angiogenni
nez profibroticky efekt a hlavni roli pravdépodobné hraje v casnych fazich EAA.
Exprese CXCR3 na CD4+ T lymfocytech BALTe koreluje s rozsahem zanétlivych



zmén dle pocitatové tomografie s vysokou rozliSovaci schopnosti (HRCT), coz dale
podporuje myslenku, ze v riznych fazich onemocnéni se na plicnim postizeni podili
rizné mechanismy (2-5).

K objasnéni téchto mechanismu jsme se rozhodli vyuzit bunéénych kultur — a to jak
komeréné dostupnych bunéénych linii A549 (alveolarni bazélni epitelidlni bunky
pochazejici z lidského adenokarcinomu) a hFL (bunky lidskych fetalnich plicnich
fibroblastii pochazejici z ploda véku 16-18 tydnt), tak primarnich lidskych fibroblasti
ziskanych z plicni tkdn¢ nemocnych s fibrotizujicimi plicnimi procesy, a dale bunék
primarnich kultur bun¢k z BALTe pacientl s fibrotizujicimi plicnimi procesy.
Prokazali jsme, ze proliferacni kapacita bun¢k a produkce nékterych proteint
(Wingless 1, 3 (Wnt-1, Wnt-3) a matrixova metaloproteindiza 7 (MMP-7))
exponovanych BALTe pacientt s intersticidlnimi plicnimi procesy véetné EAA zavisi
mimo jiné na tom, zda je plicni tkan pacienta postizena spise zanétem ¢i spiSe fibrézou.
Pro nékteré pokusy jsme pouzili také bunky pacienti s EAA, které byly ziskany
bronchoalveolarni lavazi a po odbéru zamrazeny pii -80°C. Nejprve jsme
optimalizovali kultivacni médium pro dals§i péstovani téchto bunék, v dalSich
pokusech jsme sledovali vliv expozice BALTe nemocnych s EAA na pFL (produkce
Whnt-1, Wnt-3 a MMP-7 burikami) (6).

Zjisténi, Ze cytokinové spektrum v BALTe se liSi v zavislosti na manifestaci
onemocnéni podpoftily studie zaméfené na a podjednotku receptoru pro interleukin 4
(IL-4Ra) v BALTe — prokazali jsme, Ze koncentrace tohoto cytokinového receptoru
vV BALTe nemocnych s EAA pozitivné koreluji s rozsahem fibrotickych zmén dle
HRCT hrudniku a dale ze vysoké koncentrace IL-4Ra u nemocnych s EAA mohou
pravdépodobné predikovat nepfiznivy vyvoj onemocnéni navzdory 1éCbé
systémovymi kortikosteroidy. JelikoZ jsme paralelné prokazali vyssi koncentrace IL-
4Ro v BALTe pacientt s fibrotizujicimi idiopatickymi intersticidlnimi pneumoniemi,
stala se tato molekula pfedmétem dalsiho vyzkumu (7).

Vyzkum porovnavajici sérové koncentrace surfaktantového proteinu A u nemocnych
s fibrotizujici chronické EAA a IPF, také neprokdzal mezi obéma diagnézami
signifikantni rozdil, n¢které aspekty shodné obecné pro fibrotické a zanétlivé postizeni
nalézdme u nemocnych s intersticidlnimi plicnimi procesy napii¢ vSemi diagnézami

(8).



Jak bude dale rozvedeno, EAA vznika u osob (pravdépodobné s geneticky danou
predispozici) po opakované expozici organickym inhalaénim antigenlim. Pfestoze
cytokinové spektrum v BALTe pravdépodobné na zdroji inhalac¢ni expozice nezavisi,
zda se, ze EAA rozvijejici se po kontaktu s plisnémi se manifestuje mirnéjSim plicnim
postizenim, neZ je tomu po kontaktu s jinymi inhalaénimi antigeny. Casto neni ani po
opakovaném podrobném odbéru anamnézy od pacienta ziejmé, jakému antigenu
vlastné je exponovan. Ur¢itou moznost piinasi vysetfeni specifickych imunoglobulinti
G v séru, vysoké koncentrace mohou na mozny zdroj expozice poukéazat. Cesti pacienti
jsou pravdépodobné nejvice senzitizovani vu¢i hexametylen diisocyanatu a
difenylmetan diisocyanatu, pifevazuje senzitizace vuci vice nezZ jednomu inhalaénimu
antigenu (8). Moznosti, jak specifikovat zdroj expozice u nemocnych s EAA, je také
stanoveni specifickych sérovych IgG namifenych piimo proti relevantnim antigeniim

metodou ELISA (9).

Na manifestaci EAA se muze podilet i expozice cigaretovému koufi — prokéazali jsme,
Ze expozice cigaretovému koufi ovliviiuje pravdépodobné koncentrace glutathion
peroxidazy 3 (GPX3) v BALTe pacienti s EAA (10).

Kromé ,,vnéjSich* expozic maji na manifestaci EAA patrné vliv 1 ,,vnitini faktory*.
Jednim z nich mohou byt polymorfismy gent pro cytokiny — prokéazali jsme konkrétné
korelaci mezi polymorfismem genu pro interleukin 6 (IL-6) s koncentraci ENA-78
v BALTe. Dal§im faktorem, ktery mize ovliviiovat manifestaci EAA je vek — starsi

pacienti mivaji vyssi zastoupeni neutrofilti a eozinofila v BALTe (11-14).

1. Sterclova M, Vasakova M, Dutka J, Kalanin J. Extrinsic allergic alveolitis:
comparative study of the bronchoalveolar lavage profiles and radiological
presentation. Postgrad Med J 2006;82(971):598-601.

2. Vasakova M, Sterclova M, Kolesar L, Slavcev A, Pohunek P, Sulc J, Striz I.
Cytokine gene polymorphisms and BALF cytokine levels in interstitial lung
diseases. Respir Med 2009;103(5):773-9.

3. Vasakova M, Sterclova M, Kolesar L, Slavcev A, Pohunek P, Sulc J, Skibova
J, Striz 1. Bronchoalveolar lavage fluid cellular characteristics, functional
parameters and cytokine and chemokine levels in interstitial lung diseases.
Scand J Immunol. 2009;69(3):268-74.



10.

11.

12.

13.

Sterclova M, Vasakova M, Pavlicek J, Metlicka M, Krasna E, Striz I.
Chemokine receptors in a regulation of interstitial lung fibrosis and
inflammation. Exp Lung Res. 2009;35(6):514-23.

Matéj R, Smétakova M, Vasdkova M, Novakova J, Sterclova M, Kukal J,
Olejar T. PAR-2, IL-4R, TGF-f and TNF-a in bronchoalveolar lavage
distinguishes extrinsic allergic alveolitis from sarcoidosis. Exp Ther Med.
2014;8(2):533-538.

Sterclova M, Paluch P, Heinzelmann K, Fernandez I, Eickleberg O, Vasakova
M. Role of Wnt-1, Wnt-3 and MMP-7 in fibrotic response in extrinsic allergic
alveolitis and idiopathic pulmonary fibrosis. European Respiratory Society
Annual Conference 2015, poster PA3838.

Sterclova M, Matej R, Mandakova P, Skibova J, Vasakova M. Role of
interleukin 4 and its receptor in clinical presentation of chronic extrinsic
allergic alveolitis: a pilot study. Multidiscip Respir Med 2013;8(1):35.
Sterclova M, Vasakova M, Paluch P, Paulik M. Surfactant protein A in chronic
extrinsic allergic alveolitis. Eur Respir J 2012;39(6):1543-4.

Sterclova M, Vasakova M, Metlicka M. Significance of specific 1gG against
sensitizing antigens in extrinsic allergic alveolitis: serological methods in
EAA. Rev Port Pneumol 2011;17(6):253-9.

Sterclova M, Kremlackova V, Mottlova V, Bruzova M, Sojka P, Vasakova M.
Quantitative assessment of specific serum IgGs may verify source of
environmental exposure in extrinsic allergic alveolitis (EAA). Cogent
Medicine 2021; 8 (1): 1894688.

Schamberger AC, Schiller HB, Fernandez IE, Sterclova M, Heinzelmann K,
Hennen E, Hatz R, Behr J, Vasakovda M, Mann M, Eickelberg O, Staab-
Weijnitz CA. Glutathione peroxidase 3 localizes to the epithelial lining fluid
and the extracellular matrix in interstitial lung disease. Sci Rep 2016;6:29952.
Sterclova M, Paluch P, Skibova J, Vasakova M. Influence of age on
manifestation, VC and TLCO values, and bronchoalveolar lavage cell counts
of sarcoidosis and extrinsic allergic alveolitis. Clin Respir J 2015;9(1):39-44.
Sterclova M, Smetakova M, Stehlik L, Skibova J, Vasakova M.
Bronchoalveolar lavage cell profiles and proteins concentrations can be used
to phenotype extrinsic allergic alveolitis patients. Multidiscip Respir Med
2019;14:13.



14. Sterclova M, Petrek M, Kishore A, Skibova J, Vasakova M. Effect of genotype
on disease course on hypersensitivity pneumonitis despite treatment. European
Respiratory Journal 2018; 52 (Suppl 62): 3665.



2. Abstract

The presented work summarizes the findings that are the result of research
activities dealing with the pathogenesis of exogenic allergic alveolitis (EAA).

Initially, we addressed the issue of quantification of the extent and nature of
radiological findings and the correlation of radiologic phenotype of the disease
with clinical parameters, including the cell percentages in the fluid obtained by
bronchoalveolar lavage (BALF) (1). The pilot work on this topic helped us to
look into the spectrum of possible presentations of the disease, which include
both acute manifestations with a predominant inflammatory picture on one hand,
and fibrotic lung disease on the other. The investigated ratio of CD4 + T cells to
CD8 + T cells in BALF patients indicates that while predominant inflammatory
lung tissue involvement is likely to be associated with the Thl cytokine

spectrum, in fibrotic involvement Th2 cytokines and mechanisms may dominate.

While Thl cytokine environment is also involved in the pathogenesis of
sarcoidosis, and Th2 cytokine spectrum has been described in patients with
idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), the next phase of research focused on
comparing the chemokine environment in BALF of patients with sarcoidosis and
IPF and patients with EAA. Fibrogenesis is associated not only with Th2 cytokine
tuning but also with angiogenesis - a process in which angiogenic chemokines (eg
interleukin 8 (IL-8), vascular endothelial growth factor (VEGF), epithelial cell-
derived neutrophil activating factor 78 (ENA-78)) and their receptor CXCR2 play
role. Their counterparts represent angiostatic chemokines (e.g., interferon gamma-
induced protein 10 (IP-10), interferon-inducible T cell chemoattractant (I-TAC)),
and their CXCR3 receptor. We suggest that patients with chronic EAA and
patients with IPF do not differ significantly in the representation of chemokines in
BALF, moreover the radiological manifestation of both processes may be similar.
However, the role of chemokines may differ in both diseases - in EAA, IL-8 can
be considered a likely marker of continuous exposure to the inducing agent, ENA-
78 can be considered a marker of reversibility of pulmonary disease, and VEGF
has an angiogenic rather than profibrotic effect and probably plays a major role in
early stages of EAA. The expression of CXCR3 on BALF CD4 + T cells correlates
with the extent of inflammatory changes according to high-resolution computed



tomography (HRCT), which further supports the idea that different mechanisms
are involved in pulmonary involvement at different stages of the disease (2-5).

To elucidate these mechanisms, we decided to use cell cultures - both
commercially available cell lines A549 (alveolar basal epithelial cells derived
from human adenocarcinoma) and hFL (human fetal lung fibroblast cells derived
from fetuses aged 16-18 weeks) and primary human fibroblasts (pFL) obtained
from the lung tissue of patients with fibrotic lung processes, as well as primary
culture cells from BALF patients with fibrotic lung processes. We have shown that
the cell proliferative capacity and production of some proteins (Wingless 1, 3
(Wnt-1, Wnt-3) and matrix metalloproteinase 7 (MMP-7)) of exposed BALF
patients with interstitial lung processes, including EAA, depend, inter alia, on
whether the patient's lung tissue is more affected by inflammation or more by
fibrosis. For some experiments, we also used cells from patients with EAA, which
were obtained by bronchoalveolar lavage and frozen at -80 ° C after collection.
We first optimized the culture medium for further cultivation of these cells, in
other experiments we observed the effect of BALF exposure of patients with EAA
on pFL (production of Wnt-1, Wnt-3 and MMP-7 cells) (6).

The finding that the cytokine spectrum in BALF differs depending on the
manifestation of the disease was supported by studies of the o subunit of the
interleukin 4 receptor (IL-4Ra) in BALF - we showed that concentrations of this
cytokine receptor in BALF of patients with EAA positively correlate with fibrotic
involvement on chest HRCT and that high levels of IL-4Ra in patients with EAA
are likely to predict adverse disease progression despite treatment with systemic
corticosteroids. As we demonstrated in parallel higher concentrations of IL-4Ra
in BALF of patients with fibrotic idiopathic interstitial pneumonias, this molecule

has been the subject of further research (7).

Study comparing serum surfactant protein A levels in patients with fibrotic chronic
EAA and IPFalso did not show a significant difference between the two diagnoses;
some aspects similar to fibrotic and inflammatory disorders are found in patients

with interstitial lung processes across all diagnoses (8).

As will be explained below, EAA develops in individuals (probably with a genetic

predisposition) after repeated exposure to organic inhalation antigens. Although

8



the cytokine spectrum in BALF is unlikely to depend on the source of inhalation
exposure, EAA that develops after contact with fungi appears to manifest as milder
lung involvement than after contact with other inhalation antigens. It is often not
clear even after detailed medical history has been taken from the patient to which
antigen he is actually exposed. Examination of specific serum immunoglobulins
G provides some possibility, high concentrations may indicate a possible source
of exposure. Czech patients are probably most often sensitized to hexamethylene
diisocyanate and diphenylmethane diisocyanate, with sensitization to more than
one inhalation antigen predominating (8). One way to specify the source of
exposure in patients with EAA is to determine specific serum IgG directed directly
against the relevant antigens by ELISA (9).

Exposure to cigarette smoke may also contribute to the manifestation of EAA - we
have shown that exposure to cigarette smoke is likely to affect glutathione
peroxidase 3 (GPX3) levels in BALF patients with EAA (10).

In addition to "external™ exposures, "internal factors" appear to influence EAA
manifestations. One of them may be polymorphisms of cytokine genes - we have
specifically shown a correlation between the polymorphism of the interleukin 6
(IL-6) gene with the concentration of ENA-78 in BALF. Another factor that may
affect the manifestation of EAA is age - elderly patients tend to have a higher

proportion of neutrophils and eosinophils in BALF (11-14).
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3. Uvod do problematiky - exogenni alergicka alveolitida

3.1 Definice
Exogenni alergické alveolitidy (EAA) piedstavuji skupinu intersticidlnich plicnich

procest rozvijejicich se v pfi¢inné souvislosti s opakovanou expozici inhalac¢nim

antigentim pravdépodobné u geneticky predisponovanych jedinct.

3.2 Epidemiologie
Piesna epidemiologicka data, sledujici incidenci a prevalenci EAA nejsou k dispozici.

Onemocnéni je podle nékterych autori tfetim nejcastéjSim intersticidlnim plicnim
procesem (po idiopatické plicni fibréze a nespecifické fibrotizujici pneumonii), data
Z riznych statl jsou ale rizna. Napt. v Dansku je rocni incidence EAA niz$i nez 1
ptipad na 100 000 obyvatel, podobna data jsou dispozici z Velké Britanie. Ro¢ni
incidence EAA v Novém Mexiku je udavana jako 30 piipadt na 100 000 obyvatel.
Zda se, ze zalezi mimo jiné i na podnebi, ro¢nim obdobi nebo mistnich zvyklostech
v daném regionu. Epidemiologickd data muze ovliviiovat i to, zjaké populace
pochazeji, zejména lze-li ji povazovat s ohledem na potencidlni riziko EAA za

rizikovou (1).

Onemocnéni mize mit v jednotlivych regionech i rtiznou prevalenci: ve Spojenych
Statech je odhadnuta prevalence 420-3000 na 100 000 obyvatel, ve Francii 4370 na
100 000 obyvatel a ve Finsku 1400-1700 na 100 000 obyvatel (2). V posledni dobé¢ se
objevuji studie, které uvadi, ze fada pacientli pivodné diagnostikovanych jako IPF,

mize mit chronickou EAA (v literatuie 18-30 %) (3).

Aktualni udaje pro Ceskou republiku bohuzel chybi. Dostupna jsou data tykajici se
nahlasenych a uznanych ptipadi EAA jako nemoci z povolani - v roce 2014 byla
hlasena pétkrat izokyanatova plice (souvislost s vyrobou motorovych vozidel), pétkrat
farmaftska plice a jednou sladovnicka plice. Medidn doby expozice do diagnézy EAA

jako choroby z povolani byl 2,5 rok (0,04-13,0) (4).

Riizné rizikové populace byvaji postiZzeny rozdilnou mérou — zatimco ro¢ni incidence
EAA mezi chovateli ptactva je 6-21 %, ro¢ni incidence EAA v populaci zemédélct
dosahuje 0,4-7 % (5).
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3.3 Etiologie — inhalaéni antigeny

Organickych inhala¢nich antigenti, které byly popsany jako potencialni vyvolavatelé
EAA, je fada a v Case byvaji definovany dalsi. Jednak se méni spektrum ¢innosti a
situaci, pfi nichz mtze k expozici dochédzet a jednak stoupa snaha Iékaiti cilené patrat
po mozné vyvolavajici pfi¢in€ intersticialnich plicnich procest. Antigeny Ize obecné

rozdélit do skupiny plisné€, zvifeci antigeny, chemické slouceniny a bakterie (tabulka

1).

Tabulka 1. Inhala¢ni antigeny podilejici se na rozvoji EAA

Skupina
antigentt | Antigen Syndromy
Farmafiska plice, EAA z klimatizace, ze
zvlhéovacl vzduchu, bagasoza, plice
Houby Termofilni aktinomycety |péstiteli hub, plice bramborait

Aspergillus clavatus

Plice sladovniku

Penicillium casei

Plice omyvaci syra

Cryptostroma corticale

Plice loupact javorové kiiry, EAA
Z dfevného prachu

Penicillium frequentans

Suberdza, EAA z dievénych briket

Aerobasidium pullutans

Sekvojoza

Mucor sp.

Plice kraject papriky

Merulius lacrymans

Plice ze suché hniloby

Aspergillus versicolor

Plice pracovniki v psinci

Lycoperdon sp.

Lykoperdonoza

Botrytis cinerea

Vinatska plice
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Cryptococcus
neoformans,
Trichosporon cutaneum

Letni EAA (summer-type hypersensitivity
pneumonitis)

Zvitata Ptaci proteiny, krev Plice chovatell ptak, EAA z drani pefi
Moucni Cervi Nemoc z mouénych Cervil
Krysi proteiny Plice chovatelii krys
Zviteci srst Plice koze$niki
Hovézi a vepiove
proteiny Plice $nupact hypofyz
Toluen diisokyanat,
Chemikalie | definymetan diisokyanat |Izokyanatova plice
Pauliho ¢inidlo Plice z Pauliho Cinidla
Smés Bordeaux Plice oSetfovatell vinic
Kobalt, tvrdé kovy Plice obrabé&ch tvrdych kovii
Silikon EAA po expozici silikonu
Plice z pracich praskt, EAA z detergentd,
Bakterie Bacillus subtilis EAA z Bacillus subtilis
Bacillus cereus EAA z Bacillus cereus
Riizné Prach z baviny Bysindza

Prach z kavovych zrn

Plice zpracovatell kavy
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3.4 Nové inhala¢ni antigeny — nové syndromy

Zatimco s nékterymi typy EAA se Vsoucasnosti prakticky nesetkavame (plice
oSetfovatel pacientll s neStovicemi), v cCase byly popsany nové syndromy.
V néekterych piipadech se jedné o kazuisticka sdéleni — je to napft. plicni postizeni u
hra¢i na saxofon a jiné dechové nastroje (Fusarium, Penicillium, Candida,
Cladosporium, Phoma) (6), EAA u bankovni tfednice (tiskaiska barva) (7), EAA u
péstitelti sklenikovych razi (Aspergillus, Penicillium) (8), EAA ze zeleného caje
(katechiny) (9), EAA z prachu pii vyrob¢ uzenin (Penicillium, Aspergillus) (10), EAA
pii expozici fytaze (fytaza), plice milovnikt horkych koupeli (Mycobacterium avium
complex), pneumonitida u obrabécu tvrdych kovi (Mycobacterium immunogenum),
plice ze saunovani (Exophiala jeanselmei) (11), pneumonitida péstitelt citrusa
(Aspergillus, Penicillium), plicni postizeni u osob, které jsou exponovany inhalaénimu
antigenu sekundarné, napf. prostfednictvim partnera (ptaci peti) (12), familiarni EAA
(Trichosporon), EAA po kontaktu s papouskem Agapornis nebo Spackem, EAA
z odpuzovaci hmyzu, EAA zprachu zlistd cekanky, polékova EAA (BCG,
mesalamin, bevacizumab, lenalidomid, nesteroidni antirevmatika, venlafaxin, kolistin,

temozolomid) (13).

3.5 Geneticka predispozice

Kromé charakteristik vyvolavajiciho antigenu (nebo smési, které je inhala¢ni antigen
soucasti) je pro rozvoj EAA dulezita nejspiSe i geneticka predispozice. Jedny z prvnich
vyzkumu v této oblasti byly cileny na pacienty s familiarni EAA, ktera byla popsana
jak v piipadech farmaiské plice, tak u plice chovateld ptakd. Pfestoze nebyla
prokdzana jednotnd a jednoznacnd genetickd predispozice, prace nékterych autorti
poukazuji na asociaci polymorfisml genti pro lidské leukocytarni antigeny (HLA)
s vyskytem EAA: konkrétn€ se jednalo o vyssi frekvenci vyskytu HLA-Bw40, HLA-
B8 a HLA-DR3 u chovatelt ptaki. U Mexicand s timto onemocnéni se Castéji
vyskytuje haplotyp HLA-B35, DR4. U pacientt s farmatskou plici byla popsana vyssi
frekvence HLA-B7 a HLA-DR2. U japonskych pacientt s letnim typem EAA byl
zachycen Castéji gen HLA-DQw3 (14).

Zkoumany byly i geny, jejichz produkty hraji roli v prezentaci a zpracovani antigenu
nebo v rozvoji nasledné imunitni odpovédi. Jednim z nich je gen kodujici transportéry

asociované se zpracovanim antigenu (transporters associated with antigen processing,
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TAP). TAP se podili na prenosu peptidi membranou endoplazmatického retikula.
S EAA byla prokazateln¢ sdruzena alela Gly-637 (GGC) a genotypy Asp-637/Gly-637
a Pro-661/Pro-661. V porovnani s kontrolni skupinou byla u nemocnych s EAA
signifikantné¢ méné ¢asto prokazana frekvence vyskytu alely Pro-661 (CCA), genotypu
Asp-637/Asp-637 a haplotypu (Val-333 (GTC), Val-458 (GTG), Gly-637 (GCG), Pro-
661 (CCA)) (15). Na zpracovani peptidii, aby mohly byt prezentovany s MHC L. tridy,
se podili proteazom. Je tvofen podjednotkami, tzv. proteazomy o nizké molekulové
hmotnosti (low-molecular-weight proteasomes, LMPs). U mexickych pacienti s EAA
byl popsén castéjsi vyskyt haplotypu PSMB9-RH/PSMB8KQ a zda se, ze
predisponujicim faktorem zvysujicim riziko rozvoje EAA by mohl byt v této populaci

genotyp PSMB8KQ (16).

Susceptibilitu k rozvoji EAA pravdépodobné zvysuji i polymorfismy genu pro tumor
nekrotizujici faktor a (TNF-a), konkrétné v promotorové oblasti genu TNF-2-308 (A
v pozici 308). U nositeld této alely byly prokazany vyssi koncentrace TNF-a v séru
(17).

3.6 Dalsi potencialni spoustéce onemocnéni
Stejn¢ jako u ostatnich chronickych plicnich nemoci, i u EAA byl studovan vliv

infekce predevsim respiracnimi viry na manifestaci a prabéh onemocnéni. Viry Casto
interaguji s intracelularnimi signalizacnimi cestami bun¢k a spusténi potencidlné
antivirové ptsobicich mechanismii (produkce interferonti nebo oxidu dusnatého) miize
vést k produkci fady cytokinti a chemokind, které¢ déle ovlivituji prabeh preexistujiciho
onemocnéni. Napiiklad infekce respiracnim syncitialnim virem (RSV) vede k vyssi
produkci TNF-a, IL-8, ENA-78, eotaxinu 1, 2 Th2 lymfocyty a také k vyssi expresi
receptoru CCR3 na téchto bunikach (18). U nemocnych s EAA bylo prokazéano, ze viry
mohou ovliviiovat pribéh EAA ve vice aspektech — probehla virova infekce akcentuje
tvorbu granuloml po expozici inhalaénimu antigenu a také akcentuje neutrofilni
alveolitidu rozvijejici se bezprostiedné po kontaktu s inhala¢nim antigenem (19). U
nemocnych s akutni EAA byly v BALTe dokonce signifikantné ¢astéji prokazovany
metodou polymerazoveé fetézové reakce (PCR) respiracni viry, nejcastéji §lo o virus

influenzy A (20, 21).
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3.7 Molekularni mechanismy
Proti ¢asticim pronikajicim do plicnich sklipkl se organismus snazi branit a vyuziva k

tomu slozky nespecifické i1 specifické imunity. Jedny z prvnich bunck, které se
dostavaji s antigenem do kontaktu, fagocytuji jej a jsou mimo jiné zdrojem fady
pusobkt ovlivitujicich dalSi pribéh onemocnéni, jsou neutrofily. Rozpoznéavaji
molekulami na svém povrchu tzv. pathogen associated molecular patterns - PAMP,
coz jsou typické vzorce nezbytné pro zivot mikroba, které se fyziologicky v lidském
tél¢ neobjevuji. Fagocytujici buniky maji na svém povrchu i v cytoplazmé tadu
receptorl, které jim umozni PAMP rozpoznat a reagovat na jejich pfitomnost. V
souvislosti s EAA jsou nejcastéji zminovany receptory TLR (toll-like receptory) a
NOD (nucleotide-binding oligomerization domain), v dasledku jejichz aktivace stoupa
exprese genil pro nékteré cytokiny (prozanétlivy interleukin (IL)-1, IL-6, IL-8 a TNF-
a). TLR-2 rozpoznavd peptidoglykany, kyselinu lipoteichoovou a bakterialni
lipopolysacharidy a zda se, Ze pfi rozvoji EAA hraje velmi dalezitou ulohu. Signalize
probiha v tomto ptipadé pres adaptorovou molekulu MyD88, mitogenem aktivované
protein kindzy (MAPK) a transkripéni factor NF-xB. Po spusténi této kaskady jsou v
disledku produkce cytokinii atrahovany do mista kontaktu dalsi neutrofily, které jsou
vyznamnym zdrojem TNF-a a IL-17. Slozky domaciho prachu (zejména antigeny
rozto¢u, lipopolysacharid a heat shock proteiny) se vazi na TLR-4. Rozpoznani
antigenu receptorem TLR-4 vede prostfednictvim transkripéniho faktoru NF-xB k
vy$si produkei cytokini TSLP (thymicky stromalni lymfopoetin), GM-CSF (ristovy
factor pro granulocyty a makrofagy), IL-1a, IL-1P, IL-25 a IL-33. Prace nékterych
autorti naznacuji, Ze exprese chemokini zodpovédnych za atrakci makrofagi a
lymfocytl do mist kontaktu s inhala¢nim antigenem je nezavisla na molekule MyD88
a ¢asti patogentt mohou byt rozpoznavany nitrobunéénymi receptory NOD1, v ptipadé
expozice Saccharopolyspora rectivirgula jsou takto rozeznavany slozky bunécéné
stény. Po vcestovani neutrofild, aktivaci makrofagi a dendritickych bunék putuji do

mista postiZzeni i pomocné Th lymfocyty, jejichZ Glloha je zminéna niZe.

S antigenem pfichdzi do kontaktu nejen hematopoetické buiiky, ale i epitel. Bunky
alveolarniho epitelu mohou po kontaktu s antigeny produkovat IL-25 a TSLP. Tyto
cytokiny pisobi mimo jiné i na bazofily, které produkuji dalsi IL-4 a ovliviiuji tak

prabeh odpovédi adaptivni imunity.
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Dalsi buiiky nespecifické imunity, které se podileji pii rozvoji EAA jsou NK-T
lymfocyty. Velké ¢ast z nich exprimuje na svém povrchu CD16 a CD56 a zejména
cytolytickd aktivita téchto bunck vcetné mnozstvi perforinu a granzymu B koreluje
pozitivné s expresi CD56. CD8+CD56+ bunky jsou silnymi induktory Th1 bunécné
odpovédi- pokud jsou stimulovany IL-12, tvofi vice interferon gamma (IFN-y) nez

CD8+ T lymfocyty (22).

Zvlastni skupinu NK (natural Killers) bunék tvofi tzv. invariantni iNK-T lymfocyty,
charakteristicky exprimujici znaky CD8, CD56 a CD161.Tyto bufiky na sob& nesou
velké mnozstvi receptorti pro IL-12 a je-li produkovan napf. antigen prezentujicimi
buitkami (dendritickymi bunkami), jsou iNK-T lymfocyty takto rychle aktivovany.
Moznd cesta aktivace tohoto bunécného subtypu zahrnuje i1 pfimou cestu

prostiednictvim TLR-4 (23).

Odpovéd nespecifické a specifické imunity na inhalacni antigen spojuji i dendritické
bunky, které exprimuji fadu TLR. Vazba antigenu na TLR dendritickych bunék a/nebo
dalSich ze skupiny antigen prezentujicich bunék — alveolarnich makrofagu- vede k
ovlivnéni exprese chemokinovych receptorii a adhezivnich molekul a k migraci
dendritickych bunék do lymfatickych uzlin. Zde se vyvijeji antigen specifické CD8+
T lymfocyty, Th-1 lymfocyty a mohou se tvofit i specifické IgG schopné vazat se na
makrofagy. Antigeny paraziti a hub vazici se na TLR dendritickych bunék indukuji
také tvorbu IL-4. Rozpoznani PAMP receptorem TLR9 vede k produkci cytokint IL-
23 a IL-17, které jsou nasledné dulezité pro vznik granulomi. Podle nékterych praci
se dokonce ukazuje, Ze tize postiZeni koreluje spiSe s aktivaci Th17 bun&cné odpovéedi
a hodnoty IL-17 odpovidaji dobfe jak neutrofilnimu zanétu, tak nasledné mife

fibrotického postizeni. Zdrojem IL-17 mohou byt mimo jiné take yo T lymfocyty (24).

Pokud vede kontakt s inhala¢nim antigenem ptevazné k tvorbé IL-12, nésleduje po
pohlceni antigenu makrofdgem rozvoj Thl imunitni odpovédi — makrofag prezentuje
na svém povrchu slozky antigenu spole¢n¢ s MHC glykoproteiny II. tfidy a v tomto
kontextu je antigen je rozpoznavan TCR receptorem Th prekurzort. Pokud k tomuto
kontaktu dochdzi v prostfedi bohatém na IL-12, dojde k pomnoZzeni klonu s ptislusnou
specifitou a k diferenciaci na efektorové Thl buniky. Efektorové Th1 buniky produkuji
interferon (IFN)-y, ktery stimuluje pfeménu makrofagh v aktivovanou formu.

Aktivované makrofagy produkuji dalsi cytokiny véetné IL-1 a TNF-a, které stimuluji
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lokalni zadnét a vznik pro nékteré formy typickych nekaseifikujicich vagné

formovanych granuloma (25).

Pokud se ale prekurzorova Th buika setkd s komplexem MHC gp II — antigenni peptid
na povrchu antigen prezentujici buiiky (obvykle dendriticka buiika) za pfitomnosti IL-
4, diferencuji se Th lymfocyty v tzv. Th2 (26). Th2 lymfocyty jsou jednak dal$im
zdrojem IL-4 a IL-5, IL-33 (ale i dalSich cytokini), jednak poskytuji riznymi zptsoby
prostiednictvim BCR receptoru rozeznaly stejny antigen, ktery pohltily dendritické
bunky a ktery vedl k vzniku klonu Th2 lymfocytl. Cytokinové prostfedi ovliviiuje
nejen to, jaky typ bunééné odpoveédi bude néasledovat po kontaktu s antigenem, ale
svym zpusobem i dalsi pribeh specifické humoralni odpovédi, konkrétné izotypovy
pfesmyk. Ligandem vySe zminéného IL-33 je regula¢ni molekula Suppression of
tumorigenicity 2 (ST2L) konstituéné exprimovand bazofily a eozinofily, po aktivaci
se objevuje i na monocytech a Th2 lymfocytech. Pokud se IL-33 vaze na ST2L na Th2
lymfocytech, prostfednictvim aktivace NF-kB a MAPK stoupé tvorba IL-4 a IL-13

témito bunkami. Oba tyto cytokiny vyrazné¢ ovlivituji pribéh reakci adaptivni imunity.

Tvoti se fada specifickych IgG a ty se taktéZz podileji na patogenezi onemocnéni
nékolika zplisoby. Jednak piedstavuji volnd vazebna mista pro antigen a po vazbé
antigenu na protiladtku dochézi i k vazbé komplementu, zejména slozky C5a. Stoupa
produkce TNF-a, intercelularni adhezivni molekuly 1 (ICAM-1), IL-1p a E-selektind,
coz zvysuje adhezi neutrofild ke st€né cév a zvySuje jejich diapedezi do tkané (27, 28).
Dalsi moznost pfedstavuje vazba specifickych IgG na alveolarni makrofagy, které jsou
timto zptlsobem aktivovany po kontaktu s antigenem a produkuji fadu pisobkl
potencialné se podilejicich na systémové odpovédi — kyslikové radikéaly, TNF-a a IL-

12.

V patogenezi EAA se uplatituji dale Th17 lymfocyty, charakteristické produkei IL-
17A, IL-17F, IL-21, IL-22, TNF-a, IL-6 a GM-CSF. Neprodukuji ale ani IL-4 ani IFN-
v. IL-17 je prozéanétlivy cytokin, ktery aktivuje a atrahuje neutrofily do mista
poskozeni. IL-17A muze aktivovat subepitelové myofibroblasty v plici a mize se
podilet kromé zanétlivé odpovédi 1 na fibrogenezi. Dalsi mechanismus, kterym mtize
IL-17 ptispivat k fibrogenezi, zahrnuje ptsobeni transformujiciho rastového faktoru

(TGF-B). Nekteré prace ukazuji, ze naivni Th lymfocyty se diferencuji na Th17 subtyp
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pusobenim transkripéniho faktoru RORyt v ptitomnosti IL-6 a TGF-f. Minimaln¢ pro
opakovanou expozici S. rectivirgula plati, ze TGF-p mtze vest k diferenciaci CD4+ T

lymfocytti na Th17 a k vystupiiované fibrogenezi.

Cast Th17 lymfocytt exprimuje také IL-22. 1L-22 indukuje expresi antimikrobialnich
peptida keratinocyty a indukuje expresi prozanétlivych cytokinti. Oba cytokiny (IL-17
a IL-22) jsou dulezité jak pro slizni¢ni imunitu, tak mohou usnadnovat vznik fibrézy.
Aktivuji rizné druhy buné€k a usnadiuji jejich piistup do plic po kontaktu s inhalacnim

antigenem.

Dutlezitou ulohu hraji T regula¢ni lymfocyty- Treg, které udrzuji rovnovahu mezi
tkanovym poSkozenim a ochrannou ulohou imunitniho systému. Treg jsou
charakterizovany extracelularni expresi CD25, o podjednotky vysoce afinitniho
receptoru pro IL-2 (IL-2Ra) a transkripéniho faktoru FoxP3. Prace nékterych autorti
poukazuji na to, Ze u nemocnych s EAA Treg nevykondvaji své obvyklé
imunosupresivni funkce. Pokud je organismus kontinudlné vystaven nizké davce
inhala¢niho antigenu, kter4 vede k rozvoji mirné zanétlivé reakce, mize dojit ke zméné
fenotypu antigen prezentujicich dendritickych bunék (29). Postupné muze dojit k
poklesu exprese MHC gp II a kostimula¢nich molekul, vznikaji tolerogenni
dendritické buniky produkujici IL-10, TGF-f a Treg. U pacientd s manifestni EAA
muze byt funkce Treg poSkozena- lymfocyty proliferuji, hromadi se v plici a udrzuji
prozanétlivé prostredi. Imunosupresni funkce Treg je snizovana napftiklad pisobenim
TNF-a. Vyss8i hladiny tohoto cytokinu byly detekovany 1 u nemocnych s EAA.
Exprese TNF-a je ovliviiovana IL-17, navic v prozanétlivém prostfedi miZe dochéazet

k diferenciaci Treg v Th17 produkujicich dalsi IL-17.

V etiopatogenezi EAA se uplatiiuje tedy fada cytokinti, chemokintl a jejich receptord.
Protoze se jedna o plsobky relativné dobie stanovitelné v biologickém materidlu,
zam¢ftili jsme se na jejich ulohu v rozvoji onemocnéni a potencialni vyuziti jako

prognostickych faktorii nebo terapeutickych cili.

3.7.1 Interleukin 4 a receptor pro interleukin 4
Interleukin 4 (IL-4) je produkovan aktivovanymi T lymfocyty, zirnymi bunkami,

bazofily a eozinofily. Ma obdobny funk¢ni efekt i receptory s IL-13. Uplatiiuje se

predevSim v regulaci apoptdzy, proliferace, a exprese genli v riznych bunécnych
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typech vcetné¢ lymfocytt, makrofagl, fibroblastii, epitelidlnich bunék a bunck
endotelu. Hraje téz klicovou ulohu pii alternativni aktivaci makrofagl. Existuje
nekolik typta receptoru pro IL-4: typ I vznika dimerizaci IL-4Ra s IL-4Ryc, typ II IL-
4Ra s IL-13Ral. Ligandy mohou byt vazany téz solubilni formou receptoru- sIL-4Ra.
Vysokou afinitu k IL-4 maji zejména receptory exprimované na hematopoetickych
buikach, jedna se o receptory I, které vazi pouze IL-4. Receptor II je exprimovan
buiikami epitelu, hladké svaloviny, na monocytech, makrofazich a B lymfocytech a

kromé IL-4 muze vazat také IL-13 (30).

Interleukin 4 indukuje mimo jiné i expresi mandzového receptoru CD206 na
makrofazich a indukuje vznik M2 makrofagl, zodpovidajicih pifedevsim za obranu
proti parazitim. M2 makrofagy po expozici virim produkuji dalsi IL-4 a IL-13, CCL-
18 (PARC, pulmonary and activation regulated chemokine), DC-CK1 (dendritic cell
chemokine 1) a AMAC 1 (alternative macrophage activation-associated CC-
chemokine 1). IL-4 mize tedy zasahovat do patogeneze zanétu i fibrozy a to jak svym
ptimym ptsobenim tak prosttednictvim CCL-18, ktery mé piimy profibroticky efekt
(31). Dulezitym poznatkem z hlediska patogeneze fibrotizujicich intersticialnich
plicnich procest je moznost indukce vzniku M2 makrofagt v souvislosti s infekénim

onemocnénim.

Informaci o tloze IL-4 v patogenezi EAA je poskrovnu, navic riizni autofi v tomto
ohledu dospéli k riznym vysledkiim (32-34). Protoze pfi vyvoji jiného zavazného
fibrotizujiciho procesu- idiopatické plicni fibrozy- se tento cytokine uplatiiuje tak
vyznamné, Ze jsou protilatky proti IL-4 testovany v ramci klinickych studii, zaméfili
jsme se na jeho podilu na vyvoji chronické EAA. U nemocnych s EAA jsme v
porovnani s pacienty se sarkoidozou prokazali vyssi koncentrace IL-4Roa v BALTe,
tak i pozitivni korelaci mezi koncentraci receptoru a rozsahem intersticialniho plicniho

postizeni dokumentované vyssim HRCT intersticialnim skore (35).

3.7.2 Protedzami aktivovany receptor 2 (PAR-2)
PAR patii do rodiny receptort sdruzenych s G proteiny. Nejsou ale aktivovany vazbou

ligandu, nybrz proteolytickym $tépenim a az naslednou vazbou vzniklého produktu na
receptor. Protedzy aktivujici tento typ receptoru zahrnuji trombin, matrixové

metaloproteindzy, faktor VII, faktor Xa, trypsin a tryptazu. Aktivace receptoru PAR-
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2 je spojena s rozvojem akutniho zanétu, ale i fibroproliferace, migrace a diferenciace
fibroblasti v myofibroblasty. PAR-2 ovliviiuje mimo jiné¢ i aktivitu PAR-1 a
prostiednictvim tohoto receptoru zasahuje do mechanismua fibrogeneze. V piipadé
bleomycinového modelu plicni fibrozy je uvoliiovan agonista PAR-1, ktery aktivuje
PAR-1 na fibroblastech. Nasledné dochazi k transaktivaci PAR-2 nebo k uvoliovani
PAR-2 agonistl. Tyto d&je se mohou podilet na migraci a diferenciaci fibroblastti a
naslednym ukladanim extracelularni matrix. PAR-1 agonisté pravdépodobné aktivuji

heterodiméry PAR-1/PAR-2 a indukuji profibrotické procesy.

Prace zabyvajici se ulohou PAR-2 v patogenezi EAA donedavna chybély.
Imunohistochemicky byl PAR-2 v tkani nemocnych s EAA prokazan, jeho lokalizace
je vazana predev§im na membranu epitelidlnich bunék a fibroblastl, muize byt
lokalizovan i na makrofazich (zejména po stimulaci GM-CSF) (36). V ramci nasich
vyzkumi byla prokazana ptitomnost tohoto jinak na membranu vazaného receptoru i
v BALTe a to zejména u nemocnych s EAA (37). Je nékolik moznych vysvétleni, pro¢
je mozné detekovat jinak membranové vazany receptor v extracelularnim prostoru.
Naptiklad v enterocytech byla prokazana existence intracelularniho poolu PAR-2,
ktery se v piipad¢ poSkozeni bunky mulze dostdvat extracelularné (38, 39). Dalsi
hypotetickou moznosti je existence solubilniho PAR-2 nebo existence analogl
receptoru s moznosti zkiiZzené reaktivity s protilatky proti PAR-2. PfiCina pfitomnosti

tohoto receptoru v solubilni formé v BALTe nebyla zatim objasnéna.

3.7.3 Tumor nekrotizujici faktor-a
Tumor nekrotizujici faktor —a (TNF-a) je produkovan makrofagy, T a B lymfocyty,

granulocyty, bunikami hladké svaloviny a eozinofily, fibroblasty a endotelidlnimi
bunikami. Je uvolilovan zejména po stimulaci IL-1, bakteridlnimi endotoxiny, TNF,
rastovym faktorem odvozenym od desti¢ek (PDGF) a viry. Je produkovan nejprve jako
transmembranovy protein, ktery je odStépen pusobenim TNF-a konvertujiciho
enzymu (TACE). Vznika rozpustny trimér s TNF-a, ktery pfi nizkych koncentracich

rychle disociuje a ztraci biologickou aktivitu.

Biologicky efekt TNF-a je zajistén vazbou na receptor | (TNF-R1) a Il (TNF-RII),
které 1ze nalézt prakticky na vSech buiikach s vyjimkou erytrocyti. Pokud se TNF-a

navaze na RI, mize dojit bud’ k aktivaci apoptozy (TNF receptor associated death
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domain TRADD, Fas-associated death domain FADD) nebo cest zanétu (TNF receptor
associated factor 2 TRAF-2, receptor-interacting protein, aktivace NF-kB). TNF-RII
signalizuje pouze prozanétlivou cestou TRAF-2). TNF-RII je nachazen obvykle na
imunitnich bunikach a je aktivovan membranové vazanym TNF, nikoliv solubilnim

trimérem.

TNF-a mtze spustit v buiikach fadu pochodu, které vedou k produkci kyslikovych
radikall, rozvoji oxidac¢niho stresu, aktivaci transkripénich faktorit NF-xB a AP-1 a
nasledné k produkci prozanétlivych molekul véetné VCAM-1 (vascular cell adhesive
molecule-1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1) nebo RAGE (receptor for
advanced glycosylation endproducts) (40). Podili se i v procesu angiogeneze-
angiogenni pasobeni IL-4/IL-13 a antiangiogenni G¢niky INF-y jsou zprostfedkovany
pravé TNF-a a regulaci autokrinni syntézy CXCR2 a CXCR3 chemokinti (41). TNF-
a se podili jak v regeneraci tkéni, tak pfi jejich destrukci. Ovlivituje také odpovéd’ na

intracelularni patogeny (43).

U pacienti s EAA byly prokazany genové polymorfismy TNF-a specifické ve
zkoumanych populacich pro toto onemocnéni (44, 17). Dalsi prace ukazaly vyssi
spontanni 1 stimulovanou produkci TNF-a alveolarnimi makrofagy (25) a vyssi expresi
receptortl pro TNF-a na alveolarnich makrofazich a lymfocytech ziskanych BAL (v
porovnani s nemocnymi s IPF). Mozné vysvétleni piinasi prace Hwanga et al (29),
ktera ukazuje, Ze vyssi exprese TNFR I (asociovan s aktivaci proapoptotickych drah)
je detekovatelna u nemocnych s EAA 1 na nehematopoetickych buikach ziskanych
lavazi. Apoptdza téchto buné€k je spojena s naslednou maturaci denditickych bunék, s
vys$si produkci chemokini MIP-1 (macrophage inflammatory protein 1) a MCP-1
(monocyte chemoattractant protein 1) a s influxem imunitnich bunék do plic. Nase
prace ukazuje na rozdilnou tlohu TNF-a u rGznych intersticidlnich plicnich procest,
zejména sarkoiddzy, u které jsme prokazali signifikantné nizsi koncentrace TNF-a v

BALTe v porovnani s EAA (37).

3.7.4 Transformujici ristovy faktor-f
Transformujici rastovy faktor-p (TGF-B) se vyskytuje v n¢kolika isoformach, z nichz

u lidi se nejcastéji jedna o isoformu TGF-B1 produkovanou téméf vsemi bunkami. V

nejvyssi mire jej tvofi desticky, makrofagy, monocyty, lymfocyty, fibroblasty,
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epitelidlni buniky a dendritick¢ builky. Z téchto bunc¢k je uvoliovan ve forme
inaktivniho prekurzoru slozeného z TGF-B1 a propeptidu LAP (Latency Associated
Protein). V této podob¢ mize byt TGF “skladovan” bud’ v granulich uvniti buiiky nebo
na jejim povrchu. Prostfednictvim LAP je vazan na LTBP (latent TGFB binding
protein), ktery je mimo jiné soucasti extracelularni matrix a jeho pfitomnost je
nezbytna pro syntézu TGF-p. Trombospondin-1 miize ménit konformaci LTBP, ktera
vede k uvolnéni vazby na LAP. Poloc¢as aktivni formy je né¢kolik minut, proto byva
obtizné jej stanovovat jak v tkéni, tak v krvi nebo jinych biologickych materidlech.
TGF-B1 se vaze na receptory TGF-B1RI-III. Pisobeni TGF-f tedy zavisi na biologické
dostupnosti protein, distribuci receptorti ve tkani a typu cilové bunky. V kontextu s
pisobenim dalSich molekul ma TGF-B v organismu rizné Glohy — podili se na
embryogenezi, kontroluje riist a diferenciaci bunék, indukuje fibrézu a hojeni tkani,
ma imunosupresivni U¢inky, UcCastni se procesti angiogeneze, muze se podilet pii

nadorovém bujeni a je dulezitou molekulou zanétu. (44).

Navzdory tomu, ze TGF-J se podili na produkci kolagenu v plicich nemocnych s EAA
(45), pravdépodobné neni specifickym markerem fibrogeneze, ulohu hraje i pfi vzniku
granulomatdznich procest (46). PfestoZe nase prace prokazaly pravdépodobny podil
TGF-B v patogenezi EAA (37), jeho konkrétni ulohy a pusobeni v ramci tohoto

onemocnéni nejsou znamy.

3.7.5 Interleukin-8
Protoze interleukin-8 (IL-8) ptisobi chemotakticky pfedevs§im na neutrofily, je fazen

do skupiny chemokinti, s ohledem na jeho slozeni konkrétné do skupiny ELR+
(obsahuje motiv Glu-Leu-Arg) CXC (podle aminokyselinovych zbytkl vlozenych
mezi cysteiny) chemokint. Je produkovan monocyty, T-lymfocyty, neutrofily, NK
bunkami, ale take endoteliemi, fibroblasty a buiikami epitelu. Produkce IL-8 neni
konstitutivni, indukuje ji IL-1 a TNF-a, dale bakterie, viry, bakteridlni
lipopolysacharid a produkty vird, ale i hypoxie. VaZe se na receptory CXCRI a
CXCR2, ale neni jedinym chemokinem, ktery prostfednictvim téchto receptorti spousti
signaliza¢ni kaskadu. Receptor CXCRI1 sdili s CXCL6 a receptor CXCR2 s CXCLI,
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6 a CXCLT7.
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Aktivity tohoto chemokinu jsou pfedevsim prozanétlivé a angiogenni. IL-8 je hojné
internalizovan endoteliemi, transcyt6zou prenesen na luminalni stranu endotelie a je
prezentovan neutrofilim. V disledku plsobeni na neutrofily se méni spektrum
integrint, selektind a jinych adhezivnich molekul na povrchu neutrofilu a neutrofily
adheruji k proteiniim extracelularni matrix. V rdmci neutrofili aktivuje IL-8
degranulaci a respira¢ni vzplanuti. Indukuje dale schopnost bazofilti adherovat k
endotelu a ovliviiuje T-lymfocyty. Spolecné s dalSimi chemokiny stimuluje migraci

endotelii, usnadfiuje ztratu adhezivity fibroblastt a ovliviiuje jejich migraci (47).

Vyssi hladiny IL-8 v BALTe byly popsany jak u nemocnych s IPF, tak u pacienti s
EAA (48). Vyssi hladiny IL-8 mohou korelovat s pokracujici expozici u nemocnych s
EAA (49).

3.7.6 Epitelialni neutrofily aktivujici protein-18
Epitelialni neutrofily aktivujici protein 78 (ENA-78, CXCL-5) patii téz do rodiny

ELR+ CXC chemokint. Stejné jako IL-8 pusobi pfedev§$im na neutrofily, ma i
angiogenni vlastnosti. Zdrojem ENA-78 jsou alveolarni epitelidlni buiiky, monocyty,

endotelie, fibroblasty a mezotelie (50) a receptorem je CXCR2.

3.7.7 CXCR2
Chemokinovy receptor CXCR2 ma nékolik ligandii — CXCL1, 2, 3, 5,6, 7a 8, CXCL38

buriky endotelu a epitel. Podili se jednak na aktivaci, migraci a respiranim vzplanuti
neutrofil®, ale také na angiogenezi nebo pfi rozvoji nadorového bujeni. Po vazbé
ligandu k receptoru CXCR2 dochazi k disociaci receptoru na o GTP
(guanosintrifosfat) podjednotku a By GTP podjednotku.

Alfa podjednotka inhibuje predevsim adenylyl cyklazu, coz vede k poklesu
intracelularni koncentrace cAMP (adenosinmonofosfatu) a poklesu aktivity CAMP
dependetnich kinaz. Aktivuje ale i GTPazy a Ras, coz vede dale k aktivaci
fosfatidilinositol-3-kinazy (PI3K). By podjednotka aktivuje take PI3K a fosfolipazy
PLCB2 a PLCP3, prostfednictvim kterych jsou aktivovany cytotoxické efektorové

funkce neutrofilti. PI3K spousti signalizaci ovliviiujici migraci neutrofilii a oxida¢ni
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vzplanuti. Mechanismem specifickym pro CXCR2 je napojeni receptoru na drahy PLC
B2 prosttednictvim scaffoldového proteinu (konkrétné Na+/H+ exchanger regulatory

factor 1 NHERF1), coz vede k ovlivnéni chemotaxe a migrace neutrofild.

Ptestoze je CXCR2 exprimovan i lymfocyty, jeho exprese t€émito bunikami nekoreluje
s radiologickym obrazem ani rozsahem postizeni u nemocnych s EAA (51). Navzdory
tomu muze byt tento receptor zajimavym v kontextu jednak s neutrofilni alveolitidou
pozorovanou v poc¢atcich onemocnéni a to zejména u pacientl, ktefi vyvinou obraz

ARDS, tak ve fazi fibrotické s ohledem na moznost ovlivnéni angiogeneze.

3.7.8 Vaskularni endotelialni riistovy faktor (VEGF)
Vaskularni endotelialni rustové faktory tvofi celou rodinu cytokinli — patfi do ni

VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D a PIGF. VEGF-A se podili ptedevs§im na
angiogenezi. Vyskytuje se v fad¢ isoforem s odliSnymi biochemickymi vlastnostmi a
riznym efektem na angiogenezi. Za fyziologickych podminek jsou rtzné isoformy
VEGF rizné rozmistény v extracelularni matrix a ptsobi na né mimo vazeb na
proteoglykany i tada inhibi¢nich faktort, napiiklad solubilni receptor pro VEGF
(SVEGF-R). K uvolnovani VEGF z téchto vazeb muze dochazet napf. G¢inkem
matrixovych metaloproteinaz, které mohou Stépit extracelularni matrix, samotny
VEGF nebo jeho inhibitory a tak regulovat G¢inek cytokinu. Exprese VEGF se mezi
jednotlivymi tkdnémi li$i a odrdZi potfebu angiogeneze v jednotlivych tkénich.
Receptory VEGF (VEGFR-1, 2, 3) jsou exprimovany vétsinou bunék s vyjimkou
VEGFR-3, ktery se nachazi pfedevsim na endotelu lymfatickych cév.

Exprese VEGF v plicni tkani je v ramci lidského organismu jedna z nejvyssich. VEGF
a jeho receptory byly identifikovany v alveolarnich epitelidlnich buiikach, bunikach
epitelu dychacich cest, buiikdch mesenchymu, hladkych buiikach dychacich cest a cév,
v makrofazich a v neutrofilech. Koncentrace VEGF v alveolu jsou cca 500x vyssi nez

v plazmé (52).

Prace Navarra et al. (53) ukazala, ze zatimco koncentrace VEGF v krvi nemocnych s
EAA je vys$i nez u zdravych dobrovolnikt,, v BALTe je signifikantné nizsi (54). V
plicni tkani nemocnych s EAA je VEGF exprimovan piedev§im epitelidlnimi

buiikami, buitkami hladké svaloviny a intersticialnimi makrofagy. Receptory pro
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VEGF byly prokazany na endotelu stfedné velkych a malych cév. Nase vyzkumy
ukazuji, ze efekt VEGF miiZe byt skute¢né spiSe proangiogenni nez profibroticky, a to
navzdory tomu, ze jeho koncentrace v BALTe nemocnych s IPF se nelisi vyznamné
od koncentraci u nemocnych s EAA. Patrné by mohl tento cytokin hrat Gllohu spise v

¢asnych fazich intersticialnich plicnich procesu (29).

To, ze zkoumani Glohy VEGF v patogenezi intersticidlnich plicnich procest véetné
EAA je klinicky signifikantni ukazuje napt. prace Mangoniho et al (55), podle které
inhibice VEGF (a v soucasné dob¢ se inhibitory tohoto cytokinu podavaji jak v 1é€bé
bronchogenniho karcinomu, tak prakticky i v 1é¢bé IPF-nintedanib) kombinovana se

zevnim ozafenim vyznamné zvysuje riziko fibrotického plicniho postizeni.

3.7.9 IP-10 (CXCL10), ITAC (CXCL11)
CXCL 10 a 11 patii do rodiny ELR- CXC chemokini, jejichZ exprese je stimulovana

riznou mirou interferony. Jsou ligandy receptoru CXCR3 a mohou pusobit jak
redundantné, synergicky, tak i antagonisticky. CXCL11 ma k receptoru nejvyssi
afinitu a jiz ve velmi nizkych koncentracich indukuje mobilizaci vapniku a chemotaxi.
Vazi se i na dalsi chemokinové receptory a také na glykosaminoglykany na povrchu
bunck nebo v extracelularni matrix, napf. na proteoglykany. Ve vyssich koncentracich
pusobi jako pfirozeni antagonisté receptoru CCR3 a exprese receptoru CCR3 miize
tedy ovlivnit i funkéni efekt téchto ligand. Pokud jeden z ligandid CXCR3 chybi,

nemuzZe byt beze zbytku nahrazen ostatnimi ligandy.

Dtlezitou tlohu maji CXCL10 a 11 v rozvoji Th1 bunééné odpovédi a v angiogenezi,
oboji mechanismy se mohou uplatnit i v patogenezi EAA. Aktivace pfirozenych
imunitnich mechanismti zahrnuje i aktivaci TLR a RNA helikaz a vede k produkci
interferont o a PB. Tyto interferony stimuluji produkci CXCL10 endotelem a
residencnimi buitkami poSkozené tkdné. CXCL10 atrahuje NK bunky a CD4+ T
lymfocyty, které po stimulaci antigenem produkuji interferon y. Interferon y pisobi na
residencni dendritické buiiky a tkdnové makrofagy, které produkuji CXCL10 (a také
CXCL9). Oba chemokiny piisobi chemotakticky na CD8+ cytotoxické lymfocyty. Ty
produkuji dalsi interferon vy, stimuluji residen¢ni buiiky k dalsi sekreci CXCL 9a 10 a
amplifikuji tak Th1 reakci.
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Produkce CXCLI11 je indukovana v nejvyssi mife prave interferonem vy a interferonem
B, slabé&ji interferonem o a TNF-a. Po stimulaci interferonem se k promotoru genu pro
CXCLI11 vaze heterodimer STAT1-STAT3, p56 a interferon regula¢ni faktor I.

Diilezita je mimo jiné synergie TNF-a a interferonu y na indukeci transkripce CXCL11.

Produkce CXCL10 je ovliviiovana pfedevsim interferonem v, slab¢ji interferony o a 8
a nejmén¢ TNF-a. Tento chemokin ma vliv na endotelie a fibroblasty, které
neexprimuji CXCR3 — dé&e se tak prostfednictvim vazby CXCLI0O na
glykosaminoglykany (56).

Dalo by se ptedpokladat, ze produkce CXCL10 a CXCL11 bude odrazet Th1 imunitni
odpovéd’, ktera je u nemocnych s EAA spojena s tvorbou vagné formovanych
granulomt a mlhovitych opacit v (sub) akutnich fazich onemocnéni (48). Rozsah
tohoto typu postizeni Ize pak kvantifikovat prostiednictvim HRCT hrudniku (viz nize).
Koncentrace chemokini CXCL10 a CXCL11 v BALTe u nemocnych s EAA ale s
rozsahem a typem postizeni detekovatelnym prostiednictvim HRCT nekoreluje,
pravdépodobné pro vyse zminénou Gcast chemokinli v mnoha mechanismech plicniho
postizeni (57). Bylo vSak prokazano, ze pacienti s plici chovateli ptaka a
radiologickym obrazem obvyklé intersticidlni pneumonie (UIP) maji v séru
signifikantné niZ§i koncentrace CXCL10 a ve tkani signifikantné niz8§i expresi
receptoru CXCR3 nez pacienti s radiologickym obrazem celularni nespecifické

intersticialni pneumonie (NSIP)/ organizujici se pneumonie (OP) (58).

3.7.10 CXCR3
Prosttednictvim receptoru CXCR3 signalizuje fada chemokinli — jsou to predevsim

ITAC (CXCL11), IP-10 (CXCL10) a MIG (monokine induced by gamma interferon,
CXCL9), dale i napt. PF-4 (platelet factor-4, CXCL4). Patifi mezi klasické
transmembranové receptory spojené s G proteinem a po stimulaci je exprimovan
pfedevS§im na aktivovanych T lymfocytech- pfedevS§im CD4+ T lymfocytech,
efektorovych CD8+ T lymfocytech, ale i na NK buinikach. Na neaktivovanych T
lymfocytech, B lymfocytech, monocytech a granulocytech je exprimovan téz, ale
slab&. Receptor CXCR3 existuje v n¢kolika variantach, které jak se zdd, maji rizny
biologicky efekt. CXCR3A je exprimovan piedevSim na epiteliich a potencuje
proliferaci buné¢k. CXCR3B byva nachazen na fibroblastech, endoteliich a epitelu a
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inhibuje migraci a apoptézu bunék. Varianta CXCR3-alt se vyskytuje v koexpresi s
CXCR3A apo vazbé CXCL11 stimuluje migraci bunék. Ligand CXCL4 se miize vazat
jen na variantu CXCR3B (59). Lokalizace variant receptoru ma mimo jiné vliv i na
angiogenezi. Bunky hladké svaloviny cév exprimuji prevazné¢ CXCR3A, zatimco
endotel CXCR3B. Chemokiny CXCL10 a CXCL11 tedy mohou vést jak k proliferaci

buné¢k hladké svaloviny cév, tak k potlaceni proliferace endotelu.

Sedesat az devadesat procent pamétovych T lymfocytii a 40 % pamétovych CD4+ T
lymfocytt exprimuje receptor CXCR3, stejné tak je nachazen na NK bunikach a NK T
buiikéch a patrné hraje dilezitou ulohu v jejich pfesunu do mista zanétu a poranéni.
Spole¢nym transkripnim faktorem Th1 bunék a cytotoxickych T lymfocyti je T bet,
ktery ptimo transaktivuje i CXCR3, a amplifikuje Th1 odpoved'.

Ulohu CXCR3 v patogenezi EAA prokézala napf. prace Nance S. et al. — definuje
CXCL10 a CXCL11 jako chemokiny atrahujici CXCR3+ CD4+ T lymfocyty do plicni

tkané, kde se podileji na tvorbé granulomda (60).

3.7.11 Eotaxin a CCR3
Eotaxin je konstitu¢né¢ produkovan alveolarnimi makrofagy a bronchialnimi

epiteliemi. Inducibilni produkce byla zaznamenana u alveolarnich makrofagi a
alveolarnich epitelidlnich bun¢k I a II typu. Plsobi prostfednictvim receptoru CCR3
(spolecné s chemokiny MCP-2, 3, 4 a RANTES), ktery je exprimovan eozinofily,
bazofily, Th2 lymfocyty, alveolarnimi makrofagy, endotelem a neutrofily
stimulovanymi interferonem y. Eotaxin se tak podili nejen na influxu eozinofild, ale i
neutrofild. Pisobi 1 angiogenné. Na alveolarni makrofdgy ma nejspise
nechemotakticky efekt, protoze ani pokud exprimuji CCR3, eotaxin na né
chemotakticky neptsobi. Zda se, ze eotaxin ma in vivo obdobné ucinky jako IL-4 a
IL-13 a opacény efekt nez IL-8 (61). Hladiny eotaxinu stoupaji s vékem. V BALTe
nemocnych s EAA jsou hladiny eotaxinu velmi nizké (54). Navzdory tomu exprese
CCR3 na CD4+ T lymfocytech BALTe pozitivné koreluje u nemocnych s EAA s
rozsahem fibrotického postizeni detekovanym prosttednictvim HRCT intersticidlniho

skore (51).

29



3.7.12 Wingless/integrase-1 (Wnt-1, Wnt-3)
Signalizac¢ni kaskada Wingless (Wnt) hraje dulezitou tlohu v embryogenezi, ale také

v regeneraci bunécného poskozeni. Dobie charakterizovany jsou tfi signalizacni
drahy: kanonicka (B-katenin dependentni) a dvé nekanonické. Wnt-1 a Wnt-3 jsou
¢leny rodiny Wnt ligandd, z niz kazdy hraje v pritbéhu vyvoje a repara¢nich pochodi
jinou ulohu (62). Bylo prokazano, ze Wnt-1 se podili v patogenezi IPF indukci exprese
Whnt-1 inducibilniho signaliza¢niho proteinu (WISP-1), ktery je vyrazné upregulovan
v plicich nemocnych s IPF (63). Ulohu hraje hlavné v ramci fibrogeneze, u nemocnych
s EAA nicméné studovan v minulosti nikdy nebyl, stejné tak jako Wnt-3, ktery
vykazuje vyznamny stupen homologie s Wnt-5, a podili se té¢Z na regulaci fibrogeneze

(64).

3.7.13 Matrixova metaloproteindza-7 (MMP-T)
MMP patii do skupiny enzymt, které se podileji na Stépeni extracelularni matrix, ale

1 dalSich substanci. MMP-7 je exprimovédna alveolarnim epitelem, fibroblasty a
mononukledrnimi fagocyty a jejim substratem jsou proteoglykany, laminin, elastin a
kolagen IV. typu (65). MMP-7 byla studovana pfedev§im u nemocnych s IPF (66),
mimo jiné jako prognosticky marker, protoze ptedevsim sérové koncentrace MMP-7
u nemocnych s IPF korelovaly pozitivné s nedobrou prognézou onemocnéni (67). U

pacientli s EAA prace zabyvajici se tlohou MMP-7 ve fibrogenezi chybi.

3.8 Klinicky obraz
EAA se mliZze manifestovat riznymi zplsoby, pribéh onemocnéni je velmi variabilni.

Odpoved’ na otazku, pro€ se priabeh onemocnéni u jednotlivych pacientti mize zasadné
lisit, jednozna¢né nebyla stanovena. N¢ekteti autofi se domnivaji, ze kli¢ muze lezet
Vv charakteru expozice (masivni versus nizké davky inhala¢niho antigenu), dob¢ trvani
expozice, v charakteru antigenu a slozeni smési inhala¢nich vyvolavateli nebo
v genetické predispozici. Mozné prubéhy EAA 1épe nez donedévna uzivané oznaceni
akutni, subakutni a chronicka charakterizuje pomyslna polopfimka, jejiZ nejzazsi
hranici predstavuje radiologicky a histopatologicky obraz obvyklé intersticialni

pneumonie (UIP). Na této polopiimce pak lze vytycit nékteré pomysiné milniky.
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Prvnim z nich je nejspiSe sensibilizace, charakterizovana laboratornim priikazem
specifickych IgG nebo sérovych precipitinii proti vyvolavajimu antigenu u

asymptomatickych exponovanych osob.

Akutni EAA je pak nejCastéji popisovana jako horecnaté onemocnéni s chiipkovymi
priznaky, rozvijejici se 4-12 hod po expozici. Protoze piiznaky odeznivaji za 24-48
hod, byvaji obtize Casto pfic¢itany virovému respiracnimu infektu. Radiologicky byva
syndrom popisovan jako prchavé infiltraty na skiagramu hrudniku, opacity mlé¢ného
skla (GGO, ground glass opacity) na HRCT hrudniku, pokud je provedeno, v BALTe
dominuji neutrofily. Onemocnéni mé sebelimitujici pribéh, je-li nemocny vytazen

Z expozice, obtize zcela mizi.

Zde se dostavame k dalsi nejasnosti v klinickém vyvoji EAA, neni totiz ziejmé, zda
opakované ataky akutni EAA vedou k rozvoji subakutni ¢i chronické EAA. Urcité to
tak neplati ani obracené, nelze fici, ze u vSech nemocnych s chronickou EAA lze

Vv anamnéze vystopovat pfedchozi akutni ataky EAA.

Subakutni EAA byva popisovdna méné alarmujicimi pfiznaky, nemocni mohou byt
subfebrilni, mohou hubnout, kaslou, trapi je duSnost rtizného stupné. Definice této
formy EAA je znacné neostra, a v poslednich pracich je o existenci podjednotky
subakutni EAA dokonce pochybovano (68). U nemocnych s chronickou EAA mohou
chybét systémové piiznaky, zejména teploty nebo anamnesticky udaj o zhorSeni obtizi
po expozici inhalaénimu antigenu, dominuje kaSel a dus$nost. Nemocni mohou mit
krepitus a paliCkové prsty, pokud je onemocnéni pokrocilé, mohou se rozvinout i

znamky cor pulmonale a pravostranného srde¢niho selhani.

Zakladem vyse uvedené klasifikace byly klinické pfiznaky, se kterymi nemocny
prichazi k 1€kafi. I kdyz by podle doporu¢enych postupti méla byt v soucasné dobe
opousténa, prace vznikala v ¢asti v dobé, kdy byla vySe uvedené diagmnosticka
kritéria platnd. Soucasna uroven poznani vedla ke zméné pfistupu k hodnoceni EAA
— zohlednéna by méla byt pfedevsim pfitomnost znamek fibrotizace plicni tkang,
protoze predstavuje pro nemocného dilezity aspekt ve volbé terapie a paralelné je

prognostickym ukazatelem (69, 70) (tabulka 2).

Z hlediska dalsiho 1é¢ebného piistupu k nemocnym je nezbytné specifikovat, zda

onemocnéni v ¢ase progreduje (tabulka 3).
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Tabulka 2. Klasifikace exogennich alergickych alveolitid

Dominuji mlhovité opacity,
centrilobuldrni noduly, mozaikova
perflze, air trapping, vyjimecné

konzolidace

Nefibroticka EAA Fibroticka EAA
Pribéh Vétsinou reverzibilni Miize byt castecné
onemocnéni reverzibilni

Mozna uprava ad integrum

Riziko progrese

Ptiznaky se objevuji v Casové

souvislosti s expozici (¢asto pii

expozici v zaméstnani)
Radiologicky Postizeni hornich a stfednich laloki | Postizeni hornich a
obraz stfednich laloku, baze

relativné usetfeny

Dominuje fibroza,
peribronchovaskularni
fibr6za, mozaikova
perflze, air trapping,
mohou byt

centrilobuldrni noduly

Histopatologicky

obraz

Obraz zanétlivy/bunécny

Lymfoplasmocytarni/mononuklearni

infiltraty

Peribronchialné vazané lymfocytarni

infiltraty
Viagné formované granulomy
Mnohojaderné obrovské burnky

Nespecificka intersticidlni

pneumonie

Obraz fibrozy

Podobny obvyklé
intersticialni

pneumonii

Podobny nespecifické
intersticialni

pneumonii

Peribronchialni fibroza
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Nespecificka a
neklasifikovatelna

fibroza
Mozna kombinace se
zanétlivym postizenim

jako u akutni formy

Tabulka 3 Definice progredujiciho fenotypu fibrotické EAA (70)

zahajenim lécby antifibrotiky

Hodnocené Fibroticka EAA
parametry
Relativni O alespon 10 % ve srovnani O alespon 5 % ve srovnani
pokles FVC | s ptedchozi hodnotou navzdory | s pfedchozi hodnotou navzdory
stavajicimu stavajicimu
individualizovanému lé¢ebnému | individualizovanému lé¢ebnému
postupu postupu
Dalsi nalezy | Nejsou potieba Soucasné zhorSovani
respiracnich symptomil a/nebo
zvétsovani rozsahu fibrotického
postiZeni plic
Interval Hodnoceno kdykoliv béhem Hodnoceno kdykoliv béhem
hodnoceni poslednich 24 mésict pred poslednich 24 mésict pred

zahajenim lécby antifibrotiky
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FVC — usilovna vitalni kapacita

Kromé¢ anamnézy a fyzikalniho vySetfeni jsou u nemocnych se suspektni EAA
provadény: imunologické vySetfeni, HRCT hrudniku, vySetfeni plicnich funkci,
bronchoskopie s bronchoalveolarni lavazi, transbronchialni biopsie, kryobiopsie nebo
chirurgicka plicni biopsie s histologickym vysetfenim vzorku ziskané tkan¢. Mozné

nalezy a jejich interpretace jsou popsany nize.

3.8.1 Anamnéza
Anamnestické tidaje je potfeba ziskat od nemocného podrobné a n€kdy i opakovang.

Udaj o vyskytu EAA u ostatnich rodinnych piislusnikti mize svédéit jak o genetické
predispozici, tak o stejném zdroji inhalacniho antigenu, kterému jsou postizeni jedinci
exponovani. Ve starSich pracech nékterych autort bylo uvadéno, ze EAA se Castéji
vyskytuje u nekuiéki, novéjsi prace zabyvajici se zejména farmarskou plici ukazuji na
obdobny vyskyt EAA u nemocnych s anamnézou nikotinismu i bez ni (71). Udaje o
farmakologické 1é¢b€ pomohou spise v diferencialni diagnostice, polékova EAA sice
popsana vV literatufe je, ale velice vzacné. Osobni anamnéza opét hraje roli spiSe
v diferencialni diagnostice. Nejdulezitéj§im stéipkem v mozaice diagnostiky
onemocnéni je expozice inhala¢nimu antigenu — pfi podezieni na EAA je nutno vyptat
se nemocného podrobné na pracovni anamnézu (kde pracuje, co vramci svého
zaméstnani presné provadi, vhodné cilené se ptat 1 na klimatizaci nebo zvlhCovace
vzduchu na pracovisti), socidlni anamnézu (kde bydli, zda je dim suchy, zda se
nevyskytla v byté pacienta plisen, jaké ma lizkoviny, zda nema vifivku, saunu,
klimatizaci, zvlhc¢ovac vzduchu, co je v okoli bydlisté — napt. farma, obchod se zvitaty,
chov ptactva, jakd zvifatka nemocny piipadné doma chovd) a koniCky pacienta
(plavani, zahrada-skleniky, chov ptactva nebo jinych zvitat apod). O tom, Ze anamnéze
pacienta je opravdu velice diilezitad svéd¢i tdaje fady autort, kteifi se zabyvali revizi
diagnézy u nemocnych s anamnézou IPF — az u 20 % pacientti z této skupiny byla

diagnoza revidovana jako chronicka EAA (3). Vhodné je i pouziti strukturovanych

dotazniki, aby nebyly opominuty zadné potencidlni zdoje expozice (68). Na druhé
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stran¢ az u 20 % nemocnych, kde vysledky paraklinickych vysetieni pro EAA svéd¢i,

neni ani po opakovaném odebrani anamnézy zdroj expozice ziejmy (72).

3.8.2 Laboratorni vysSetieni
Laboratorni vySetieni, kterd se provadéji u nemocnych s EAA, slouzi k:

1. kvylouceni jinych pfic¢in intersticialniho plicniho postizeni (systémové
choroby pojiva, imunodeficity) v ramci diferencialni diagnostiky

2. ovéfeni, ze anamnesticky udévand expozice je skutecné vyvolavajicim
faktorem onemocnéni

3. pomocné vysetfeni, pokud zdroj expozice neni znadm

Bod jedna je zdkladem vySetieni u vSech nemocnych s intersticidlnim plicnim
postizenim, byva doporuceno screeningoveé vysetfit autoprotilatky a alespon zakladni
parametry humoralni imunity (hladiny sérovych imunoglobulint). Body dva a tfi jsou

specifické pro EAA, proto budou déle rozvedeny.

Ad 2: Do této skupiny testl lze zatadit expozicni testy (inhalacni a kozni) a test
blastické transformace lymfocyti po stimulaci suspektnim vyvolavajicim antigenem.
Expoziéni testy nejsou v CR pouzivany, a to ani pokud se jedna u pacienta o podezieni
na nemoc z povolani. Kozni testy byly zkouseny v zahrani¢i hlavné v letech 80. a 90.,

nyni lze sledovat piklon spise k testim inhala¢nim (73, 74).

Ad 3: Pavodni metoda, ktera slouzila k detekci protildtkové odpovedi po opakované
expozici inhalaénimu antigenu, byl prikaz tzv. precipitini Ouchterlonyho metodou.
Tato metoda je v n€kolika modifikacich dale vyuZzivana i v soucasnosti — jedna se o
radialni imunodifiizi. Casto je pouzivina ELISA (enzyme linked immunosorbent
assay), kterou lze detekovat protilatky ve tfidé IgG, novéji vyuzivaji néktefi autofi

Western blot (75).

3.8.3 HRCT hrudniku
Pocitacova tomografie hrudniku s vysokou rozliSovaci schopnosti (HRCT) je jednim

z pilifG vySetfeni u nemocnych s intersticialnimi plicnimi procesy. Radiologickym

obrazem u jednotlivych forem onemocnéni byva:
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Nefibrotické formy: opacity mlécného skla, mosaikova perfize, spise v hornich
lalocich, centrilobularni a peribronchialni noduly do priméru 5 mm, organizujici se
pneumonie (OP). HRCT nalez lze popsat jako typicky pro EAA a kompatibilni

s EAA (tabulka 4, obrazek 1, 2 - ptiloha).

Tabulka 4 Pocitatova tomografie s vysokou rozliSovaci schopnosti u nemocnych

s nefibrotickou EAA

HRCT obraz | Typicky pro EAA Kompatibilni s EAA

Popis -minimalné jedna HRCT | -nespecifické nalezy popsané u
abnormalita svédc¢ici pro | nemocnych s EAA

infiltraci parenchymu

-minimalné jedna HRCT
abnormalita svédcici pro
postiZzeni malych

dychacich cest

-difuzni distribuce

Odpovidajici HRCT obraz infiltrace Postizeni parenchymu:
radiologicky parenchymu: ) ] )
-jemné mlhovité opacity
obraz . .
-mlhovité opacity .
-konzolidace

-mozaikova perflize

-cysty
HRCT obraz postizeni

malych dychacich cest:

-neostfe ohrani¢ené

centrilobularni noduly
-air trapping
Distribuce zmén:

-difuzni postizeni Distribuce zmén:
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-difuzni, n€kdy s dominantnim
postizenim dolnich plicnich poli

nebo peribronchovaskularné

Fibrotické formy: mohou perzistovat centrilobuldrni a peribronchialni noduly, ale
neni podminkou. Retikulonodulace, vostina, mize byt v kombinaci s air-trappingem
a emfyzémem ¢i s vySe popsanymi noduly. Vostina a retikulonodulace mohou
dominovat bazalné, obvykle ale byvaji spisSe v hornich lalocich. HRCT nélez lze
popsat jako typicky pro EAA, kompatibilni s EAA a nevylucujici EAA (tabulka 5,
obrazek 4, 5 -pfiloha).

Tabulka 5 Pocitac¢ova tomografie s vysokou rozliSovaci schopnosti u nemocnych

s fibrotickou EAA

HRCT Typicky pro Kompatibilni s EAA Nevylucujici
obraz EAA EAA
Popis -HRCT obraz -lisi se bud’ charakter -jakykoliv
plicni fibrozy nebo distribuce zmén od | obraz, ktery
S niZe popsanou | obrazu typického pro neni ani
distribuci zmén EAA typicky, ani
-minimalné jeden | -pfitomny zmény kompatibilni
nalez sveédcici sveédcici pro postiZzeni SEAA
pro postizeni malych dychacich cest
malych
dychacich cest
Odpovidajici | HRCT obraz HRCT obraz: HRCT obraz:
radiologicky | plicni fibrozy: uIp up

obraz )
-nepravidelné .
-rozsahlé mlhovité
linearni opacity, )
] opacity a znamky
distorze
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architektoniky,
trak¢ni
bronchiektazie,
vostina (neni

dominantni)
Distribuce:
-ndhodna

-predominance
ve stiednich

polich

-relativné
uSeteny bazalni

partie plic

HRCT obraz pri
postizeni malych

dychacich cest:

-neostie
ohranicené
centrilobularni
noduly a/nebo

mlhovité opacity

-mozaikova
perfize, ostie
ohranicené
oblasti

s mlhovitymi
opacitami, ostie
ohranicené
okrsky

konzolidaci a

mirného fibrotického

postizeni

Distribuce:

-peribronchovaskulérné,

subpleuralné

-predominance v hornich

plicnich polich

HRCT obraz pri postizeni
malych dychacich cest:

-neostie ohranicené

centrilobuldrni noduly

-mozaikova perfiize,
ostfe ohrani¢ené oblasti
s mlhovitymi opacitami,
ostie ohranicené okrsky
konzolidaci a ostie
ohranicené okrsky
parenchymu obvyklého
vzhledu a/nebo air
trapping (lobularni

distribuce)

pravdépodobna

ulP

-neurceny

obraz pro UIP

-fibroticka
NSIP

-organizujici se

pneumonie

-neurdita

fibroza
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ostie ohrani¢ené
okrsky
parenchymu
obvyklého
vzhledu a/nebo
air trapping
(lobularni

distribuce)

UIP — obvykla intersticidlni pneumonie, NSIP — nespecificka intersticialni

pneumonie

Vyjimeénymi u nemocnych s EAA nejsou ani radiologické znamky emfyzému.
Byva popisovan piedevSsim u nemocnych s farmarskou plici a u pacientt

s anamnézou nikotinismu, rozsah miize byt velmi variabilni.

Lze tedy fici, ze u nemocnych s EAA se mizeme setkat prakticky s jakymkoliv
radiologickym obrazem, kterym je popisovan obraz intersticidlniho plicniho
postizeni na HRCT hrudniku — vidame nespecifickou intersticialni pneumonii
(NSIP), obvyklou intersticialni pneumonii (UIP), deskvamativni pneumonii (DIP),

organizujici se pneumonii (OP).

3.8.4 Vysetreni plicnich funkci
Funkéni vySetfeni slouzi k posouzeni miry postiZeni plicniho parenchymu. V ¢asnych

fazich onemocnéni mohou byt plicni funkce véetné transfer faktoru pro oxid uhelnaty
(TLco) zcela v normé. Stejn¢ tak u nekterych jedinci exponovanych organickym
inhala¢nim antigenim miiZe byt patrna subklinicka lymfocytarni alveolitida, ale zcela
normalni plicni funkce. U nemocnych s EAA se miZzeme setkat s restrik¢ni, obstrukéni
i kombinovanou ventila¢ni poruchou. Obstruk¢éni ventilaéni porucha odpovida
postizeni nejen plicniho parenchymu, ale i dychacich cest — zejména perifernich
bronchiold.  Cast&ji je i bronchialni  hyperreaktivita  prokazatelna
bronchoprovokaénimi testy s metacholinem (u 22-60 % nemocnych), zvlasté u

nemocnych s farmaiskou plici. Funkéni vySetfeni je dilezité mimo jiné i pro
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posuzovani efektu 1é¢by a k monitoraci vyvoje onemocnéni v ¢ase. Je zajimavé, ze
zatimco u nemocnych s farmatskou plici v ¢ase dospéj€ k ireverzibilni obstrukéni
ventilani poruse a snizenému TLco, u nemocnych s plici chovatelti ptaki vidame

spise restrik¢ni ventila¢ni poruchu (76, 77).

3.8.5 Bronchoskopie s bronchoalveoldarni lavazi
Uloha bronchoskopie a BAL u nemocnych s EAA je spie diferencialné diagnosticka.

U akutnich, nefibrotickych forem byva v BALTe dominantni procentudlni zastoupeni
neutrofili. Protoze v této fazi ale BAL indikovana nebyva, Castéj$im nalezem u
pacientll se subakutnimi formami mize byt vyssi procentualni zastoupeni lymfocytl
v BALTe (25-50 % dle n¢kterych autortl). Lymfocytozu vidame Castéji pti soucasném
HRCT obrazu centrilobuldrnich nodult a mlhovitych opacit, u chronickych forem
EAA muze lymfocytéza chybét a rozpocet bunck v BALTe se muze blizit i normé
(78). Dalsi vliv na procentualni zastoupeni bunék v BALTe ma ¢asovy interval, ktery
ubéhl mezi expozici a provedenim BAL, vék nemocnych a nikotinismus. Obdobné
faktory patrné ovliviuji i zastoupeni CD8+ T lymfocyti v BALTe - v literatufe se
Casto setkdvame s nazorem, Ze pro EAA je charakteristicky pomér CD4+:CD8+ T
lymfocytlh < 1. Neni tomu tak zdaleka ve vSech pfipadech, opét zavisi na formé
onemocnéni, u fibrotickych forem mohou hodnoty poméru nékdy 1 stoupat. ZvySené
hodnoty jsou téz udavany specificky pro nékteré antigeny, napi. M. avium u

nemocnych s tzv. hot tub lung (79).

U nemocnych s pokracujici expozici inhalacnimu antigenu je popisovano vyssi
procentualni zastoupeni zirnych bunék a plasmatickych bunék. Makrofdgy mohou byt

penovité.

3.8.6 Histologie
Zatimco u akutnich nefibrotickych forem onemocnéni sohledem na jejich

sebelimitujici pribeh Casto nebyva biopsie s histologickym vysetienim ziskané tkané
indikovana, u fibrotickych forem je zejména od chirurgické plicni biopsie upousténo
pro riziko akutni exacerbace procesu. V diferencialni diagnostice hraje v téchto
ptipadech hlavni ulohu IPF, kde v€k nad 65 let a postizeni plicnich funkei, zejména

nizka TLco, pfedstavuje pro nemocné nezanedbatelné rostouci riziko mortality.
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V posledni dobé je stale Castéji vyuzivana technika kryobiopsie, ktera umoziuje ziskat
reprezentativni vzorek plicni tkdné i u nemocnych s vysokym rizikem chirurgické

plicni biopsie (80).

Stejné jako radiologicky obraz je velmi variabilni, histologicky se u EAA miizeme
setkat prakticky se vSemi obrazy charakterizujicimi intersticialni plicni procesy —
NSIP, UIP, OP, DIP, DAD, v kombinaci s granulomy a emfyzémem (81, 82) (tabulka
6, 7).

Tabulka 6 Histologicky obraz u nemocnych s nefibrotickou EAA

Typicka EAA

Pravdépodobna EAA

Nevylucujici EAA

Minimdlné v jednom
vzorku pritomny vsechny

7 typy zmén:

1. bunécna intersticialni
pneumonie
-bronchiolocentricka
-vzorec bunééné NSIP

-s pfevahou lymfocytl

2. bunéénd bronchiolitida
-S prevahou lymfocytt,
fokalni peribronchialni
lymfoidni agregaty

S germinalnimi centry
-vzorec organizujici se
pneumonie s Massonovymi
télisky

-p€novité makrofagy

v alveolech

3.neostie ohranicené

nenekrotizujici granulomy

Minimdlné v jednom
vzorku pritomny 2 typy

zmen:

1.bunécna intersticialni
pneumonie
-bronchiolocentricka
-vzorec bunééné NSIP
-s pfevahou lymfocytt
2.bunécna
bronchiolitida

-S pfevahou lymfocytu,
fokalni peribronchialni
lymfoidni agregaty

S germinalnimi centry
-vzorec organizujici se
pneumonie

S Massonovymi télisky
-p€novité makrofagy

v alveolech

Minimdlnée v jednom
vzorku pritomna jedna

ze Zmen.

1.bunécna
intersticialni
pneumonie nebo
bunécna bronchiolitida
2.bunétna NSIP
3.organizujici se
pneumonie
4.peribronchiolarni
metaplazie bez
znamek fibrotické

EAA
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- shluky epiteloidnich
a/nebo mnohojadernych

bunék

-lokalizace

V peribronchiolarnim
intersticiu, alveolech,
soucasné miize byt
organizujici se pneumonie

S Massonovymi télisky

V bioptickéem materialu V bioptickéem materialu | V bioptickém
nejsou znamky: nejsou znamky: materialu nejsou
-dominujicich -dominujicich Zndmky:
plazmatickych bun¢k nad | plazmatickych bunék -dominujicich
lymfocyty nad lymfocyty plazmatickych bunék
-rozsahla lymfoidni -rozsahla lymfoidni nad lymfocyty
hyperplazie hyperplazie -rozsahla lymfoidni
-rozsahlé dobte formované | -rozsahlé dobie hyperplazie
sarkoidni granulomy formované sarkoidni -rozsahlé dobfie
a/nebo nekrotizujici granulomy a/nebo formované sarkoidni
granulomy nekrotizujici granulomy | granulomy a/nebo
-cizi télesa -cizi télesa nekrotizujici
granulomy

-cizi télesa

NSIP — nespecifickd intersticidlni pneumonie

Histologicky obraz lze popsat jako typicky pro EAA, pravdépodobnd EAA a
nevylucujici EAA.
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Tabulka 7 Histologicky obraz u nemocnych s fibrotickou EAA

Typicka EAA

Pravdépodobnia EAA

Nevylucujici EAA

V jednom vzorku
soucasné znak 1 nebo 2 a

znak 3:

1.chronicka fibrotizujici
intersticialni pneumonie
-distorze architektoniky,
fibroblastické fokusy +

subpleuralni vostina

-fibrotickd NSIP

2.broncho (bronchiolo)
centricka fibroza
+ peribronchiolarni

metaplazie
+pfemost’ujici fibroza

3.neostie ohrani¢ené
nenekrotizujici
granulomy

+ bunécna intersticialni

pneumonie
+ bunécna bronchiolitida

+ organizujici se

pneumonie

V jednom vzorku

soucasné znak 1 nebo 2:

1.chronicka fibrotizujici
intersticialni pneumonie
-distorze architektoniky,
fibroblastické fokusy +

subpleuralni vostina

-fibrotickd NSIP

2.broncho (bronchiolo)
centricka fibroza

+ peribronchiolarni
metaplazie
+pfemost’ujici fibroza
+ bunécnd intersticialni
pneumonie

+ organizujici se

pneumonie

+ buné¢éna bronchiolitida

Jakykoliv
Z nasledujicich znakii

v jednom vzorku:

1.chronicka
fibrotizujici
intersticialni
pneumonie

-distorze
architektoniky,
fibroblastické fokusy +

subpleuralni vostina
-fibroticka NSIP

+ buné¢na intersticialni
pneumonie

+ organizujici se

pneumonie

+ bunécéna

bronchiolitida
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V bioptickém materidlu

nejsou znamky:

-dominujicich
plazmatickych bunék nad
lymfocyty

-rozsahla lymfoidni
hyperplazie

-rozsahlé dobfte
formované sarkoidni
granulomy a/nebo
nekrotizujici granulomy

-cizi télesa

V bioptickem materidlu

nejsou znamky:

-dominujicich
plazmatickych bunék nad
lymfocyty

-rozséhla lymfoidni
hyperplazie

-rozsahlé dobfie
formované sarkoidni
granulomy a/nebo
nekrotizujici granulomy

-cizi télesa

V bioptickem materialu

nejsou znamky:

-dominujicich
plazmatickych bunék
nad lymfocyty
-rozséhla lymfoidni
hyperplazie
-rozsahlé dobfte
formované sarkoidni
granulomy a/nebo
nekrotizujici
granulomy

-cizi télesa

NSIP — nespecificka intersticidlni pneumonie

3.8.7 Diagnosticka kritéria EAA (tabulka 7)

Tabulka 7 Diagnosticka Kkritéria exogenni alergické alveolitidy

Nefibroticka EAA | Fibroticka EAA
Anamnéza expozice inhala¢nimu | +/- +/—
antigenu
Krepitus +/— +
Transfer faktor ! !
Vyssi procentualni zastoupeni + +/—
lymfocyth v BALTe (>20 %
kuraci, >30 % nekufaci)
BALTe CD4/CD8 ! l/morma/t
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Radiologicky obraz (HRCT) Centrilobularni Centrilobularni
noduly, mlhovité noduly,
opacity, mozaikova . )
mlhovité opacity,
perfiuze, kondenzace ) )
mozaikova perfuze,
kondenzace, zesileni
intersticidlnich sept,
trak¢ni bronchiektazie,

vostina, emfyzém

Histologicky obraz Granulomy, OP, Granulomy, OP,
NSIP NSIP, UIP, CPFE

BALTe - tekutina ziskana bronchoalveoléarni lavazi, HRCT- pocitacova tomografie
s vysokou rozliSovaci schopnosti, OP -organizujici pneumonie, NSIP - nespecificka
intersticialni pneumonie, UIP - obvykla intersticialni pneumonie, CPFE - syndrom

kombinace fibrozy a emfyzému.

3.9 Lécba EAA
V prvni fad¢ je tteba nemocnému vysvétlit podstatu jeho onemocnéni a motivovat jej

ke spolupraci pti 1é€beé. Pokud Ize identifikovat vyvolavajici inhala¢ni antigen, mél by
byt odstranén z Zivotniho prostfedi pacienta. Nemocny by mél byt poucen, Ze pfi
dal$im styku s vyvolavajicim antigenem dojde velmi pravdépodobné k relapsu
onemocnéni a ke zhorSeni plicnich funkci. Nékdy je nezbytné zamezit kontaktu s celou
skupinou antigen (holubafskd plice - péfové lizkoviny apod.). U nemocnych
s akutnim nebo subakutnim onemocnénim ma obvykle zamezeni dal§i expozice
pomérné promptni efekt, obecné lze fici, ze ¢im bouflivejSimi ptiznaky je rozvoj
onemocnéni provazen, tim pravdépodobnéji povede zamezeni expozice k Ustupu
pfiznak. U nemocnych s pozvolnym ndstupem obtizi nevede obvykle zamezeni
expozice K jejich ustupu, zvlasté jsou-li jiz rozvinuty fibrotické zmény. Pokud

zamezeni expozice nelze docilit odstranénim zdroje inhala¢niho antigenu (farmatska
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plice), je dobré pacienta edukovat alespoit 0 moznych zpusobech redukce expozice
(napf. pfi zpracovani cukrové titiny dosSlo kvili riziku bagasézy ke zméné celého
postupu — pytle s titinou by mély byt otevirany pod vodou, zménil se systém

zpracovani i ventilace).

Jedinou obecné doporuc¢ovanou farmakologickou 1écbou je systémova kortikoterapie.
U nemocnych s akutni formou onemocnéni nepiinasi systémova kortikoterapie
vyraznéjsi benefit, pokud jako kontrolni skupinu pouzijeme taktéz pacienty s akutni

EAA, ktefi zamezili dal$i inhala¢ni expozici vyvolavajicimu antigenu (83).

U pacientii s nefibrotickym onemocnénim lze doporucit systémovou kortikoterapii
v davce 0,5 mg prednisonu na kg hmotnosti. Po stabilizaci stavu pacienta je vhodné
davku snizovat, nicméné v literatufe neni dostupnd zadné prace zabyvajici se rychlosti,
jakou by meély byt kortikosteroidy detrahovany a dobou, po kterou by mély byt
podavany. Nékteré prace doporucuji systémovou kortikoterapii nepodavat déle nez 4
tydny, protoze se neprokdzalo, Ze by déle podavana lécba piedstavovala pro nemocné
jakykoliv benefit. Systémova kortikoterapie urychluje Ustup obtiZi pacienta (u
akutnich a subakutnich forem), mimo to prace Kokkarinena et al. naznacuje, ze u
pacientdl 1é¢enych zpocatku kortikoterapii (pro akutni a subakutni EAA) byl v Case

pozorovan méné Casty piechod do fibrotické faze onemocnéni (84).

U nemocnych s progredujicim plicnim postizenim je nutno zvazit, zda byl skute¢né
identifikovan vyvolavajici antigen a odstranén z Zivotniho prostfedi nemocného.
Pokud je samotna systémova kortikoterapie bez efektu, je mozné zvazit kombinovanou
imunosupresivni 1€¢bu, je vSak nutno brat na ztetel, Ze klinicka data o efektivité tohoto
postupu chybi. Stejné¢ tak mulze byt zvazena v individualnich ptfipadech lécba
inhala¢nimi bronchodilatancii nebo inhalacnimi kortikosteroidy, s cilem ovlivnéni

postiZzeni v oblasti dychacich cest.

U pacientt s fibrotickym plicnim postizenim na podkladé EAA je optimalni 1écebny
postup otazny. Systémova kortikoterapie nemiva velky efekt, a 1 kdyZ onemocnéni
Vv Case pravdépodobné progreduje pomaleji nez napi. IPF, jednd se o prognosticky

vyznamny negativni ukazatel (85).

Pokud navzdory kortikoterapii onemocnéni progreduje a dojde k rozvoji respiracni

insuficience, méla by byt u pacienta zvdzena dlouhodobd domdci oxygenoterapie.
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Uloha fyzioterapie neni u nemocnych s EAA jasna. Vybrani pacienti s chronickym

ireverzibilnim plicnim postizenim mohou byt kandidaty plicni transplantace.

3.10 Prognéza
Prognéza EAA je velmi variabilni. U ¢asti nemocnych onemocnéni prob&hne

Vv podobé jedné nebo vice epizod a po identifikaci vyvolavajiciho agens a zamezeni
dalsi expozice dochazi k tpravé ad integrum. Protipdl piedstavuji nemocni, u kterych
se onemocnéni manifestuje plizive, v dobé diagnozy jsou znamky fibrotizace plicniho
parenchymu a onemocnéni progreduje navzdory zamezeni dal§i expozice
vyvolavajicimu agens. Za prognosticky nejzavaznéjs$i je povazovana piitomnost
trakénich bronchiektazii, vostiny a retikulaci dle HRCT hrudniku. Prvni dva obrazy
jsou i dobrymi prediktory mortality nemocnych s EAA. Z pohledu patologa jsou

Vv

bronchiolocentrické fibrozy (86, 87).
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4. Jednotlivé cile vyzkumu: zpiisob FeSeni

4.1 Vztah radiologického obrazu onemocnéni s klinickymi parametry

Do studie bylo zafazeno 14 nemocnych s EAA, u 7 se jednalo o subakutné probihajici
onemocnéni, u 7 o chronickou formu. Pacienti podstoupili v pribéhu diagnostického
programu BAL s naslednym cytologickym a cytometrickym vySettenim BALTe a
HRCT hrudniku. Charakter a rozsah postizeni na HRCT byl kvantifikovan pomoci
HRCT skorovani — rozsahu zéanétlivych zmén odpovidalo HRCT alveolarni skore,

rozsahu fibrotickych zmén pak HRCT intersticialni skore.

Prokéazali jsme, Ze pacienti s normalnim pomérem CD4+/CD8+ T lymfocyti v BALTe
méli signifikantné vys$si HRCT intersticialni skore, tedy vyraznéjsi fibrotické plicni
postizeni. Naopak u pacientl s vyS§im procentudlnim zastoupenim lymfocyti
v BALTe bylo prokazano vyssi alveolarni HRCT skoére svédc¢ici pro vyssi podil

zangtu, a to hlavné u osob s pokracujici expozici vyvolavajicim inhalaénim antigeniim.
Reference v priloze:

e Sterclova M, Vasakova M, Dutka J, Kalanin J. Extrinsic allergic alveolitis:
comparative study of the bronchoalveolar lavage profiles and radiological
presentation. Postgrad Med J 2006; 82: 598-601.

4.2 Porovndni chemokinového prostfedi v BALTe pacienti s EAA a pacienti se

sarkoiddzou a IPF

Pacienti s chronickou EAA se priibéhem svého onemocnéni 1isi od pacientli s akutnimi
formami onemocnéni. Zatimco akutni formy byvaji spojovany s Thl cytokinovym
milieu, u pacientd s fibrotickym plicnim postizenim nalézdme spiSe Th2 cytokinové
prostiedi. Fibrogeneze byva asociovana také i S angiogenezi — procesem, Vv kterém
hraji dulezitou ulohu angiogenni chemokiny (napf¥. IL-8, VEGF, ENA-78) a jejich
receptor CXCR2. Protikladem jsou chemokiny angiostatické (napt. IP-10, I-TAC) a
jejich receptor CXCR3.

Do studii bylo zahrnuto 22 pacienti se sarkoidozou, 16 pacientli s EAA a 8§ nemocnych
s IPF. Nemocni podstoupili v pribéhu diagnostického programu bronchoalveolarni
lavaz, vysetieni plicnich funkci a HRCT vySetfeni hrudniku. Tekutina ziskand BAL
byla vysetfena cytologicky, pritokovou cytometrii (se stanovenim exprese CXCR3,
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CXCR2aCCR3naCD4 +T lymfocytech v BALTe) a byly v ni stanoveny koncentrace
vybranych chemokint (IL-8, VEGF, ENA-78, IP-10, I-TAC). Vysledky uvedenych
vysetieni BALTe byly porovnavany s HRCT obrazem a klinickou manifestaci

onemocnéni.

Prokazali jsme, Ze zastoupeni chemokini v BALTe u nemocnych s chronickou EAA
se vyznamné neodliduje od zastoupeni chemokinti v BALTe nemocnych s IPF. Uloha
chemokint se ale mize u obou onemocnéni odlisovat - u EAA lze IL-8 povazovat za
pravdépodobny marker kontinudlni expozice vyvolavajicim agens, ENA-78 mtze byt
povazovana za marker reverzibility plicniho postizeni a VEGF ma spiSe angiogenni

nez profibroticky efekt a hlavni roli pravdépodobné hraje v casnych fazich EAA.
Exprese CXCR3 na CD4+ T lymfocytech BALTe u nemocnych s EAA koreluje

s rozsahem zanétlivych zmén dle HRCT hrudniku, coz dale podporuje myslenku, Ze

v riznych fazich onemocnéni se na plicnim postizeni podili riizné mechanismy.

Reference v priloze:

e Sterclova M, Vasakova M, Metlicka M, Pavlicek J, Kolesar L, Striz I.
Angiostatic versus angiogenic chemokines in IPF and EAA. Respiratory
Medicine 2009; 103: 1651-1656.

e Sterclova M, Vasakova M, Pavlicek J, Metlicka M, Krasna E, Striz I.
Chemokine receptors in a regulation of interstitial lung fibrosis and
inflammation. Exp Lung Res 2009; 35:514-523.

e Vasakova M, Sterclova M, Kolesar L, Slavcev A, Pohunek P, Sulc J, Skibova
J, Striz 1. Bronchoalveolar lavage fluid cellular characteristics, functional
parameters and cytokine and chemokine levels in interstitial lung diseases.
Scand J Immunol 2009; 69: 268-274.

4.3 Prakaz vlivu solubilnich faktorad v BALTe na bunky podilejici se na procesu

fibrogeneze

Do studie bylo zafazeno 11 pacientl s chronickou EAA a 7 s IPF. Pacienti v dob¢

stanoveni diagnozy podstoupili BAL, ze ziskané tekutiny byly odstranény burky a pak
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byla vyuzita k dal$im experimentim. Dale byl u zafazenych nemocnych kvantifikovan
rozsah postizeni s pomoci HRCT skorovani. Tekutina ziskand BAL byla aplikovana
k buné¢nym kulturam lidskych alveolarnich epiteli II typu (A549), k bunééné kultuie
lidskych fibroblasti (hFL) (obr. 5) a ke kultufe primarnich lidskych plicnich
fibroblastd (pFL). Nasledné byla stanovena proliferace takto exponovanych bun¢k a
hodnoty byly korelovany s klinickymi daty nemocnych. Prolifera¢ni index hFL
exponovanych BALTe nemocnych s EAA negativné koreloval s alveolarnim HRCT
skore téchto nemocnych. Proliferatni index pFL pozitivné koreloval s HRCT
intersticidlnim skore nemocnych s EAA. Prolifera¢ni index A549 pozitivné koreloval

s vékem nemocnych s IPF.

Z bunéénych kultur pFL exponovanych BALTe nemocnych s EAA a IPF byl odebran
supernatant, a nasledné¢ v ném byly stanoveny metodou ELISA koncentrace Wnt-1,
Wnt-3 a MMP-7. Kontrolni skupina bun¢k byla exponovana kultivaénimu médiu a

kultivaénimu médiu obohacenému o TGF-beta.

Vysledky naznacuji, Ze expozice primarnich lidskych fibroblasti BALTe pacienti
s EAA aIPF signifikantné zvySuje produkci MMP-7 témito buiikami. Vliv na produkci
MMP-7 ma predevSim vé€k a rozsah zanétu (dle HRCT hrudniku — alveolarni skore) u

jednotlivych nemocnych.

Reference:

e Sterclova M, Paluch P, Fernandez IE, Heinzelmann K, Eicklberg O, Vasakova
M. Change of primary lung fibroblasts (pFL) characteristics upon stimulation
with broncholaveolar lavage fluid od patients with interstitial lung diseases.
Poster, WASOG meeting 2014, Kusadasi, Turecko.

e Sterclova M, Paluch P, Heinzelmann K, Eickelberg O, Vasakova M. Change
of A549 cells characteristics upon stimulation with bronchoalveolar lavage
fluid of patients with interstitial lung diseases. Eur Respir J 2014; 44 (Suppl
58): P3745. Abstrakt.

e Sterclova M, Heinzelmann K, Fernandez IE, Paluch P, Skibova J, Eickelber O,
Vasakova M. Role of Wnt-1, Wnt-3 and MMP-7 in fibrotic response in
extrinsic allergic alveolitis and idiopathic pulmonary fibrosis. Eur Respir J
2015; 46 (Suppl 59): PA3838. Abstrakt.
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4.4 Bunky ziskané BAL u nemocnych s EAA si mohou zachovavat vlastnosti

odpovidajici formé onemocnéni

Do studie bylo zahrnuto 6 nemocnych s EAA a 10 s IPF. V dob¢ stanoveni diagnozy
pacienti podstoupili bronchoalaveolarni lavdaz - 10 ml ziskané tekutiny bylo
centrifugovano, a po odsati supernatantu a promyti byly bunky resuspendovany v 2 ml
Cerstve piipravené kryoprezervaéni smési (RPMI 1640, 20 % FCS, 10 % DMSO) a ve
specidlni komulrce zamrazeny pii -80°C. Pacienti dale absolvovali v dob¢é stanoveni
diagnézy HRCT hrudniku a vySetfeni plicnich funkci. Pro ucel studie byly bunky
rozmrazeny, viabilita bun€k byla stanovena pomoci trypanové modii a bunky byly
péstovany v kultivacnich mediich rizného slozeni (obr.6). Prolifera¢ni schopnost
bunck byla posuzovéna BrDU testem. Prolifera¢ni schopnost bun¢k byla korelovdna
s klinickymi daty nemocnych (procentudlni zastoupeni bun¢k v BALTe, HRCT skore,

plicni funkce).

Byla prokazana negativni korelace mezi HRCT alveoldrnim skore a proliferacni
kapacitou BALTe bun¢k u nemocnych s EAA a pozitivni korelace mezi proliferacni

schopnosti bun¢k a procentualnim zastoupenim eozinofilt v BALTe.

Reference:

e Sterclova M, Heinzelann K, Fernandez IE, Paluch P, Eickelberg O, Vasakova
M. Bronchoalveolar lavage cells in modeling alveolar milieu. Poster, Munich
Pittsburg Lung Conference, 2015, Munich, Némecko.

e Sterclova M, Paluch P, Heinzelann K, Fernandez IE, Eickelberg O, Vasakova
M. BAL cell cultures as a model for studying interstitial lung diseases
pathogenesis. Poster, ATS kongres, 2014, Denver, USA.

4.5 Uloha IL-4Ro. v patogenezi EAA

Jedna z prvnich studiich, ktera nas upozornila na mozny vyznam IL-4Ra byla prace
zam¢efena na markery fibroproliferativniho hojeni u nemocnych s fibrotizujicimi
idiopatickymi intersticidlnimi procesy. Do studie bylo zahrnuto 10 nemocnych s IPF a
fibrotizujici NSIP a 9 osob s regredujici pneumonii, u kterych byla fibrobronchoskopie

indikovana pro podezieni na intersticidlni plicni proces, ktery ale nebyl dalSimi
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vySetienimi prokazan. Pacienti absolvovali v ramci diagnostického programu
bronchoskopii s BAL, vysetfeni plicnich funkci a HRCT hrudniku. V tekutiné ziskané
BAL byly stanoveny metodou ELISA koncentrace IL-4Ra a dalSich cytokind. U
pacientli s fibrotizujicimi idiopatickymi intersticidlnimi procesy byla prokazana
signifikantné vyssi koncentrace IL-4Ra v BALTe nez v kontrolni populaci.

Zajimalo nas tedy, jakou tlohu hraje IL-4Ra u nemocnych, jejichz onemocnéni mize
mit nejen slozku fibrézni, ale i zdnétlivou a zaméfili jsme se na porovnani koncentraci
této molekuly u nemocnych s EAA a u nemocnych se sarkoidozou. Do studie bylo
zatazeno 20 osob, Sest z nich s prokazanou sarkoidozou, u 14 byla diagnostikovana
EAA. V dobé stanoveni diagnézy byla u vSech nemocnych provedena
bronchoalveolarni lavaz, v ziskané tekutiné byly stanoveny koncentrace IL-4Ra,
PAR-2, TNF-a a TGF-P. Signifikantn¢ vyssi hladiny IL-4Ra v BALTe byly nalezeny
u nemocnych s EAA.

Uloha IL-4Ra v patogenezi EAA byla ovéfena dale ve studii asociaci mezi
koncentracemi této molekuly a radiologickym néalezem u nemocnych s EAA. Do
studie bylo zafazeno 14 0sob s chronickou EAA a 6 pacienti se sarkoidozou.
Koncentrace IL-4Ra v BALTe byly korelovany viici intersticialnim a alveolarnim
zméndm prokazanym pomoci HRCT hrudniku. Pozitivni korelace mezi koncentratci
IL-4Ra a rozsahem fibréznich zmén na HRCT hrudniku (HRCT intersticidlni skore)

ukazuje na moznou ulohu IL-4Ra v patogenezi chronické EAA.

Koncentrace IL-4Ra v BALTe nemocnych s EAA mohou vypovidat nejen o
probihajici fibrotizaci u nelécenych osob, ale mohou mit 1 prognosticky vyznam.
Pozorovani je zaloZeno na studii zahrnujici 24 nemocnych s EAA, ktefi na nasem
pracoviSti podstoupili nejen vySetfovaci program (vcetné¢ bronchoskopie s BAL,
HRCT hrudniku a vySetieni plicnich funkci), ale byli 1 nadale sledovani piipadné
lé¢eni. Po Sesti mésicich byli pacienti rozdéleni do 4 skupin ve vztahu k pribéhu
onemocnéni a 1écebnému postupu. Vysledkem byla skupina osob s poklesem plicnich
funkci navzdory 1é¢bé, neléCenych pacientii s poklesem plicnich funkci, osob
nelécenych, u kterych doslo ke zlepSeni plicniich funkci a osob 1é¢enych, u nich se téz
plicni funkce zlepSily. Vysledky studie ukazaly, Ze pacienti, u kterych plicni funkce
(prakticky bez ohledu na 1écbu) v Case klesaji, maji vstupné vyssi koncentrace IL-4Ra

v BALTe nez pacienti, u kterych dochazi v ¢ase ke zlepSeni.
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4.6 Muze sérova koncentrace surfaktantového proteinu A (SP-A) napomaoci k odliseni

mezi chronickou EAA a IPF?

Diferencialni diagnostika mezi zejména chronickou EAA a IPF nemusi byt vzdy
jednoduchd, tada pacientii s chronickou EAA nema jednoznaény zdroj expozice,
pokud expozice nepokracuje, mohou mit pacienti nizké procentudlni zastoupeni
lymfocytli v BALTe a onemocnéni miize nabyvat HRCT obrazu obvyklé intersticialni
pneumonie, velmi podobné jako u IPF.

U 13 nemocnych s chronickou EAA a 7 pacientl s IPF jsme vySetfili koncentraci
sérového SP-A v dobé stanoveni diagnozy. Pacienti téZz v ramci diagnostického
programu absolvovali bronchoskopii s BAL, vysSetfeni plicnich funkci a HRCT
vysetieni hrudniku. Studie prokazala, Zze sérové koncentrace SP-A u nemocnych
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s chronickou EAA a u pacientii s IPF se vyznamné neli$i a tato molekula by tedy

nem¢la byt pouzivana jako diagnosticky marker.
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e Sterclova M, Vasakova M, Paluch P, Paulik M. Surfactant protein A in chronic
extrinsic allergic alveolitis. Eur Respir J 2011, 6: 1543-1544.

4.7 Mozné zdroje expozice a manifestace EAA

Podili se na manifestaci onemocnéni i specifické vlastnosti zdroje inhala¢ni expozice?
U 54 osob byla v dobé¢ vysetfeni provedena bronchoskopie s BAL, vySetieni plicnich
funkci, HRCT hrudniku a podrobny anamnesticky rozbor. Abychom nalezli odpovéd
na tuto otazku, studovali jsme koncentrace IL-4Ro, MMP-7, PAR-2 a TNF-a
v BALTe u 34 nemocnych s EAA. Pacienti v dob¢ diagnozy podstoupili podrobny
anamnesticky rozhovor s cilem objasnit zdroj expozice inhalaénimu antigenu. Na
zaklad¢ anamnestickych dajt byli rozdé€leni do skupiny osob exponovanych plisnim,
ptac¢im antigenim a osob s nezndmym zdrojem inhala¢nich antigen. Koncentrace
vySe uvedenych cytokini v BALTe se u nemocnych v zavislosti na anamnestickém
zdroji expozice vyznamné nelisi.

U stejné skupiny nemocnych s EAA jsme zkoumali vliv zdroje expozice na prognozu
jejich onemocnéni. Podle zdroje expozice bylo 54 0sob s EAA rozdéleno do péti
skupin podle zdroje inhala¢nich antigeni — do skupiny exponované chemickym
latkdm, do skupiny exponované plisnim, do skupiny exponované pta¢imu peii, do
skupiny exponované srsti savcil a do skupiny osob s nezndmym zdrojem expozice. U
zatazenych osob byly sledovany hodnoty plicnich funkei v dob€ stanoveni diagnozy a
12 mésici po stanoveni diagndzy EAA. Sledovali jsme, zda se skupiny nemocnych
Vv souvislosti se zdrojem expozice liSi v manifestaci onemocnéni (procentudlni
zastoupeni bun¢k v BALTe, plicni funkce — usilovna vitalni kapacita (FVC), usilovné
vydechnuty objem za prvni vtefinu (FEV1), TLco) a zda se pribéh nemoci lisi
Vv zavislosti na zdroji expozice. Prokazali jsme, ze skupina pacientli exponovanych
plisnim ma v dob¢ stanoveni diagnozy vyznamné lepsi plicni funkce a mensi rozsah
poskozeni dle HRCT hrudniku. Pacienti exponovani ptac¢imu peii méli signifikantné
lepsi prognézu nez ostatni skupiny nemocnych.
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Protoze u cca 20 % nemocnych s EAA se navzdory opakovanym dotazim nepodafi
mozny zdroj inhala¢niho antigenu odhalit, zkoumali jsme moznost detekce kontaktu
s organickym inhalacnim antigenem z krevniho vzorku. U 72 nemocnych
s prokazanou EAA jsme vysetfili koncentrace specifickych imunoglobulini G v séru
a vysledky porovnali s anamnestickymi udaji pacienti. Podle téchto udaji jsme
nemocné rozdélili do 4 skupin podle zdroje expozice na osoby s anamnestickym
udajem o expozici roztocum, plisnim, savCi srsti a ptakim a skupiny osob, které
anamnézu expozice danému inhala¢nimu antigenu neméli. Nemocni byli rozdé€leni
také do tfech skupin podle manifestace onemocnéni na pacienty se subakutni a
chronickou EAA. U vsech pacientd byl vySetfen panel specifickych IgG. Vysledky
studie naznacuji, ze sérové koncentrace specifickych IgG proti plisnim a sav¢i srsti se
neli$i u osob s anamnézou expozice a u osob s anamnézou expozice a s manifestni
EAA. Vyssi sérové koncentrace specifickych IgG proti roztoctim a ptac¢im antigentim
byly zaznamenany ptedevsim u pacientll s chronickou a subakutni manifestaci EAA.
Dulezitym zavérem studie je zjisténi, Ze stanoveni koncentraci specifickych IgG v séru
osob bez jednoznacné anamnézy expozice nds mize nasmeérovat k potencidlnimu
zdroji inhala¢niho antigenu, a to zejména u osob s vy$§imi sérovymi koncentracemi
specifickych IgG viéi pta¢im antigenim a rozto¢tm.

Senzitizaci vli¢i inhala¢nim antigentim jsme se zabyvali i v dal$i praci —u 254 pacientt
SsEAA byly vySetfeny koncentrace specifickych IgG v periferni krvi a byla
shromazdéna anamnesticka data zaméfend na expozici inhala¢nim antigeniim. U 85
osob nebyl ani na zdkladé¢ opakovaného odbéru anamnézy zjiStén mozny zdroj
inhala¢ni expozice, naopak u 63 pacientll byla prokazana senzitizace vici vice nez
jednomu inhalaénimu antigenu. Cesti pacienti byli nejéastdji senzitizovani vigi
diisokyanatiim.

fada pacientl neni exponovana jen jednomu zdoji inhalac¢nich antigent, zdroje
expozice mohou byt viceCetné. Navic byt panel komeréné nabizenych specifickych
IgG je pomérné rozsahly, nezahrnuje pochopitelné vSechny potencialni antigeny.
Pokud je ale materiél z prosttedi pacienta podkladem pro vyrobu antigenniho extraktu,
muze tento slouZzit k posouzeni celkové sérologické odpovédi, a tak stanovit, které
deseti nemocnych s EAA a bud’ viceCetnym nebo neobjasnénym zdrojem expozice.

Navrzena metoda ma potencial odhalit skryté zdroje expozice u nemocnych s EAA.
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4.8 Endogenni a exogenni faktory ovliviiujici manifestaci EAA

V ramci 3 studii jsme zkoumali vliv genovych polymorfismil, véku a expozice

cigaretovému kouii na manifestaci EAA.

Pilotni studie zaméfena na vliv polymorfismi geni pro vybrané cytokiny na

koncentrace chemokinii v BALTe zahrnovala 8 pacientil. Pacienti podstoupili v ramci

diagnostického programu kromé obligatni bronchoskopie s BAL, HRCT hrudniku a

funkéniho vySetieni také odbér krve. Zaméfili jsme se na jednonukleotidové

polymorfismy (SNP, single nucleotid polymorphisms) v genech pro IL-1a, IL-1R, IL-
1RA, IL-2, IL-4, IL-4Ra, IL-6, IL-10, IL-12, IFN-y, TGF-B1 a TNF-a. V BALTe byly
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metodou ELISA stanoveny koncentrace MCP-1, MIP-1a, MIP-1B, RANTES, ENA-
78, FGF, G-CSF, GM-CSF, IFN-y, IL-1a, IL-1RA, IL-1B, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-17, TNF-a, TPO a VEGF. Prokazali jsme, Ze pacienti s polymorfismy
genu pro IL-6 (konkrétné (-174)CG a (nt565)AG) maji v BALTe vyssi koncentrace
ENA-78 a uvedeny polymorfismus tedy mize byt pro pacienty vyznamny z hlediska
mozné reverzibility plicniho postiZeni.

Do studie zaméfené na posouzeni vlivu véku nemocnych na manifestaci onemocnéni
EAA bylo zahrnuto 121 pacientii. Nemocni byli rozdé€leni podle véku v dobé stanoveni
diagnozy do 3 skupin (pacienti mladsi 30 let, 30-60 let a pacienti strasi 60 let). VSichni
nemocni v dobé stanoveni diagnézy podstoupili HRCT hrudniku, vySetieni plicnich
funkci a bronchoskopii s BAL. Zjistovali jsme, zda se funkéni parametry a
procentudlni zastoupeni bunék ziskanych BAL signifikantné 1i$i v zavislosti na véku
pacienta v dob¢ stanoveni diagndzy. Zatimco plicnimi funkcemi se nemocni v ramci
jednotlivych skupin signifikantn¢ neodliSovali, pacienti star§i 60 let méli v BALTe
vy$8i procentualni zastoupeni neutrofilli, eozinofili a vyssi pomér CD4+/CD8+ T
lymfocyti. Je pravdépodobné, Ze reaktivita imunitniho systému se méni s vékem, a tak

1 manifestace EAA muze byt na véku pacienta zavisla.

Do studie zaméfené na studium antioxidacnich mechanismli v patogenezi
intersticidlnich plicnich procest véetné EAA bylo zahrnuto celkem 15 nemocnych
s EAA. Pacienti v dob¢ stanoveni diagnozy podstoupili HRCT hrudniku, vySetieni
plicnich funkci, bronchoskopii s BAL a ¢ast nemocnych také chirurgickou plicni
biopsii (jednalo se o pacienty, u kterych navzdory vyse uvedenym vySetienim nebyla
diagnéza EAA jednozna¢na). V BALTe byly metodou ELISA stanoveny koncentrace
glutathion peroxiddzy 3 (GPX3) a exprese GPX3 v plicni tkani pacientl byla
stanovena metodou nepfimé imunofluorescence. Prokéazali jsme, Ze celoZivotni
nekufaci s EAA maji vyssi koncentrace GPX3 v BALTe neZ pacienti s anamnézou
nikotinismu. GPX3 je u nemocnych s EAA exprimovan v bazalni membrané bronchti
a hlavnim zdrojem GPX3 se zdaji byt bronchidlni epitelie. Stejny obraz byl pozorovan
I v kontrolni skupiné (tvofili ji nemocni podstupujici hrudni operaci pro nadorové
onemocnéni, nemaji zndmky IPP dle HRCT hrudniku a pouzita byla plicni tkan
nepostizena nadorovym bujenim). Na rozdil od kontrolni skupiny byl ale GPX3
exprimovan u pacientii s EAA také v extraceluldrni matrix. Na zdklad¢ vysledkt

vyzkumu lze predpokladat, ze antioxidacni mechanismy u nemocnych s EAA se
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mohou li$it od zdravé populace a jednim z faktord, ktery je mimo jiné mize ménit, je

pravdépodobné i expozice cigaretovému koufi.
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5. Shrnuti vysledkii provedeného vyzkumu a diskuze

EAA tvofi heterogenni skupinu onemocnéni s riznymi zdroji expozice, riiznou
manifestaci a prognoézou. Dlouhodobym problémem v diagnostice onemocnéni je
zejména absence celosvétove piijimanych diagnostickych kritérii, ktera by umoznila

1épe charakterizovat celou skupinu a zlepsit vysledky 1é¢by nemocnych.

Jednozna¢né definovana klasifikace EAA neexistuje, nicméné vétSina autori se ve
svych pracich ptiklani k rozdéleni nemocnych do skupiny s akutni/subakutni
manifestaci a do skupiny s chronickym pribéhem nemoci (88). Vysledky nasi prace
ukazuji, Zze skupiny Ize odlisit nejen podle klinické prezenzace, ale i1 dle radiologickych
nalezi (charakter zmén dle HRCT hrudniku), procentudlniho zastoupeni lymfocytl
v BALTe a poméra CD4+a CD8+ T lymfocyti v BALTe. Problematikou radiologické
prezentace EAA unemocnych s akutni, subakutni a chronickou EAA se zabyvala napf.
Silva CIS (89), jednotlivé formy onemocnéni maji charakteristické radiologické
nalezy. Radiologicky obraz onemocnéni neni dilezity jen z pohledu klasifikace, ale i

24

faktorem jevi rozsah retikularnich opacit na HRCT hrudniku (90).

Nase prace dale ukazuje, Ze pacienti s chronickou formou EAA nemusi mit
lymfocytarni alveolitidu — lymfocytarni alveolitida byla dlouhou dobu povazovéana za
podminku diagnézy EAA. K podobnym zivérim doSel na zakladé vlastnich
pozorovani pozdéji Espoladore et al. nebo Gaxiola et al. (91, 92). Spolehlivym
diagnostickym markerem neni ani dfive proklamovany tzv. imunoregulacni index,
tedy pomér CD4+/CD8+ T lymfocyti v BALTe, ktery by u nemocnych s EAA dle
starSich praci mél byt nizky. Tento pomér v§ak nabyva rtiznych hodnot podle klinické

manifestace EAA, u chronickych forem miize byt zcela v normé (93).

Prognosticky nejzavaznéjsi je nepochybné chronickd forma EAA, zvlast pokud je
provéazena radiologickym a histopatologickym vzorcem odpovidajicim UIP nebo
fibrotické NSIP (94). Odlisit tuto formu EAA od IPF neni snadné, v praxi je k tomu
mozné vyuzit expoziéni test, ktery se vak v CR rutinné neprovadi (72). Dle ndmi
provedenych studii nebyl prokazdn mezi obéma diagnézymi signifikantni rozdil ani
Vv koncentracich angiogennich a angiostatickych chemokinii v BALTe, ani v expresi
jejich receptorti na CD4+ T lymfocytech v BALTe. Uloha chemokini se ale miize u

obou onemocnéni odliSovat - u EAA lze IL-8 povazovat za pravdépodobny marker
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kontinuélni expozice vyvolavajicim agens, ENA-78 muze byt povazovana za marker
reverzibility plicniho postizeni a VEGF ma spiSe angiogenni nez profibroticky efekt a
hlavni roli pravdépodobné hraje v €asnych fazich EAA. Exprese CXCR3 na CD4+ T
lymfocytech BALTe Koreluje s rozsahem zanétlivych zmén dle HRCT hrudniku, coz
dale podporuje myslenku, Ze v riznych fazich onemocnéni se na plicnim postizeni
podili rizné mechanismy. Podobné pozorovani publikovali Willems et al, koncentrace
fady proteini se v BALTe nemocnych s chronickou EAA a IPF nelisi. Jelikoz jejich
prace zahrnovala SirS§i spektrum molekul, krom& schodnych ndlezli prokézala i
odlisnosti, zejména v koncentracich chemokimu IL12p40 a TGF-f (54). Paralelu mezi
chronickou EAA a IPF, zejména z pohledu angiogennich a angiostatickych ptisobki,
popsal dale napt. Kishi et al. (58).

Pokud ale postizeni pti EAA nema radiologicky charakter UIP, mlZe byt situace jina.
Pisobky ptitomné v BALTe nemocnych s EAA totiz ovliviuji proliferacnich
schopnosti nékterych bunéénych linii (véetné primarnich) v zavislosti na manifestaci
onemocnéni (konkrétné na rozsahu zanétlivych zmén na HRCT hrudniku,
kvantifikovanych HRCT alveolarnim skore, a na rozsahu fibrotickych zmén na HRCT
hrudniku, kvantifikovanych HRCT intersticidlnim skore). JelikoZ BALTe nemocnych
s vysokym alveolarnim HRCT skére (a tedy s vyraznou zanétlivou slozkou
onemocnéni) tlumila proliferaéni schopnosti primarnich lidskych fibroblastt, je
otazkou, zda prozanétlivé prostredi nemiize mit protektivni vliv a ,,chranit* pacienta

s EAA pied rozvojem fibrozy.

Asociacemi mezi zanétem a fibrézou se zabyvad a zabyvala fada autorii. Obecné
pfijimanou hypotézou je, Ze chronicky zanét predisponuje u fady nemoci
K naslednému rozvoji fibrozy. Stejna hypotéza je piijimand i u nemocnych
s chronickou EAA, kterd je povazovana za disledek jizveni zanétem vyvolaného
poskozeni plicni tkané (95). Vztah k chronickému zdnétu ma pravdépodobné i
nadorové bujeni, i v tomto piipad€ vétSina praci podporuje hypotézu, ze chronicky
zanét predisponuje k rozvoji malignit (96, 97). Objevuji se ale i studie, které toto
paradigma zpochybnuji a poukazuji na skute€nost, Ze ne vzdy je zanét na Skodu —
stimulace imunitni odpovédi miiZze napt. k aktivaci antigen prezentujicich bunck
(APC), nebo mohou byt produkovany cytokiny, které stimuluji protinddorovou
imunitu (98, 99). Za prozanétlivé byvaji povazovany predev§im Thl cytokiny vcetné

INF-y, ktery negativné piisobi na tzv. Th2 lymfocyty a jejich tvorbu tlumi.
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Th2 lymfocyty produkuji fadu cytokinti véetné¢ IL-4. Koncentrace o podjednotky
receptoru pro IL-4 v BALTe nemocnych s EAA pozitivné koreluji s rozsahem
fibrotickych zmén dle HRCT hrudniku. Vysoké koncentrace IL-4Ra pravdépodobné
predikuji nepiiznivy vyvoj onemocnéni navzdory 1é¢bé systémovymi kortikosteroidy.
Jaka je tedy asociace mezi zdnétem a fibrozou u nemocnych s EAA neni dle naseho
nazoru jednozna¢né. Pokud hodnotime jakékoliv biologické vzorky od pacientti
SEAA, m¢li bychom pii interpretaci vysledkt vzit vzdy v potaz manifestaci

onemocnéni veetné radiologického obrazu a BALTe bunécného profilu.

Mozné vysvétleni raznych klinickych manifestaci EAA piindsi geneticka
predispozice. V ramci studii zabyvajicich se touto problematikou byly studovany
polymorfismy gent pro TNF-a, PCD1 (programmed cell death protein 1), LMP-7
(jedna z podjednotek imunoproteazomu), TIMP-3 (metalloproteinase inhibitor 3),
multicentricka studie zahrnujici dostatecny pocet pacientil s riznymi zdroji expozice
vSak nikdy provedena nebyla. Interakce mezi jednotlivymi slozkami imunitni
odpovédi jsou komplexni a funkéni genovy polymorfismus miZe ovliviiovat dalsi
kaskady déja. V nasi praci jsme pozorovali konkrétné vliv polymorfismu genu pro IL-
6 na koncentraci ENA-78 v BALTe. Vztah mezi IL-6 a ENA-78 je mediovan
solubilnim receptorem pro IL-6, ktery atrahuje neutrofily do mista zdnétu a zvySuje

expresi ENA-78. ENA-78 pak mize regulovat dal$i vlastnosti neutrofil (102).

Potencialn¢ by manifestaci EAA mohlo ovliviiovat i inhalaéni agens, s kterym jsou
nemocni opakované v kontaktu. Pacient navic nebyva vystaven izolovanému antigenu,
ale jejich smési. Jelikoz hnizda ptaki jsou nejvétsim zdrojem roztoct, 1ze si predstavit,
ze nemocny s holubatskou plici neni exponovan jen holubimu pefi, trusu a séru, ale i
casteckam téchto roztocl. Antigeny roztocl maji ¢asto protedzovou aktivitu a mohou
dale modifikovat imunitni odpovéd organismu (103). Podobné tomu miiZze byt
s antigeny plisni — plisné ptedstavuji dulezity zdroj potravy pro nékteré roztoce, navic
mohou mit imunomodulacni vlastnosti (104). V nasi praci jsme neprokazali, ze by se
cytokinové spektrum v BALT lisilo u nemocnych s EAA v zavislosti na anamnesticky

uvadéném zdroji expozice.
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U zhruba 20 % nemocnych ziistava zdroj expozice neznamy navzdory opakovanému
dotazovani a aktivnimu zapojeni pacienta (70). Jistou pomoc u téchto nemocnych
muze prinést vysetfeni specifickych IgG v séru. K interpretaci vysledk je nutno
pfistupovat obezietnd, protoze napf. v piipadé farmaiské plice pro CR nebyly
stanoveny relevantni inhala¢ni antigeny. NaSe prace prokazala, ze koncentrace
sérovych protilatek proti komeréné dostupnym antigenim Saccharopolyspora
rectivirgula a Thermoactinomyces vulgaris jsou Vv ¢eské populaci s anamnézou
expozice Vzemédélstvi velmi nizké. V sousednim Némecku byla u pacienta
s farmarskou plici prokazana i expozice Aspergillus fumigatus, Absidia (Lichtheimia)
corymbfera, Erwinia herbicola a Streptomyces albus (105). Na vychod¢é Francie
dominuji Absidia sp., Eurotium sp., Wallemia sebi a termofiini aktinomycety (106).
Dalsi uskali pfinasi absence referencniho rozmezi pro ¢eskou populaci. Referencni
rozmezi zavisi mimo jiné i na pouzité metodice a nepochybné se bude pro jednotlivé
inhala¢ni intigeny lisit. Relativn€ Castd se zda byt senzitizace vici vice nez jednomu
inhala¢nimu antigenu (24 % nemocnych s EAA). Vysoké koncentrace specifickych
1gG v séru mohou u nemocnych s EAA a nezndmym zdrojem expozice na tento zdroj
poukdzat. Identifikace zdroje expozice (a nasledné zamezeni dalsi expozici) vede ke
zlepsSeni progndzy nemocnych s EAA (107).

Cesti pacienti s EAA jsou pravdépodobné nejvice senzitizovani vii¢i hexametylen
diisocyanatu (MDI) a difenylmetan diisocyanatu (HDI) (az 28 % vySetienych osob).
Obe¢ latky se pouzivaji k vyrobé pénového polyuretanu, pridavaji se do epoxidovych
pryskyfic. Pouzivaji se ve stavebnictvi jako rychle tuhnouci montazni pény a tmely,
lepidla, tuzidla pro polyuretanové laky a barvy. V automobilovém primyslu se
pouzivaji do lakti pro karoserie, tvrdych a meékkych polyuretanovych pén pro sedadla

a dalsi vybaveni interiéru. Uvoliiuji se mimo jiné pfi vzniceni polyuretant.

Kromé genetické predispozice se na manifestaci EAA mohou podilet i dalsi expozice
exogennim inhala¢nim antigenim, a to zejména expozice cigaretovému koufi. Star$i
prace uvadi, ze EAA trpi Casteji nekufaci. Studie Furuyie et al. ukazuje, ze klinicka
praxe je jina, kratkodoba expozice cigaretovému koufi vede k potlaceni zanétu (takze
u kurdkti s EAA nemusi byt v BALTe patrna lymfocyt6za), dlouhodoba expozice pak
k fibrotizaci plicni tkané (108). Dalsi prace také prokazaly negativni vliv koufeni na

prognézu nemocnych s EAA (109). Zajimava data pfinesla studie, kterd se zabyvala
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mikrobialni kontaminaci cigaret — prokazana byla pfitomnost druhti rodu Bacillus,
fada znich byva spojovéna srozvojem EAA. Timto zvla$tnim zpisobem muze
dochazet k propojeni kutactvi s onemocnénim EAA (110). Podobné ptiznaky ma EAA
postihujici pracovniky tabdkového primyslu — i u téchto osob bylo pozorovano, Ze
pokud doslo k rozvoji EAA, koufeni vede K jeji exacerbaci (111).

Expozice cigaretovému kouti zvysuje produkei kyslikovych radikali a zaté¢zuje bunky
vys$$i mirou oxidacniho stresu. Dillezitym enzymem, ktery miize chranit bunky pied
timto oxidac¢nim stresem je GPX3, jednd se o extracelularni antioxida¢ni protein.
Neékteré studie prokazuji, ze vlivem expozice tabakovému kouti muze dojit diky
epigenetickym modifikacim k ,,umlceni® (silencing) genu pro GPX-3, coz mize dal
stupniovat nezadouci dopad oxida¢niho stresu u kufaki (112). Touto cestou se na
manifestaci EAA muze podilet i expozice cigaretovému koufi — prokazali jsme, ze
expozice cigaretovému koufi ovliviluje pravdépodobné koncentrace glutathion
peroxidazy 3 (GPX3) v BALTe pacientli s EAA.

Dalsim dualezitym faktorem, ktery ovliviiuje imunitni odpoved’ jedince, a tedy i
odpovéd’ na organické inhala¢ni antigeny, je vék (113). Tento stav je popisovan
terminem imunosenescence, ktery zahrnuje predevSim pokles funkce specifické
imunity. Klesa zastoupeni naivnich lymfocytt, protoZe nejsou uvoliiovany ani z thymu
(T-lymfocyty) ani z kostni diené (B-lymfocyty). Dominuji pamétové lymfocyty, které
ale nejsou funkén€ kompetentni (114). U starSich osob byvaji prokazovany vyssi
koncentrace prozanétlivych cytokind (IL-1p, IL-6, IL-18 a TNF-a) a pokles schopnosti
neutrofili fagocytovat. Dle vysledkl na$i prace se zda, ze vék mulze ovliviiovat i
Klinickou prezentaci EAA — star$i pacienti maji v BALTe vys§i procentualni
zastoupeni neutrofilli a eozinofili neZ pacienti mladsi, coz mize byt dano mimo jiné

posunem hematopoezy smérem k myelopoeze (115).
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6. Vyuziti a mozné vyuziti ziskanych poznatki

Doporucené postupy diagnostiky a 1é¢by EAA (85) —na zaklad¢ zkusenosti a poznatkil
ziskanych péc¢i o nemocné s touto chorobou vznikl doporuceny postup diagnostiky a
1éCby tohoto onemocnéni. Postup je akceptovan Centry pro diagnostiku a lécbu

intersticialnich plicnich procest a schvalen CPFS.

Slibnou molekulou, ktera by mohla najit vyuziti v klinické praxi se dle vysledkt nasich
vyzkumi zda byt IL-4Ra. Dosavadni data naznacuji, ze koncentrace IL-4Ra v BALTe
v dobé¢ stanoveni diagnézy koreluje s progndzou pacientd a zejména s odpoveédi na
systémovou kortikoterapii. Pokud se nase hypotéza potvrdi ve vétSim souboru
pacientli, miizeme ziskat jednoduchy marker, ktery usnadni rozhodovani o indikaci
systémové kortikoterapie. U fady nemocnych mizeme spravné indikovanou — nebo
spiSe v tomto pfipadé neindikovanou a nepodanou - 1é¢bou predchazet rozvoji
komplikaci spojenych s vedlejsimi ucinky systémové kortikoterapie. Zejména vzestup
hmotnosti a rozvoj steroidni myopatie ptipadné akcelerace arteridlni hypertenze situaci

nemocnych s EAA dlouhodobé¢ 1é¢enych systémovymi kortikosteroidy nezlepsuji.

Cast pacientii s EAA neprofituje z 1é¢by systémovymi kortikosteroidy a navzdory
zamezeni expozice u nich dochazi k progresi fibrotického plicniho postiZeni v Case
(78). U téchto nemocnych je do 1écby obvykle zavadén azatioprin (eventualné off label
mykofenolat mofetilu), coz v nékterych piipadech mize vést ke stabilizaci
onemocnéni (116). Prospektivni klinickd studie zamétend na efektivitu téchto postupti
ale provedena nikdy nebyla. Kazuisticky je zmifiovano uZiti rituximabu u nemocnych
s chronickou pregredujici EAA (117), ale 1 zde chybi klinicke studie ptinésejici dikazy
o efektivité tohoto postupu. Cesta interleukinu 4 a 13 hraje tlohu v patogenezi fady
plicnich nemoci véetné plicnich fibréz. Nejvice byly tyto cytokiny a jejich tloha
V patogenezi studovany u nemocnych s astma bronchiale a u pacientt s idiopatickou
plicni fibrézou. ProtoZe receptory pro oba interleukiny maji spolecné nékteré
podjednotky (zejména IL-4Ra), byly navrZzeny bispecifické monoklondlni protilatky
proti obéma molekuldm, tj. IL-4 a IL-13. Do klinické praxe vstoupila jiZ pitrakinra
(Aerovant™, dualni antagonista IL-4 a IL-13) — zatim pro pacienty s tézkym
astmatem, u pacientl s idiopatickou plicni fibrézou je testovana molekula SAR156597

(ukonCeny studie faze II). Vysledky naSich vyzkumii naznacuji, Ze podobné
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mechanismy se mohou uplatiiovat i v patogenezi nékterych forem chronické EAA a

¢ast pacientli by mohla z podobnych 1é¢ebnych postupt profitovat.

Za zajimavé zjisténi dale povazujeme vliv BALTe nemocnych s EAA na proliferacni
schopnosti primarnich lidskych fibroblastt. V. BALTe nemocnych s EAA byla
prokazana piitomnost fady proteind, cytokinl, chemokinu a rtstovych faktort (118,
119, 120), které v lidském téle pisobi vzdy paraleln€. Je tedy otdzkou, zda nase
predstavy o tloze zanétu jako spoustéce fibrotizace plicni tkan€ u nemocnych s EAA
nevychazeji z nevhodnych modelu. Jako nejcastéjsi experimentalni model se pouZzivaji
myS$i C57BL/6, kterym je opakované intranazalné nebo intratrachealné podéana S.
rectivirgula. Vysledkem takovéto aplikace je rozvoj peribronchialné vazanych
mononukledrnich infiltratd, které charakterem a lokalizaci pfipominaji situaci u
nemocnych se subakutni EAA (121). Podobn¢ 1ze pouzit k instilaci Mycobacterium
immunogenum, vznikly stav je povazovan za model postizeni vyvolaného expozici
kapalinam pouzivanym pii kovoobrabéni (metal-working fluid) (122) nebo extrakt
holubiho trusu (pigeon dropping extract) (123). Jako model chronické EAA se
pouzivaji mysi C57BL/6, BALB/c a A/J exponované extraktu z holubiho trusu vzdy
tf1 dny v tydnu po dobu 6-12 tydntl, vyuZit 1ze ale i1 jind schemata (124). Za “dosp&lou”
je povazovana 4 meésice stard mys (C57BL/6), za “geriatrickou”, alespofi z pohledu
hematopoezy je povaZzovana mys ve véku 20-24 mésicl. Kromé véku se tato zvirata
od lidské populace 1isi také charakterem expozice, komorbiditami, expozici dalSim

inhala¢nim antigentim véetné tabakového koute.

Néami provedené vyzkumy prokazaly, Ze k vyzkumu mechanismt, které vedou k
rozvoji EAA je vyhodné&jsi pouzit komplexni lidsky biologicky material — tzn. BALTe
nebo piimo bunky ziskané alveolarni lavazi u konkrétniho pacienta s EAA. Pii

hodnoceni vysledkt je nezbytn€ nutné ptihlédnout ke klinickému obrazu onemocnéni.
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8. Priloha

8.1 Obr. 1 HRCT obraz nefibrotického postizeni pii EAA — bilateraln€ difuzné

patrny centrilobularni noduly
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8.2 Obr. 2 HRCT obraz mlhovitych opacit a mozaikové perfiize u pacienta s
nefibrotickou EAA
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8.3 Obr. 3 HRCT obraz kombinovaného postizeni s mlhovitymi opacitami a

zesilenim interlobularnich sept u nemocné s fibrotickou EAA
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8.4 Obr. 4 HRCT obraz obvyklé¢ intersticialni pneumonie (UIP) u nemocného
s fibrotickou EAA
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8.5 Obr. 5 Konfluentni kultura bunééné linie lidskych fibroblasti (zvétseni 10x100,
nativng)
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8.6 Obr. 6 Buiiky ziskané bronchoalveoldrni lavazi pacientti s EAA kultivované
Vv riznych médiich

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, po tydnu kultivace (zvétseni 10x100,
nativne)
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RPMI 1640 médium, tyden kultivace (zvétSeni 10x100, nativné)
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