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POUZITE ZKRATKY:

AB asthma bronchiale / pridduskové astma

API Asthma Predictive Index / prediktivni index astmatu

BM bazalni membrana

CT cizi téleso

DAB Diaminobenzidine

DDC dolni dychaci cesty

DKO diferencialni krevni obraz

ECP Eosinophilic Cationic Protein/eozinofilni kationicky protein
EGF Epithelial Growth Factor / epitelovy rustovy faktor

EGFR Epithelial Growth Factor Receptor / receptor pro epitelovy rustovy faktor
FEV1 jednosekundova vitalni kapacita

GER gastroesofagealni reflux

HDC horni dychaci cesty

HE hematoxylin-eosin

CHOPN chronicka obstrukéni plicni nemoc

IFN-y Interferon-gama

IgE Imunoglobulin tfidy E

IgG imunoglobulin tfidy G

IL-10 interleukin 10

IL-4 interleukin 4

mMAPI modified Asthma Predictive Index / modifikovany prediktivni index astmatu
n.h. nalezitd hodnota

PMR psychomotoricka retardace

RF rizikovy faktor



St. p.

TE
TGF-beta
Thl

Th2

status post

Tracheoezofagealni

Transforming Growth Factor-beta / transformujici ristovy faktor beta
T-helper 1 / pomocné T-lymfocyty 1. typu

T-helper 2 / pomocné T-lymfocyty 2. typu



1. UVOD

Pruduskové astma patfi celosvétové k nejcastéjSim chronickym nemocem dospélého
i détského véku a zaujima tak pfedni pfiCky v oblastech zajmu nejenom pneumologu,
ale také alergologl a imunologl a v neposledni fadé i praktickych Iékaru, jiz se
s problematikou této nemoci potykaji takika denné ve svych ordinacich. Diky
neustale se zlepSujicim moznostem |éCby vyznamné poklesla zavazna morbidita i
mortalita v disledku tohoto onemocnéni, avSak jeho prevalence v priamyslovych
zemich v poslednich desetiletich pozvolna rostla. V sou€asné dobé zname fadu
rizikovych faktort od dédi¢né dispozice az po nejrliznéjsi environmentalni vlivy, které
se spolupodileji na jeho vzniku a vysledném klinickém obrazu. Taktéz je znamo, Ze u
velké vétSiny pacientd nemoc zacina v détském véku, Casto jiz v prvnich péti letech
Zivota. Astma je provazeno zanétem a fadou strukturalnich zmén v dychacich
cestach, jez v dospélosti koreluji s tizi nemoci. Ackoliv jsou tyto zmény ve sténé
dychacich cest studovany jiz nékolik desitek let, doposud nikdo nedal jasnou
odpovéd na otazku, kdy a jak tyto zmény vznikaji a zda je mozné jejich rozvoji

predejit nebo je ovlivnit cilenou terapii.

Z tohoto dlvodu jsem se zaméfila na studium téchto zmén u skupiny nejmladSich
déti, u nichz jesté klinické znamky nemoci nebyly rozvinuty. Cilem mé prace bylo
prispét k poznani etiopatogeneze priduskového astmatu v Casném détském véku a
posunout tak dal dosavadni znalosti. Vé&fim, ze ziskanim novych poznatkd s vyuzitim
invazivnich vysSetfovacich technik, jak je pfedkladano v této praci, Ize pfispét ke
zjednoduseni diagnostiky a optimalizaci |é¢by u rizikovych détskych pacientd

v klinické praxi.
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2. TEORETICKE POZADI

2.1 Epidemiologie a klinické projevy priduskového astmatu v détském véku

Pruduskové astma zaujima dlouhodobé prvni pficku mezi chronickymi respiracnimi
onemocnénimi v détském véku. Jeho prevalence v détské populaci zejména
industrializovanych zemi v poslednich dekadach vyznamné vzrostla (Asher et al.,
2006), coz, mimo jiné negativni aspekty chronického onemocnéni, vede také
k nemalému navySeni nakladl na zdravotni péci v détském véku. Akutni exacerbace
astmatu v détském véku patfi stale k pfednim pficinam navstév pohotovostnich
ambulanci 1 akutnich hospitalizaci, nezfidka na pediatrickych jednotkach intenzivni
péce. V soucCasnosti se odhaduje, Ze prevalence détského astmatu v ¢eské populaci
dosahuje pfiblizné 10-12 %, coz je udaj srovnatelny s dalSimi vyspélymi zemémi

Evropy a Severni Ameriky (Asher et al., 2006; Kraténova, 2008; Pohunek, 2012).

V Casném détském véku (u kojencl a batolat) byvaji prvnim projevem pruduskového
astmatu nejCastéji piskoty pfi vydechu. Tyto fenomény byvaji zpravidla projevem
probihajiciho interkurentniho akutniho zanétu v dychacich cestach, kdy se v klinice
Casto uziva pojmu ,obstrukéni bronchitida“. Mohou se vSak objevovat i pfi zvySené
fyzické namaze, zménach pocasi nebo také pfi emocich, ve spanku, pfi hie ¢i jinych
¢innostech. DalSimi  klinickymi pfiznaky prudusSkové obstrukce pak byvaji
prodlouzené exspirium, drazdivy (vétSinou neproduktivni) kasel a ponamahova nebo

i klidova dusnost.
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NejvySsi prevalence piskotl v détské populaci je pravé u kojencu a batolat, coz je
dano zejména velmi malym prasvitem dychacich cest v Casném détském véku. | pfi
malém podrazdéni tak muze dojit k signifikantnimu zuzeni pridusek, jez vyusti do
typického klinického projevu. Vysoka prevalence akunich exacerbaci piskotu
v Casném détském véku je dana zejména vysokou Cetnosti vyskytu akutnich
respiraénich onemocnéni pfedevSim virové etiologie, jez jsou vlibec nejCastéjSim
didvodem navstévy v ordinacich praktickych pediatrd i pohotovostnich ambulanci.
alespon jednu epizodu exspiracnich piskotu vice nez polovina vSech déti (Martinez et
al.,, 1995; Morgan et al.,, 2005). Mnohé ztéchto déti navic tyto potize zazivaji
opakované. Klinicky obraz téchto akutnich pradduskovych obstrukci byva velmi
variabilni, od drazdivého kasle s diskrétnimi exspiracnimi piskoty az po dramaticky
pfipadech i s vyznamnym poklesem saturace hemoglobinu kyslikem a nutnosti
oxygenoterapie. Také ucCinnost terapeutickych opatfeni je pomérné proménliva,
mnoho akutnich obstrukénich epizod lze fedit ambulantné podanim inhalacnich
betay-agonistd s rychlym nastupem ucinku a zfetelnou uUlevou od symptoma
Castokrat jiz po prvnim podani. V zavaznéjSich pfipadech byva nezbytna
hospitalizace s razantni inhalacni Ié€bou a nezfidka s nutnosti systémoveho podani

kortikosteroidd.

Pravdépodobnost rozvoje priduskového astmatu jako chronického celozivotniho
onemocnéni nicméné nelze vtak nizkém véku spolehlivé odhadnout ani podle
Cetnosti nebo zavaznosti akutnich epizod praduskovych obstrukci, ani na

zakladé jejich dobré nebo Spatné odpovédi na standardni terapii. Kojenec s nékolika
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epizodami piskotd v prvnim roce Zivota muzZe byt v dalSich vékovych obdobich jiz
zcela prost respiracnich obtizi. Naopak prvni epizoda piskotd u témér tfiletého
batolete mize byt zaroven prvni exacerbaci priduskového astmatu, jez bez dalSi

terapie povede k opakovanym akutnim atakam Castokrat s progresivnim prabéhem.

2.2 Rizikové faktory pro rozvoj praduskového astmatu

Geneticka dispozice k onemocnéni praduskovym astmatem je pouze jednim
z mnoha rizikovych faktor(, jez se spolupodileji na vysledném projevu nemoci (Ober
a Hoffjan S, 2006). Tato vrozena predispozice mlze byt ovlivnéna jak pozitivné tak i
negativné zejména vlivy prostfedi a vzajemna interakce téchto vlivi pak urcuje, jestli

a kdy se nemoc nakonec projevi.

Za spolehlivé zdokumentované environmentalni rizikové faktory jsou povazovany
expozice tabakovému koufi a dalSim drazdivym a Skodlivym latkam ve vnitfnim i
zevnim Zivotnim prostiedi, jez vedou k pfimému poSkozovani povrchu sliznice
dychacich cest a indukci bronchialni hyperreaktivity (Martinez et al., 1995; Hirsch et
al., 1999; D’Amato et al., 2005). Expozice tabakovému koufi jiz v prenatalnim obdobi
muze navic vést k poSkozeni vyvoje plic plodu s asnymi klinickymi projevy jiz
v prvnich mésicich zivota (Moshammer et al., 2006). V pribéhu zivota pak pasivni a
posléze i aktivni koufeni pfispiva k perzistenci onemocnéni a také zhorSuje odpoved
prudusek na standardni terapii (Moshammer et al., 2006; Chalmers et al., 2002). Z
dalSich rizikovych faktorl se tradi¢né zminuje uloha vyzivy v Easném véku, zejména
pak protektivni vliv kojeni na rozvoj atopie. To je vSak doposud pfedmétem diskusi
v odborné vefejnosti, jelikoz dosavadni prace pfinesly zatim nejednoznacné vysledky

(Siltanen et al., 2003; van Odijk et al., 2003). Rovnéz ochranny uc€inek kojeni branici
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rozvoji praduskového astmatu nebyl doposud zfetelné prokazan (Nagel et al., 2009).
Z hlediska vyzivy v ¢asném i pozdé&jSim détském véku je za vyznamny nepfiznivy
rizikovy faktor pro rozvoj astmatu povazovana obezita (Flaherman a Rutherford,

2006).

Uloha expozice alergentim prostfedi byva opakované diskutovana na mezinarodnich
forech o problematice détského astmatu, vysledky doposud provedenych studii jsou
vSak zatim rozporuplné. Neéktefi autofi uvadéji zvySené riziko Casné alergické
senzitizace pfi expozici alergenim domaciho prachu v kojeneckém véku, na druhé
strané existuji studie prokazujici protektivni vliv pfitomnosti domacich zvirat (a jejich
alergenq) v prostfedi, ve kterém dité vyrista, ackoliv i zde vysledky jednotlivych praci
nejsou ve svych zavérech jednotné (Wahn et al., 1997; Woodcock et al., 2004;

Lodge et al., 2012; Collin et al., 2015).

Situaci pfi diagnostice prudusSkového astmatu vraném détstvi také komplikuje
vzajemna interakce resp. potenciace nékterych rizikovych faktord s pozdéjSim
rozvojem astmatu. Pfikladem muazou byt zejména Casné infekce dolnich dychacich
cest lidskym rhinovirem nebo respiraCnim syncytialnim virem, které, zejména
vyskytnou-li se opakované, jsou mnohymi odborniky povaZzovany za samostatny
rizikovy faktor pfispivajici k predispozici rozvoje priduskového astmatu v pozdéjSim
véku (Lemanske et al., 2005; Jackson et al., 2008). Klinicky obraz téchto infekci
pfitom velmi €asto probiha pod obrazem ,obstrukéni bronchitidy®, pfipominajici akutni
exacerbaci astmatu. PUsobeni téchto virl se zpravidla vysvétluje jejich destruktivnimi
ucinky na epitelové buriky dychacich cest s naslednou indukci rozvoje zanétlivych

zmén v priduskové sliznici. Regenerujici epitelie a pfitomnost zanétlivych elementd
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ve sliznici vedou pak k imunitné podminénym reakcim s produkci prozanétlivych
cytokinu rezultujicim ve zvySenou bronchialni reaktivitu a tedy i zvySenou nachylnost
k pruduskovym obstrukcim i po jinych nez infekénich podnétech. Prace profesora
Papadopoulose z roku 2002 navic ukazala, ze pacienti s alergickym astmatem maji
tendenci reagovat na infekci lidskym rhinovirem imunitni reakci 2. typu zahrnujici
zvysSenou produkci IL-10 a IL-4 s potenciaci alergického typu zanétu, na rozdil od
zdravych jedincu, ktefi na stejnou virovou infekci reaguji zejména produkci IFN-y
(Papadopoulos et al., 2002). Na druhé strané existuji také prace o protektivnim vlivu
nékterych infekci v Casném détském véku chranicich pfed rozvojem priduskového
astmatu v pozdéjSich letech (Matricardi et al., 2002). Opakované zavazné respiracni
infekce v prvnich tfech letech Zivota se nicméné jevi byt vyznamnym rizikovym

faktorem pro perzistenci piskotd v pozdéjSim (Skolnim) véku (llli et al., 2001).

2.3 Fenotypy astmatu

Z vySe uvedeného je patrné, zZe etiopatogeneze priduskového astmatu je zalezitosti
nesmirn€ komplexni zahrnujici nespoc€et pozitivnich i negativnich proménnych.
Predikce rozvoje onemocnéni tak neni v asném détském véku vlabec jednoducha.
V poslednich letech bylo provedeno nékolik prospektivnich studii sledujicich
pfirozeny pribéh onemocnéni od narozeni az do Skolniho véku nebo az do dosazeni
dospélosti. Vysledkem téchto praci je tzv. ,fenotypizace” priaduskového astmatu
v détském véku, kde rizni autofi uvadéji rizné druhy fenotypu astmatu (Obr. 1 a 2),
a to jednak podle pocatku jejich prvnich projevu a dalSiho trvani a pribéhu, pfipadné
podle nejcastéjSi pfiCiny akutnich exacerbaci piskotl. Setkavame se zde s pojmy
jako ,Casné prechodné piskoty, ,pozdni pfechodné piskoty“, ,piskoty indukované

viry* a dalSi (Bacharier et al., 2008; Henderson et al., 2008; Papadopoulos et al.,
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2012). Vzhledem ke skutecCnosti, Zze jsou tyto fenotypy vysledkem dlouhodobych
pozorovani, lze klinicky fenotyp u konkrétniho pacienta bohuzel spolehlivé hodnotit
pouze pfi retrospektivnim pohledu. Navic se jednotlivé fenotypy mohou u téhoz
pacienta Caste¢né prekryvat nebo dokonce v ¢ase i ménit (Papadopoulos et al.,

2012).

Koncept fenotypizace détského astmatu tudiz neni zatim prakticky vyuzitelny pfi
klinickém posuzovani a rozhodovani o dalSim osudu jednotlivych pacientu
prichazejicich do ordinace s prvni nebo opakovanou epizodou praduskové

obstrukce.

Obr. 1: Fenotypy astmatu u déti star§ich dvou let podle konsensu Practall.
Adaptovano podle Bacharier et al., Allergy. 2008;63 (1):5-34

Je dité zcela bez obtiZi mezi epizodami piskotd?

— T~

Ano Ne

— | |

Jsou nachlazeni Je fyzicka némaha
oy uius Ne obvyklym nebo Ne Ma dité jasné klinické
nejcastgjsim . . e
L — jedinym —_— znamky alergické
vyvolavajicim L e "
g . vyvolavajicicm sensitizace?
faktorem piskotd?
faktorem?
Ano Ano Ano Ne
Viry indukované Zatézi indukované Alergeny Nedofesené
astma*® astma* indukované astma astma#

*Déti mohou byt sou€asné atopické
# Zde mohou byt zahrnuty rizné pri€iny véetné expozice drazdivym latkam a takeé neobjasnéné alergie
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Obr. 2: Fenotypy astmatu u déti do 6 let véku podle Hendersona et al.. Adaptovano
podle Henderson J. et al. Thorax. 2008;63(11):974-80.

—8— Casné prechodné (16%) - ®- Casné prolongované (9%)
- ®- Intermediarni (3%) —8— Pozdni (6%)
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2.4 Prediktivni index astmatu

Z vysledkl prospektivnich studii se v klinické praxi zatim nejlépe osvédcil Prediktivni
index astmatu (API) publikovany Castro-Rodriguezem v roce 2000 s naslednou
modifikaci podle Guilbertové (mAPI) z roku 2004 (Castro-Rodriguez et al., 2000;
Guilbert et al., 2004), jehoz kritéria jsou pfehledné shrnuta na Obr. 3. Tento index
obsahuje souhrn nékolika anamnestickych, klinickych a laboratornich udaja, jez Ize
celkem snadno ziskat i u pacientd nejnizSich vékovych skupin, proto je

v pediatrickych ordinacich v celém svété stale vice vyuzivan. Jeho pouziti pfi

rozhodovani o osudu pacienta s podezifenim na pruduskové astma je také
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v v,

vékové skupiny (Global Initiative for Asthma < 5 - GINA<5). | kdyz je pfi pozitivnim
APl jeho prediktivni hodnota nevelka (Brand, 2011), jeho vyznam je pfedevSim

v negativni prediktivni hodnoté (Castro-Rodriguez et al., 2011).

Obr. 3: Modifikovany prediktivni index astmatu podle Guilbertové et al.. Adaptovano
podle AllergyGoAway.com, JACI 2010: 126(2):212-6, doplnéno 2014

[ Modifikovany prediktivni index astmatu (mAPI) pro déti do tri let véku splnujici: }

4 epizody piskotl v poslednim roce

z toho nejméné jedna epizoda verifikovana lékafem
Plus jedno velké NEBO dvé mala kritéria

2 |

Velks kritéria D A Mals kritéria Y
- astma u jednoho z rodict (i v détstvi) - alergicka sensitizace k
potravinovému alergenu
(kravské mleko, vajicka, ...)
- lékafem diagnostikovany atopicky ekzém - piskoty mimo nachlazeni

- alergicka sensitizace k aeroalergenu - zastoupeni eozinofilnich
Qoztoéi, pyly, srst domacich zvirat, ...) J Qranulocytu v DKO 4 % a vice j

Pozitivni mAPI: 76% pravdépodobnost astmatu ve skolnim veéku

Negativni mAPI: 95% pravdépodobnost, Zze dité nebude mit
ve Skolnim véku astma

V populaci déti rizikovych pro rozvoj astmatu se vSak pozitivni kritéria mAPI v prvnich
trech letech Zivota jevi byt uziteChym nastrojem predikce rozvoje astmatu
v pozdéjSim véku (Chang et al., 2013). Naopak pfi negativité API se da do urcité miry

predpokladat, ze spoustécem priduskovych obstrukci jsou pfevazné virové infekce a

18



Ze dité ztéchto piskotl ,vyroste“. V tomto pfipadé lze i navzdory opakovanym

akutnim obtizim vyCkat se zahajenim dlouhodobé preventivni terapie.

2.5 Remodelace priduskové stény

Navzdory zmifovanému narUstu prevalence praduskového astmatu v détskych
populacich témeéF vSech vyspélych statld svéta a znalosti Sirokého spektra faktort
zvysujicich pravdépodobnost jeho vzniku jsou nase dosavadni znalosti o jeho
primarni etiopatogenezi velmi limitované. Zejména je doposud jenom velmi malo
znamo o inicialnich procesech probihajicich v dychacich cestach na mikroskopické
urovni v poCatcich nemoci nebo dokonce jesté pred jejimi prvnimi klinickymi projevy.
Pfitom |ze ale pfedpokladat, Ze pravé tyto déje jsou urcujicimi faktory pro pocatek,
rozvoj a nasledny pridbé&h onemocnéni, stejné jako zfejmé& urluji i jeho klinicky

fenotyp.

U dospélych pacientd s astmatem lIze ve sténé dolnich dychacich cest nalézt fadu
zmén ve srovnani s dychacimi cestami zdravého Clovéka. Tyto strukturalni zmény
jsou spole¢né oznaCovany pojmem remodelace a dlouhodobé byly povazovany za
patognomické pro diagnézu bronchidlniho astmatu. Remodelace postihuje

priduskovou sténu v celém jejim rozsahu.

Komplex remodelaénich zmén tak zahrnuje zvySenou vulnerabilitu a dysfunci
epitelovych bunék se sou€asnym zmnozenim poharkovych bunék, ztlusténi bazalni
membrany pod epitelem, subepitelidini fibrézu s abnormalnim zastoupenim
nékterych proteinl a proteoglykanu extracelularni matrix, hypertrofii a hyperplazii

hladké svaloviny, pfitomnost myofibroblastli a zvySenou vaskularitu subepitelialniho
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vaziva (Jeffery, 2001; Bai a Knight, 2005). Porovnani zdravé pradusky s praduskou

postizenou remodelaci znazorriuje Obr. 4.

Obr. 4 Remodelace priduskové stény — vievo zdrava prudusSka, vpravo pruduska
postizena  remodelaci.  Adaptovano  podle  Wadsworth et al. 2012
www.intechopen.com

s

Protoze mira remodelace znané koresponduje stiZzi onemocnéni dospélych
astmatikd (Bai a Knight, 2005), byly tyto zmény dlouho povazovany za pouhy
disledek chronickych zanétlivych procest ve sténé pridusek, jez se rozvijely

v pribéhu onemocnéni. AvSak na rozdil od intenzity zanétu, jenz mize byt udrzovan
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pod kontrolou pfi uziti vhodné medikace, rozvinuté remodela¢ni zmény v praduskové
sténé jsou medikamentdzné ovlivnitelné pouze Castecné, do jisté miry se tedy jedna
o déj nevratny (Kumar et al.,, 2004). Rozvinuté remodela¢ni zmény navic vedou
k vy$8i nachylnosti pradusek reagovat na nejriznéjsi podnéty, takze nastup akutni
prudusSkové obstrukce je v pfipadé takto zménénych dychacich cest mnohem

v wvivs

odpovéd na terapii, jejiz efekt byva Castokrat nedostacujici (Bergeron et al., 2010).

V nékolika poslednich letech se objevuji studie dokladajici pfitomnost remodelacnich
zmén i u déti Skolniho a dokonce predskolniho véku (Pohunek et al., 2005; Saglani
et al., 2007). Tato zjisténi nekoreluji s vySe uvadénou hypotézou o vzniku
remodelace jako dusledku chronického zanétu. Protoze se v minulosti pfedpokladalo,
Ze trva fadu let, nez se remodelace v priduskach rozvine, pfitomnost nékterych
znakl charakteru remodelace jiz u déti prfedSkolniho véku tak byla pomérné

prekvapivym nalezem.

Zde tedy vyvstava otazka, zda tyto zmény skuteCné souviseji pouze s rozvojem
zanétlivych zmén v priduskové sliznici v prubéhu onemocnéni bronchialnim
astmatem, anebo jestli se mohou rozvijet paralelné se vznikem a ¢asnym rozvojem

onemocnéni nebo dokonce jesté pred jeho prvnimi klinickymi projevy.

2.5.1 Ztlusténi bazalni membrany, strukturalni glykoproteiny

| kdyz v pruduskové sliznici pacientl s astmatem nemuseji byt vSechny znamky

remodelace plné vyjadreny, ztlusténi bazalni membrany byva jejim konstantnim
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znakem. Lze pfedpokladat, Ze se jedna o jeden z prvnich pfiznakd postupné se
rozvijejici remodelace. Domnivame se, ze epitelové bunky sliznice dychacich cest
hraji stéZejni roli v rozvoji budoucich remodelacnich zmén. Epitelie pfedstavuji prvni
linii bariéry v kontaktu s latkami pfichazejicimi do dychacich cest ze zevniho
prostfedi. Epitelové bunky vystavené drazdivym podnétdm mohou iniciovat indukci
proliferativnich procesl v hlubSich vrstvach priduskové sliznice, a to i bez soucasné
pfitomnosti zanétu (Fedorov et al., 2005). Jednou z prvnich pozorovatelnych a
objektivné hodnotitelnych zmén pak muaze byt pravé ztlusténi bazalni membrany pod

epitelem jako disledek nadprodukce nékterych strukturalnich proteind.

Zakladnim strukturalnim glykoproteinem bazalni membrany ve sliznici dychacich cest
je laminin, pfitomny ve vSech bazalnich membranach pod epitelem kdekoliv
v lidském organismu. Je produkovan zejména epitelovymi burfikami a typicky proto
tvofi zevni vrstvu bazalni membrany oznaCovanou jako lamina lucida (Durbeej, 2010;
Aumailley a Smyth, 1998). Pokud budeme pfedpokladat, Ze iniciace remodelacnich
zmén nemusi vychazet z chronického zanétu, ale naopak Ze je indukovana dysfunkci
epitelovych bunék, Ize oCekavat, Ze pfipadné ztlusténi bazalni membrany jakozto
prvni znamka pocinajici remodelace pljde pravé na vrub zbytnéni vrstvy lamininu
pod epitelem. Mohlo by se tak jednat o jeden z prvnich obrannych mechanismi
pruduskové sliznice proti nepfiznivym vlivim zevniho prostfedi. U dospélych
pacientd s astmatem bylo zmnoZeni lamininu v zevni vrstvé bazalni membrany
opakované popsano jako jedna ze zakladnich znamek remodelace (Christie et al.,

2004; Liesker et al., 2009).
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DalSim glykoproteinem bazalni membrany je kolagen typu IV. Vyskytuje se
pfedevSim v lamina densa tvofici spolu s jiZ zminénou lamina lucida bazalni laminu.
Jeho pfitomnost je nezbytna pro udrZeni stability a spravné funkce bazalni laminy
(Leblond a Inoue, 1989; Amenta et al., 1988). ZvySena exprese kolagenu typu IV
byla popsana v praci zkoumajici bunécné kultury z dychacich cest dospélych
pacientl s astmatem (Kuo et al., 2011). Existuje v8ak také prace popisujici inverzni
vztah exprese lamininu a kolagenu IV ve sliznici astmatickych pacientt (Liesker et

al., 2009).

V dospélém véku se u pacientd s astmatem také popisuje zvySena exprese
glykoproteinu tenascinu. Tento protein ma nezastupitelnou ulohu v regeneracnich a
reparativnich procesech pfi posSkozeni tkané&, jeho zmnoZeni byva pozorovano
v chronickém zanétlivém terénu v rliznych tkanich organismu (Jones a Jones, 2000).
V praduskové sliznici pacientll s astmatem Ize zvySenou expresi tenascinu pfimo
pozorovat kratce po expozici alergenu (Phipps et al., 2004). Jeho zvySena produkce
muaze u dospélych pacientl s astmatem také pfispivat ke ztlusténi bazalni
membrany, nicméné byla popsana také u jinych chronickych zanétlivych onemocnéni
dychacich cest jako je napf. CHOPN (Karjalainen et al., 2003; Laitinen et al., 1997,

Liesker et al., 2009).

2.5.2 Chronicky zanét ve sténé prudusek pacienti s astmatem

Zanét v prauduskové sliznici je povazovan za zakladni rys této nemoci. Pfedpoklada
se, Ze chronicky a systémovy zanét je u pacienta s astmatem pfitomen i v klidovych

obdobich prostych klinickych symptomu a jeho aktivita je v pfimé souvislosti s mirou
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bronchialni hyperreaktivity (Bacharier et al., 2008). V détském véku je situace navic
komplikovana nezralosti nékterych slozek imunitniho systému, ktera pak muze vést
preferencéné k ,atopickému® typu imunitni odpovédi zprostfedkovanému subpopulaci
Th2 lymfocytl (Martinez, 1999; Meiler et al., 2006). Typ pfevazujicich zanétlivych
bunék je dan vékem a spoustécimi faktory a muze se mezi jednotlivymi fenotypy liSit.
Zatimco prevazné ,neutrofilni typ zanétu je spojovan s opakovanymi virovymi
infekcemi a vySSim stupném zavaznosti nemoci, ,eozinofilni“ zanét €asto souvisi
s atopii a také s tendenci k perzistenci pfiznakd (Marguet et al., 1999; de Blic et al.,
2004). Doposud neni znamo, jestli a do jaké miry se zanétlivé bunky podileji na

v v

fenotypum astmatu odpovida urcity typ zanétlivé odpovédi.

2.6 Remodelace v hlubsich vrstvach praduskové stény

Kromé ztlusténi bazalni membrany epitelu probihaji v dychacich cestach pacientu
s astmatem dalSi déje vedouci k celkové prestavbé praduskové stény. V disledku
aktivace fibroblastl (a posléze také myofibroblastl) dochazi k nadprodukci a
souCasné snizenému odbouravani extracelularni matrix, coz vede k obrazu
subepitelialni fibrézy (Elias et al., 1999). Nadprodukce hlenu v dychacich cestach
pacientl s astmatem je dana zmnozenim poharkovych bunék a také hyperplazii
submukéznich zlazek (Carrol et al.,, 1993; Aikawa et al., 1992). Hypertrofie a
hyperplazie hladkych svalovych bunék spolu se zvySenou vaskularizaci praduskové
tkané pak znac¢nou mérou pfispivaji k bronchialni hyperreaktivité a k rychlé obstrukci
pruduSek po podrazdéni alergenem nebo jinym podnétem (Carrol et al., 1993; Li a

Wilson, 1997).
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Nékteré ztéchto zmén jiz byly popsany i u détskych pacientd s praduskovym
astmatem, i kdyz jejich intenzita nebyla natolik vyrazna jako u dospélych pacientl
(Pohunek et al., 2005; Barbato et al., 2003). O jejich pfitomnosti v kojeneckém a

batolecim véku zatim nemame dostatek informaci.
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3. HYPOTEZA A CiLE PRACE

3.1 Studie 1. Histologicka analyza strukturalnich zmén v praduskové sliznici

nejmensich déti s vy§Sim rizikem rozvoje astmatu

Urcité znamky remodelace byly jiz popsany v priduskové sliznici Skolnich a
predskolnich déti. Tyto zmény nebyly doposud hloubégji studovany u déti nejmladsiho
véku, u kterych je diagnostika priduskového astmatu obtizna vzhledem k vysoké
prevalenci piskotli virové etiologie a pouze omezenym moznostem funkéniho
vySetfeni plic Ci detekce zanétu v dychacich cestach u téchto déti. Tradicni
predstava, ze priduskové astma Ize diagnostikovat az na zakladé podrobného
funkéniho vySetfeni plic u spolupracujiciho ditéte, zpusobuje, Ze je s dlouhodobou
preventivni terapii Casto zbyte¢né otaleno i v pfipadech, kdy dité v kojeneckém nebo
batolecim véku zaziva opakované stavy dusnosti s praduskovou obstrukci, a to i
nékolikrat ro¢né. V poslednich letech se pfitom stale Castéji objevuji nazory, Ze
remodelaéni zmény v pradduskach mohou vznikat paralelné s rozvojem nemoci,

anebo dokonce jesté pred jejimi prvnimi pfiznaky.

Hypotézy:

1. U déti predisponovanych k rozvoji bronchialniho astmatu se inicialni strukturalni

zmeény v pruduSkové sliznici mohou objevit ve velmi ¢asném véku, a to dokonce i

pfed prvnimi klinickymi projevy nemoci, dfive, nez je stanovena diagnéza astmatu.

Tyto zmény zacinaji od povrchovych vrstev sliznice v dusledku dysfunkce epitelu.
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2. Zanétlivée zmény v hlubSich vrstvach sliznice nejsou vtomto véku jesté piné
vyjadfeny. PFitomnost Casnych remodelacnich zmén pod epitelem neni v korelaci

S mnozstvim zanétlivych bunék v subepitelialnim vazivu.

3. Inicialni strukturalni zmény v €asném détském véku predznamenavaji poruchu

funkce plic zjistitelnou jiz v pfedsSkolnim véku.

Cile prace:

1. Méfeni tloustky bazalni membrany a kvantitativni hodnoceni exprese jejich
strukturalnich glykoproteini v bioptickych vzorcich pacientd kojeneckého a
batoleciho véku. Srovnani vysledkl pacientld s vy$Sim rizikem rozvoje astmatu

s kontrolni skupinou.

2. Analyza poc¢tu neutrofilnich a eozinofilnich granulocytl v subepitelidlnim vazivu.
Korelace pfitomnosti téchto elementd s tloustkou bazalni membrany a expresi

strukturalnich glykoprotein(i bazalni membrany.

3. Nasledné funkéni vysSetfeni plic v pfedSkolnim véku a urCeni miry Kkorelace

funkCnich parametru s histologickymi nalezy vySetfenych déti.
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3.2 Studie 2: Porovnani fenotypovych projevii priduskového astmatu u

nejmladsich déti s opakovanymi obstrukcemi pradusek v anamnéze

Klinické projevy praduskového astmatu v raném détstvi mohou vznikat v disledku
pusobeni celé Fady faktor(, velmi Castym spoustéCem jsou zejména virové infekce
dolnich dychacich cest. Akutni exacerbace pruduskovych obstrukci pfi virové infekci
jsou zfejmé stejné Casté u déti s rizikem rozvoje astmatu i u déti nerizikovych.
Prozatim nemame k dispozici jednoznacné voditko, jak v nejnizSim détském véku
v€as odhalit prvotni projevy pruduskového astmatu jakozZto chronické celozivotni
nemoci od opakovanych a nezfidka pomérné zavaznych exacerbaci prevazné virové

etiologie, ze kterych dité ¢asem vyroste.

Hypotéza:

Fenotypové projevy pruduskového astmatu se v casném détském véku vyznamné

neliSi u déti s vy8Sim rizikem rozvoje astmatu ve srovnani s nerizikovou populaci.

Cil prace:

Ambulantni vySetfeni déti do 4 let véku s opakovanymi obstrukcemi pradusek v

anamnéze, vyhodnoceni rizika podle mAPI a porovnani klinickych a vybranych

laboratornich projevu u déti téchto dvou skupin.
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4. METODIKA

4.1 Studie 1: Histologicka analyza strukturalnich zmén v priduskové sliznici

nejmensich déti s vy§Sim rizikem rozvoje astmatu

4.1.1 Zarazeni pacientt do studie, rozdéleni podle rizika mAPI

Do studie byli zafazeni détsti pacienti do 4 let véku podstupujici z rdznych klinickych
divodl vySetfeni flexibilni bronchoskopii na Pediatrické klinice 2.LF UK a FN Motol.
Podminkou zarazeni do studie bylo podepsani informovaného souhlasu zakonnym
zastupcem pacienta. Znéni informovaného souhlasu bylo schvaleno etickou komisi
FN v Motole. Zadny z pacientd nebyl indikovan k vySetfeni flexibilni bronchoskopii
pouze pro ucely studie, indikace k bronchoskopickému vySetfeni jednotlivych

pacientU jsou uvedeny v tabulkach 1 a 2.

Z bronchoskopickych vysSetfeni jsme obdrzeli celkem 30 reprezentativnich
bioptickych vzork(l od pacientl ve véku 3 az 44 mésicl (prumérny vék 18,4 mésice,
median 13,5 mésice). Zadny zvySetfenych pacientd nemél v dobé
bronchoskopického vysSetfeni stanovenou diagnézu alergického onemocnéni ani
pruduskového astmatu. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin podle vybranych
hlavnich kritérii mAPI. Vedlejsi kritéria mAPI jsme pfi klasifikaci pacientd nebrali
v Uvahu, jelikoz zadny z pacientl nesplfioval sou€asné dvé vedlejsSi kritéria, aby tak
mohl byt povazovan za ,pozitivniho® z hlediska mAPI. Do skupiny s vy88im rizikem
tak byli zafazeni pacienti s pozitivni anamnézou atopického ekzému nebo s jednim

rodiCem s diagn6zou bronchialniho astmatu. Do rizikové skupiny bylo zafazeno
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celkem 14 pacientl ve véku od 4 do 44 mésicl (pramérny vék 21,6 mésicli, median
19,5 mésice). Sestnact pacientt ve véku 3 az 38 mésicl (primérny vék 15,6 mésice,
median 11 mésicl) nespliujicich uvedena kritéria pak bylo zafazeno do kontrolni
skupiny. Zakladni charakteristika pacientd obou skupin je uvedena v tabulkach 1 a 2.
PFi hodnoceni rizikovosti pacientll pro rozvoj astmatu jsme nebrali v ivahu zakladni
kritérium mAPI, a sice pocet pfedchozich epizod piskotl v osobni anamnéze. Pri
nizkém véku vySetfovanych déti vice nez polovina z nich nezazila zadnou epizodu

piskotu pfed provedenim bronchoskopického vySetfeni.

Studie probihala dvojité zaslepené, pacienti a jejich bioptické vzorky byly Ciselné

zakodovani nezavislym vyzkumnikem.

Tab. 1: Rizikova skupina - zakladni indikace

k bronchoskopickemu vysetreni

charakteristika pacientd a

RIZIKOVA SKUPINA

VEK
PACIENT | POHLAVI | (MES.) |RF PRO ASTMA |INDIKACE K BRONCHOSKOPII
1 M 11 atopicky ekzém | Opakované respiracni infekce
2 M 12 atopicky ekzém | Suspektni aspirace CT
3 M 13 atopicky ekzém | St. p. opakovanych bronchitidach
4 M 31 atopicky ekzém | St. p. bilateralni bronchopneumonii
St. p. opakovanych
5 F 40 atopicky ekzém | bronchopneumoniich
PMR, centralni hypotonicky syndrom,
st. p. akutnim respiracnim selhani pfi
6 M 4 AB u matky pneumonii
St. p. opakovanych respiracnich
7 M 44 AB u matky infekcich HDC a DDC
8 M 35 atopicky ekzém | St. p. opakovanych bronchitidach
9 M 17 AB u otce Suspektni aspirace CT
10 F 20 atopicky ekzém | St. p. téZké bilateralni pneumonii
Suspektni opakované aspirace pfi
11 M 19 atopicky ekzém | GER
12 M 6 atopicky ekzém | Tracheobronchomalacie
13 M 17 atopicky ekzém | Opakované respiracni infekce
14 M 34 AB u matky Opakované respiracni infekce
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Tab. 2: Kontrolni

skupina — zakladni charakteristika pacientt a indikace

k bronchoskopickéemu vysetreni

KONTROLNi SKUPINA

VEK

PACIENT | POHLAVI | (MES.) | INDIKACE K BRONCHOSKOPII

St. p. resekci stendézy trachey a pravého hlavniho
1 M 35 bronchu, tracheomalacie
2 M 9 Recidivujici bronchitidy
3 M 38 Recidivujici bronchitidy, mirny kysely GER

St. p. atrézii jicnu s TE pistéli, st. p. fundoplikaci pro
4 F 14 masivni GER

St. p. opakovanych bronchopneumoniich vpravo, deficit
5 F 29 IgA
6 M 29 Chronicky suchy ka$el, Casté rymy
7 M 6 Protrahované bronchitidy
8 F 10 Opakované respiracni infekce
9 M 11 Protrahovany tracheolaryngealni kasel po infekcich

St. p. opak. respiratnich infekcich, st. p. tézké
10 M 11 pneumokokové pneumonii
11 F 7 St. p. opakovanych bronchitidach a bronchopneumoniich
12 M 4 Kongenitalni laryngealni stridor

PMR, centralni hypotonicky syndrom, opakované
13 M 4 destaurace ve spanku
14 F 3 Suspektni opakované apirace pfi GER
15 M 9 Arthrogryposis congenita, inspiracni stridor
16 M 30 Tracheomalacie

4.1.2 Bronchoskopické vysSetieni, endobronchialni biopsie

Pfi bronchoskopickych vysSetfenich byly pouzity flexibilni bronchoskopy Olympus o

zevnim pruméru 2,8 nebo 3,6 mm podle stafi pacienta (Olympus BF XP40, Olympus

BF XP60 nebo Olympus BF 3C160; Olympus, Tokyo, Japonsko). VSechna vySetfeni

byla provedena v klidné celkové anestézii pouZzitim kombinace intravenézniho

propofolu a inhala¢niho sevofluranu se zachovanim spontanni ventilace pacienta.

Biopticky vzorek byl odebran ke konci vySetfeni po vizualnim bronchoskopickém

zhodnoceni a bronchoalveolarni lavazi (pokud byla provedena). K odebrani vzorku
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byly pouzity flexibilni klesté (Olympus CDD 3). Od kazdého pacienta byly odebrany

2-4 vzorky z nékteré kariny na urovni segmentarniho vétveni pridusek.

4.1.3 Zpracovani bioptickych vzorkt pro vysetieni svételnou mikroskopii

Odebrané bioptické vzorky byly ihned fixovany po dobu 4 hodin v Cerstvém 4%
roztoku paraformaldehydu pufrovaném PBS (pH 7,4). Nasledné byly vzorky
pfemistény do samotného pufrovaciho roztoku a uchovany pfes noc pfi teploté 4°C.
V dalSim kroku byly vzorky odvodnény vzestupnou fadou alkoholl, projasnény
chloroformem a zality do parafinu. Poté byly bloCky nakrajeny na fezy o tloustce 5

um a obarveny hematoxylinem-eozinem.

Obarvené vzorky byly pozorovany pod svételnym mikroskopem Axioskop (Zeiss,
Oberkochen, Némecko) nebo BX53 (Olympus, Tokyo, Japonsko) vybavenych CCD
kamerami DS-U1 (Nikon, Tokyo, Japonsko) nebo ProgRes C5 (Jenoptik, Jena,
Némecko). K dalSi analyze byly vybrany pouze reprezentativni vzorky (s délkou BM

nejméné 300 um).

V pfehledném barveni hematoxylinem-eozinem byla méfena tloustka BM pod
objektivem se 40-nasobnym zvétSenim a za pouziti poc€itaCové analyzy obrazu NIS
Elements (Laboratory Imaging, Praha, Ceska republika). Tloustka BM byla méfena
desetkrat v riznych oblastech kazdého vzorku s minimalnim rozestupem jednotlivych

mérfeni 20 um. Z deseti méfeni pak byla vypoctena primérna tloustka BM.
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4.1.4 Imunohistochemicka vysSetreni

K analyze strukturalnich proteini BM a bunécénych elementd v subepitelialnim vazivu
byly pouzity metody nepfimé imunohistochemie. Pokud neni uvedeno jinak, pfi
imunohistochemickych znacCenich jsme pouzivali protilatky a specialni chemikalie

spole¢nosti Sigma-Aldrich Corporation (St. Louis, MO, USA).

4.1.4.1 Priprava vzorkl k imunohistochemické analyze

U vSech vzorkll byla pfed vlastnim imunohistochemickym vySetfenim provedena
revitalizace antigennich determinant zkoumanych proteint poskozenych pfedchozim
zpracovanim vzorkl. Revitalizace byla provedena zahfatim v citratovém pufru o pH
6,0 pfi teploté 96°C po dobu 5 minut (znaCeni neutrofilnich granulocytl) nebo
inkubaci s proteazou Bacillus licheniformis pfi teploté 37°C po dobu 10-20 minut
(vSechna ostatni znaceni). Nasledné blokovani endogennich peroxidaz bylo
provedeno pomoci vodného roztoku peroxidu vodiku a metanolu po dobu 30 minut
nebo roztokem Dako Dual Block po dobu 10 minut, s nimZ jsme rovnéz blokovali
aktivitu endogenni alkalické fosfatazy (nutné pfi znaceni lamininu). K vysyceni
nespecifickych vazebnych mist pro protilatky bylo pouzito 10-minutové inkubace

s fetalnim telecim sérem.
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4.1.4.2 Znaceni strukturalnich protein0 BM a bunéénych elementt

v subepitelialni tkani

Ke znaceni lamininu byla pouzita primarni polyklonalni krali¢i protilatka proti lidskému
lamininu (Sigma L9393 v fedéni 1:50), inkubace histologickych fezl s protilatkou
probihala pfi teploté 4°C pfes noc. Druhy den byly fezy inkubovany se sekundarni
polyklonalni kozi protilatkou proti krali€Cimu IgG konjugovanou s alkalickou fosfatazou
(Sigma A3687 v fedéni 1:100). Inkubace se sekundarni protilatkou trvala 10 minut pfi
pokojové teploté. Rezy byly poté oplachnuty a vizualizovany pomoci roztoku Fast-
Red. Poslednim krokem bylo kratké dobarveni jader (bezalkoholovym) Mayerovym

hematoxylinem.

Pro znacleni kolagenu typu IV a v8ech isoforem tenascinu jsme pouzili mysSi
monoklonalni protilatky proti ttmto proteinim (Sigma C1926 v fedéni 1:500 a Sigma
T2551 v fedéni 1:1000), inkubace s primarni protilatkou probihala pfi teploté 4°C
pfes noc. Nasledujici den byly fezy inkubovany se sekundarni polyklonalni kraliCi
protilatkou proti mySimu IgG konjugovanou s kfenovou peroxidazou (Sigma A9044
v fedéni 1:500) a nakonec vizualizovany pomoci diaminobenzidinu (DAB). Jadra

bunék byla kratce dobarvena hematoxylinem.

Ke znaleni eozinofilnich granulocytd byla pouzita monoklonalni mysi protilatka proti
hlavnimu bazickému proteinu eozinofilnich granulocytl (ab77842, Abcam,
Cambridge, Velka Britanie vifedéni 1:25), ke znaceni neutrofilnich granulocytl
monoklonalni mysi protilatka proti elastaze neutrofilnich granulocytt (20-272-193399,

GenWay, San Diego, CA, USA vfedéni 1:100). Inkubace s primarni protilatkou
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probihala pfi teploté 4°C pfes noc, nasledujici den byly fezy inkubovany se stejnou
sekundarni protilatkou jako pfi detekci kolagenu typu IV nebo tenascinu a
vizualizovany pomoci DAB. Jadra bunék byla kratce dobarvena hematoxylinem.

Metoda nepfimé imunohistochemie je schematicky znazornéna na Obr 5.

Obr. 5: Schematické znazornéni metody neprimé imunohistochemie s pouZitim
sekundarni protilatky konjugované s kfenovou peroxidazou a vizualizaci DAB.
Adaptovano podle http://lwww.tissue-array.com/
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K imunohistochemické analyze bylo celkem ziskano 9 reprezentativnich vzorkd pro
hodnoceni exprese lamininu (5 vzork( rizikovych pacientd a 4 vzorky z kontrolni
skupiny), 11 vzorkd pro hodnoceni exprese tenascinu (5 vzorku rizikovych pacientt a

6 vzorkd z kontrolni skupiny) a 9 reprezentativnich vzorkld pro hodnoceni pfitomnosti
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kolagenu typu IV (3 vzorky od rizikovych pacientd a 6 vzorkd od kontrol). Dale jsme
ziskali celkem 15 reprezentativnich vzorkd pro hodnoceni pfitomnosti neutrofilnich
granulocytd (8 pacientl z rizikové skupiny a 7 kontrol) a 8 vzork( pro hodnoceni

zastoupeni eozinofilnich granulocytu (po &tyfech z kazdé skupiny).

4.1.5 Funkéni vysSetreni plic

K hodnoceni zavislosti funkce plic na histologicky zjisténych projevech remodelace
jsme u vySetfenych déti provedli funkéni vySetfeni plic v pfedSkolnim véku. Celkem
se podafilo ziskat validni vysledky funkéniho vySetfeni od 14 déti, z toho bylo 8
z rizikové skupiny a 6 z kontrolni skupiny. Primérny vék pfi funkénim vysetfeni byl
45,9 mésice (median 45 mésicl). Ke korelaci s mirou remodelace jsme pouZili
parametr jednosekundoveé vitalni kapacity pfi usilovhém vydechu (FEV1) vyjadiené v

procentech nalezité hodnoty pro dany vék, vysku a hmotnost.

4.2 Studie 2: Porovnani fenotypovych projevi praduskového astmatu u

nejmladsich déti s opakovanymi obstrukcemi pradusek v anamnéze

4.2.1 Zarazeni pacientt do studie, rozdéleni podle rizika mAPI

Do studie byli zafazeni pacienti do 4 let véku s anamnézou opakovanych obstrukci
dychacich cest hospitalizovani na Pediatrické klinice 2.LF UK a FNM z ddvodu akutni
exacerbace pruduskové obstrukce. S odstupem 3-6 tydnU po této hospitalizaci byli
pacienti pozvani do pneumologické ambulance Pediatrické kliniky 2.LF UK a FNM.

Celkem bylo ambulantné vySetfeno 55 déti ve véku od 7 do 47 mésicu (prlimérny
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vék 22,2 mésice, median 22 mésicl). Kritéria mAPI splfiovalo 35 déti (z toho 27
chlapcll) ve véku od 7 do 47 mésicu (prumérny veék 23,14 meésice, median 23
mésicu), u 20 déti (z toho 12 chlapcl) ve véku od 7 do 34 mésicu (primérny veék
20,55 mésice, median 18,5 mésice) pak byl mAPI vyhodnocen jako negativni. Pfi
vySetfeni v pneumologické ambulanci byla detailné probrana osobni, rodinna a
socialni anamnéza pacienta, dale bylo provedeno kompletni klinické vySetfeni a
stanoveno riziko rozvoje astmatu podle indexu mAPI. Pfi hodnoceni rizika podle
indexu mAPI jsme nebrali v uvahu pocet pfedchozich obstrukénich epizod podobné
jako u pacientl zafazenych do studie 1. Pacienti byli rozdéleni do dvou skupin:

rizikové pro rozvoj astmatu (mAPI+) a nerizikové (mAPI-).

4.2.2 Laboratorni vySetieni pacientt

V indikovanych pfipadech byl odebran vzorek krve Kk laboratornimu vySetfeni
krevniho obrazu a imunologickému vySetfeni k odhaleni mozné alergické etiologie
obtizi. Panel provadénych laboratornich vySetfeni pfi ambulantni navstévé
znazoriiuje Tab. 3. Podle vysledku ambulantniho vySetfeni bylo nasledné
doporu¢eno daldi sledovani ve specializované ambulanci event. zahgjeni
dlouhodobé preventivni terapie. Vysledky ambulantniho vySetfeni byly vyuZity

k porovnani fenotypovych projevl priduskovych obstrukci obou skupin pacientu.
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Tab. 3: Panel laboratornich vySetreni pfi ambulantni kontrole v pneumologické
ambulanci

1. krevni obraz véetné diferencialniho rozpoctu leukocytt

2. imunologické vySetreni:

sérova koncentrace celkovych IgE (v IU/ml)
sérova koncentrace ECP (v ng/ml)
specifické IgE proti vybranym alergenum (v kU/I):

bilkovina kravského mléka
vajecny bilek

pyly trav

pyly bylin

pyly stromi

roztoci

plisné

srst ko¢ky

srst psa

3. vysetreni specifickych IgE proti konkrétnimu podezielému alergenu tam,
kde to bylo indikovano (podle anamnézy)

4.3 Statistické zpracovani vysledk

Tloustka BM (v um) byla vypoctena jako primérna hodnota z deseti méreni tloustky
BM v rliznych oblastech fezu bioptického vzorku. Expresi strukturalnich glykoprotein
v BM jsme meérili jako tloustku pozitivné znaCené vrstvy BM (v ym) a nasledné
spocitali relativni hodnotu vydélenim celkovou tloustkou BM zméfenou v prehledném

barveni HE. VSechny hodnoty jsou vyjadfeny jako pramér + smérodatna odchylka.

Pfi analyze pfitomnosti bunécnych elementd jsme pomoci programu pocitacové
analyzy obrazu spocitali poCet znaCenych bunék v fezu bioptického vzorku a zmérili
celkovou plochu fezu. PocCet bunék jsme pak vydélili plochou fezu, zastoupeni
studovanych bunék je vyjadfeno jako jejich poget na jednotku plochy (pocet

buné&k/mm?).
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Pro porovnani obou skupin pacientu ze studie 1 i 2 jsme pouzili Mann-Whitneyuv test
pro neparametrickd data a pro vzajemnou korelaci vysledkd jednotlivych méfeni

Spearman rank correlation test.

Za signifikantni rozdil byly povazovany hodnoty liSici se na hladiné vyznamnosti p <

0,05.
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5. VYSLEDKY

5.1Vysledky Studie 1

5.1.1 Vysledky histologickych analyz

V pfehledném barveni (Obr. 6) byla tloustka BM signifikantné vétsSi u déti s rizikem

ve srovnani s kontrolni skupinou (p < 0,01). Primérna hodnota tloustky BM u

rizikové skupiny byla 3,58 + 1,05 um, zatimco u kontrol jsme naméfili primérnou

tloustku BM 2,71 £ 0,48 pym (Graf 1).

Graf 1: Rozdily v tloustce BM mezi kontrolni (Cervena koleCka) a rizikovou (modré
trojuhelniky) skupinou. Praimérné hodnoty jsou vyznaceny linkou.

Tloustka BM (um)
6,50 7 p <0.01
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2,50 2
&
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Obr. 6: Sliznice praduSek v prehledném barveni HE. A a B — vzorek pruduskové
sliznice od pacientky ¢. 11 z kontrolni skupiny, vék 11 mésicu, zvétseni objektivu 20x
(A) a 40x (B). C a D — vzorek praduSkové sliznice od pacientky ¢ 5. z rizikové
skupiny, vék 40 mésicu, zvétseni objektivu 20x (C) a 40x (D). Bazalni membrana je
Zfetelné patrna ruzZova linie pod epitelem (Sipky).
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Absolutni tloustka laminin-pozitivni vrstvy v BM byla taktéz signifikantné vyssi u déti
z rizikové skupiny oproti kontrolni skupiné (2,47 + 1,36 ym ve srovnani s 1,21 £ 0,28
um, p < 0,05; Graf 2). Porovnanim relativniho zastoupeni lamininu ve strukture BM
rizikové a kontrolni skupiny bylo zjiSténo vysSi relativni zastoupeni lamininu u
rizikovych déti, tento vysledek ale nevykazoval statistickou vyznamnost (65,84 +
20,04 % tloustky BM vs. 42,82 + 16,19 % tloustky BM; Graf 2). Vrstva obsahujici

laminin byla dobfe zfetelna jako jasné Cervena linie na zevni strané BM (Obr. 7).
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Graf 2: Rozdily v absolutni a relativni tloustce vrstvy lamininu v BM mezi kontrolni
(Cervena kolecka) a rizikovou (modré trojuhelniky) skupinou. Priumérné hodnoty jsou
vyznaceny linkou.
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Obr. 7: Imunohistochemické znaceni lamininu (vzorek praduSkové sliznice od
pacienta ¢. 10 z kontrolni skupiny, vék 11 mésict (A) ve srovnani se vzorkem
priduskové sliznice od pacienta ¢. 7 z rizikové skupiny, vék 44 mésicd (B); laminin-
pozitivni vrstva se znazorriuje jako zretelna Cervena linie (vizualizace Fast Red),
zvétseni objektivu 40x.

Pfi hodnoceni exprese tenascinu jsme nenalezli signifikantni rozdily v jeho
absolutnim ani relativnim zastoupeni mezi obéma skupinami, jeho exprese byla
v obou skupinach srovnatelna (1,80 + 0,34 um/58,22 + 12,96 % tloustky BM
v rizikové skupiné a 1,65 + 0,24 um/61,87 + 17,72 % tloustky BM v kontrolni skupiné;
Graf 3). Lehka pozitivita tenascinu byla patrna v celé tloustce BM, ale silné pozitivni
tmavé-hnéda tenascin-pozitivni vrstvicka byla markantni pfevazné subepitelidlné u

obou skupin pacientd (Obr. 8).
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Graf 3: Rozdily v absolutni a relativni tloustce vrstvy tenascinu v BM mezi kontrolni
(Cervena kolecka) a rizikovou (modré trojuhelniky) skupinou. Primérné hodnoty jsou
vyznaceny linkou.
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Obr. 8: Imunohistochemické znaceni tenascinu (vzorek priduskové sliznice od
pacienta €. 10 z kontrolni skupiny, vék 11 mésict (A) ve srovnani se vzorkem
pruduskové sliznice od pacienta €. 7 z rizikové skupiny, vék 44 mésict (B); tenascin-
pozitivni vrstva se znazorriuje jako zretelna tmavé hnéda linie (vizualizace DAB),
zvétseni objektivu 40x.

PFfi analyze kolagenu typu IV jsme zaznamenali jeho nizZSi expresi u pacientl
z rizikové skupiny ve srovnani s kontrolni skupinou, a to jak v jeho absolutnim tak i
relativnim zastoupeni (0,98 + 0,20 um/28,56 + 2,43 % BM u pacientu s rizikem vs.
1,45 £ 0,29 um/53,70 £ 15,36 % tloustky BM v kontrolni skupiné, p < 0,05; Graf 4).

Kolagen typu IV byl pozitivné zna€en v zevni a prostfedni vrstvé BM (Obr. 9).
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Graf 4: Rozdily v absolutni a relativni tloustce vrstvy kolagenu typu IV v BM meazi
kontrolni (Cervena kolecka) a rizikovou (modré trojuhelniky) skupinou. Prumérné
hodnoty jsou vyznaceny linkou.
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Obr. 9: Imunohistochemické znaceni kolagenu typu IV (vzorek priduskové sliznice
od pacienta ¢. 13 z kontrolni skupiny, vék 4 mésice (A) ve srovnani se vzorkem
praduskové sliznice od pacienta ¢. 14 z rizikové skupiny, vék 34 mésict (B); kolagen
IV pozitivni vrstva se znazorriuje jako zfetelna tmavé hnéda linie (vizualizace DAB),
zvétseni objektivu 40x.

PFfi znaCeni bunéCnych elementd v subepitelialnim vazivu jsme nenalezli rozdily
v zastoupeni neutrofilnich ani eozinofilnich granulocytd mezi obé&ma skupinami
pacientl. Primérny pocet eozinofilnich granulocytll u pacient s rizikem pro rozvoj
astmatu byl dokonce niz&i nez u kontrolni skupiny (18,32 bun&k/mm? vs. 25,99
bunék/mm? Obr. 10, Graf 5). Zastoupeni neutrofilnich granulocytti bylo sice u
rizikovych pacientd vyssSi, nicméné rozdil mezi obéma skupinami nebyl statisticky

vyznamny (43,81 bunék/mm? ve srovnani s 15,79 bun&k/mm?; Obr. 11, Graf 6).
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Obr. 10: Imunohistochemické znaceni eozinofilnich granulocytt (vzorek praduskové
sliznice od pacienta ¢. 16 z kontrolni skupiny, vék 30 mésici (A) ve srovnani se
vzorkem praduskové sliznice od pacienta ¢. 7 z rizikové skupiny, vék 44 mésicu (B);
eozinofilni granulocyty jsou vyznacCeny Sipkami (vizualizace DAB), zvétSeni objektivu
40x.
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Graf 5: Podet eozinofilnich granulocyti/mm? v kontrolni (ervena kolecka) a rizikové
(modré trojuhelniky) skupiné. Primérné hodnoty jsou vyznaceny linkou.
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Obr. 11: Imunohistochemické znaceni neutrofilnich granulocytt (vzorek praduskové
sliznice od pacienta ¢. 10 z kontrolni skupiny, vék 11 mésicu (A) ve srovnani se
vzorkem praduskové sliznice od pacienta ¢. 1 z rizikové skupiny, vék 11 mésicu (B);
neutrofilni granulocyty jsou vyznaceny Sipkami (vizualizace DAB), zvétSeni objektivu
40x.

Graf 6: Podet neutrofilnich granulocytt/mm? v kontrolni (Servené kolecka) a rizikové
(modré trojuhelniky) skupiné. Primérné hodnoty jsou vyznaceny linkou.
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V souladu s o€ekavanim jsme nenalezli pozitivni korelaci mezi pocty eozinofilnich a
neutrofilnich granulocytl a tloustkou BM. Korelacni koeficienty zavislosti exprese

studovanych bunék a tloustky BM jsou uvedeny v Tabulce 4.

Tab. 4: Korelacni koeficienty zavislosti exprese prozanétlivych bunék a tloustky BM.
Neutrofilni granulocyty r*=0,17, p = 0,36 (kontroIni skupina)

r? = 0,07, p = 0,62 (rizikova skupina)
Eozinofilni granulocyty r* = 0,98, p = 0,08 (kontrolni skupina)

> = 0,68, p = 0,18 (rizikova skupina)

5.1.2 Vysledky funkéniho vySetreni plic

Pfi funkénim vysSetfeni plic v pfedSkolnim véku jsme nenalezli statisticky vyznamnou
miru korelace mezi tloustkou BM a hodnotou FEV1 u jednotlivych pacientt (r* = 0,37,
p = 0,19; Graf 7). Primérna hodnota FEV1 byla mirné niz&i u rizikové skupiny ve
srovnani s kontrolni skupinou (88,5% n.h. vs. 94,83% n.h.), tento skupinovy rozdil

vSak nevykazoval statistickou vyznamnost.
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Graf 7: Srovnani FEV'1 v pfed$kolnim véku a tloustky BM.
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5.2Vysledky studie 2

Pfi porovnani obou skupin pacientd z klinické ¢&asti studie nebyly v souladu
s hypotézou nalezeny vyznamné rozdily ve fenotypovych projevech astmatu mezi
obé&ma skupinami. Primérny vék pfi prvni epizodé priduskové obstrukce byl u
MAPI+ skupiny lehce vy$Si [17,03 mésice (median 15 mésicl) vs. 14,27 mésice
(median 12 mésic)], rozdil mezi skupinami vSak nebyl statisticky signifikantni (p =
0,31). Primérny pocet obstrukénich epizod do jednoho roku véku byl mirné vyssi u
MAPI- skupiny, zatimco pfi hodnoceni téhoz parametru do véku tfi let se tento rozdil
otoCil ve prospéch mAPI+ skupiny, tyto rozdily nicméné nevykazovaly statistickou
vyznamnost. Z laboratornich ukazatelu jsme nezjistili statisticky signifikantni rozdil v
zastoupeni eozinofilnich granulocytu v diferencialnim krevnim obraze v dobé

akutnich obtizi ani v klidovém obdobi. Zajimavym nalezem bylo zjiSténi, Ze v dobé
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akutnich obtizi byl u velké vétSiny déti z obou skupin vyskyt eozinofilnich granulocytul
v DKO v mezich normy (tj. < 4 %), zatimco pfi ambulantnim vySetfeni v klidovém
obdobi doSlo k signifikantnimu narustu (p < 0,01) poctu eozinofilnich granulocytl
v obou skupinach. Statisticky vyznamny rozdil byl podle ofekavani zjiStén pfi
vySetfeni celkové sérové koncentrace IgE s vySSi hladinou u mAPI+ skupiny (223,82
IlU/ml (median 59,9) vs. 61,53 IU/ml (median 10,7), p < 0,01). Zfejmé& v souladu
S podobnosti obou skupin stran DKO nebyl nalezen ani vyznamny rozdil v sérové
koncentraci ECP. Také nebyla nalezena korelace mezi vékem nastupu prvnich obtizi
nebo poctem obstrukénich epizod do jednoho resp. tfi let véku a vySetfovanymi
laboratornimi parametry (eozinofilni granulocyty v DKO, celkova sérova koncentrace
IgE, resp. ECP). Obé skupiny se v8ak vyznamné liSily ve vyskytu epizod
priduskovych obstrukci mimo obdobi akutnich infekci, kdy u mAPI- skupiny se tyto
epizody vyskytovaly pouze u dvou pacientl, zatimco u mAPI+ skupiny jich uvedlo az
17 pacientd, skupinovy rozdil byl statisticky signifikantni na hladiné vyznamnosti p <

0,05.

Alarmujicim zjisténim byl vysoky podil kufactvi cigaret u rodi€t pacientl obou skupin,
kdy u mAPI- skupiny uvedlo koufeni jednoho z rodi¢u celkem 6 rodi€¢l (30 %) a u
mAPI+ skupiny dokonce az 16 rodic¢l (45,7 %), znichz mnozi se sami IéCi
s pruduSkovym astmatem. Ve studovaném souboru nicméné nebyl nalezen
signifikantni rozdil v po¢tu obstrukénich epizod &i véku pfi nastupu obtizi mezi détmi
kurakld a nekufakl ani v jedné ze skupin. Vysledky srovnani obou skupin prehledné

shrnuji Tab. 5 a 6.
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Tab. 5: Porovnani sledovanych parametrd u mAPI+ a mAPI- skupiny

hladina
MmAPI+ mAPI-  vyznamnosti

Pramérny veék pfi nastupu obtizZi (v mésicich) 17,03 14,27 p=0,31
Primérny pocet obstrukénich epizod do 1 roku
véku 1 1,19 p=0,64
Primérny pocet obstrukénich epizod do 3 let
véku 3,58 3 p=0,72
Eozinofilni granulocyty v DKO pfi exacerbaci
obstrukce
(v %) 1,97 1,22 p=0,31
Eozinofilni granulocyty v DKO mimo obdobi
obtiZi (v %) 57 6,2 p =0,95
Pramérna sérova koncentrace IgE (v IU/ml) 223,82 61,53 p <0,01
Pramérna sérova koncentrace ECP (v ng/ml) 32,82 30,4 p=0,10
Vyskyt obstrukcnich epizod mezi akutnimi
infekcemi (pocCet pacientl ze skupiny) 17 2 p <0,05

Tab. 6: Porovnani déti kuraku cigaret s détmi nekuraku v obou skupinach

hladina
kuraci nekuraci vyznamnosti
mAPI+
Pramérny veék pfi nastupu obtizi
(v mésicich) 16,67 16,14 p =0,85
Primérmy pocCet epizod praduskovych
obstrukci do 1 roku véku 0,88 1,21 p=0,80
Primérmy pocCet epizod praduskovych
obstrukci do 3 let véku 3,8 3,72 p=0,72
mAPI-
Pramérny veék pfi nastupu obtizi
(v mésicich) 17,4 11,38 p=0,22
Pramérny pocet epizod pruduskovych
obstrukci do 1 roku véku 0,6 15 p=0,44
Pramérny pocet epizod pruduskovych
obstrukci do 3 let véku 3 3,5 p=0,72
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6. DISKUSE

6.1 Studie 1: Histologicka analyza strukturalnich zmén v priduskové sliznici

nejmensich déti s vy§Sim rizikem rozvoje astmatu

6.1.1 Komentar k vysledkiim studie

Vedle dosavadniho tradi¢niho pojeti remodelaénich zmén v praduskové sténé jako
disledku chronické zanétlivé aktivity v dychacich cestach pacientl s rozvinutym
pruduskovym astmatem se v poslednich letech stale Castéji objevuje nazor, ze tyto
zmény se mohou objevovat ruku v ruce jiZz s prvnimi projevy tohoto onemocnéni. PFi
absenci studii zaméfenych na tuto problematiku vSak zlstavaly podobné nazory

pouze v roviné hypotéz.

vigwiv s

v tloustce BM mezi obéma studovanymi skupinami pacientd. Tento vysledek
potvrzuje nasi hypotézu o pfitomnosti inicialnich znamek priduskové remodelace ve
skupiné nejmladSich déti, a to i pfed stanovenim diagndzy astmatu nebo dokonce
pred klinickymi projevy piskotld. Ve skupiné pacientl s objektivnimi rizikovymi znaky
pro rozvoj astmatu muze ztlusténi BM indikovat inicialni poskozeni pruduskové

sliznice, jez pak muze vést k rozvoji dalSich zmén v jejich hlubSich vrstvach.

Vysledky imunohistochemické analyzy ukazaly, Ze toto ztlusténi jde zejména na vrub
zvySené depozice lamininu. Tento vysledek koresponduje s vysledky nékolika

predchozich studii u dospélych pacientl a na zvifecim modelu (Christie et al., 2004;
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Liesker et al., 2009). ZvySené zastoupeni lamininu je popisovano jako typicka
soucast remodelace u pacientl s astmatem. Laminin-pozitivni vrstva se zobrazuje
jako zevni cast BM pfilehla k bazim epitelovych bunék, jez jsou povazovany za hlavni
zdroj lamininu. Myslime si, Ze jeho zvySena exprese u pacientl s rizikem pro rozvoj
astmatu muZze byt dusledkem dysfunkce epitelovych bunék a je tak inicialni reakci na
iritaci nebo poskozeni pruduskové sliznice téchto pacientt Ciniteli zevniho prostredi.
Studie provedené na dospélych pacientech s astmatem prokazaly zvySenou expresi
nékterych cytokinl v epitelu dychacich cest (napf. EGF, TGF-beta nebo periostinu)
ve srovnani se zdravou populaci (Lambrecht a Hammad, 2012; Lopes-Guisa et al.,
2012). Rovnéz byla doloZzena zvy$ena exprese receptoru pro tyto faktory (EGFR)
v bronchialni sliznici pfi experimentu na mySim modelu (Le Cras et al.,, 2011).
Stimulace epitelii prozanétlivymi cytokiny k produkci extracelularnich proteini muze
nasledné vést kindukci dalSich déji podilejicich se na konecném histologickém
obrazu remodelace. Myslime si, Ze zvySena aktivita epitelovych bunék projevujici se
zvySenou produkci proteint extracelularni matrix u déti s vy$Sim rizikem pro rozvoj
astmatu by mohla byt disledkem vysSi fragility a vulnerability epitelt pfi jejich
expozici negativnim vlivdm z prostfedi (jako jsou virové infekce nebo expozice
alergenam). Tato epitelialni dysfunkce by mohla byt vysvétlena urcitym ,atopickym*
naprogramovanim imunitnich déji u téchto déti (Swindle et al.,, 2009). ZvySena
produkce lamininu muaze byt jednim z prvnich projevl aktivace téchto bunék

v dusledku jejich poskozeni (Crosby a Waters, 2010).

Pfi hodnoceni mnozstvi tenascinu jsme nenalezli rozdily v jeho produkci mezi obéma
skupinami pacientd. Tenascin je povazovan za jeden z kliCovych glykoprotein(

uCastnicich se reparac¢nich procesu pfi poskozeni tkani. Jeho zvySena depozice byva
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popisovana ve tkanich po poskozujicim inzultu nebo pfi probihajicim zanétlivém
procesu. ZvySena exprese tenascinu v BM byla ve studiich s dospélymi pacienty
popsana jako jedna z charakteristickych znamek remodelace (Karjalainen et al.,
2003; Laitinen et al., 1997, Liesker et al., 2009). Myslime si, Ze zvySeni jeho tvorby je
soucasti chronickych zanétlivych procesu probihajicich po fadu mésict az let jako
vysledku pusobeni celé plejady prozanétlivych cytokind. Proto nepovazZujeme za
prekvapivy vysledek nasi prace, jez jeho zvySenou expresi u pacientd nejmladSich

vékovych skupin nepotvrzuje.

V rizikové skupiné pacientu jsme rovnéz nenalezli zvySené mnozstvi kolagenu typu
IV, imunohistochemicka analyza naopak prokazala jeho signifikantné vyS$Si mnoZzstvi
v BM u kontrolni skupiny, a to jak v absolutnich hodnotach, tak v relativnim
zastoupeni v BM. Nabizi se zde spekulace o tom, Ze tento rozdil je dan relativnim
snizenim jeho tloustky na ukor zmnoZeni lamininu v BM u déti z rizikové skupiny.
Obraceny pomér exprese lamininu a kolagenu typu IV byl jiZ dokumentovan v jedné
studii s dospélymi pacienty (Liesker et al., 2009). Bude vSak potieba dalSich praci

v této oblasti k potvrzeni tohoto nalezu.

Pfi analyze bunék provazejicich zanétv subepitelialnim vazivu jsme nenalezli
signifikantni rozdily v zastoupeni neutrofilnich a eozinofilnich granulocytd mezi
obéma studovanymi skupinami. Tento nalez koresponduje s uvodni hypotézou, a
sice Ze se u déti s rizikem pro rozvoj astmatu nejedna primarné o zanétlivé zménény
terén sliznice dychacich cest, na podkladé kterého pak dochazi ke vzniku procesu
vedoucich k remodelaci. Toto tvrzeni podporuje také skutecnost, Ze nebyla zjiSténa

pozitivni korelace mezi poclty studovanych populaci leukocytl a tloustkou BM.
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Domnivame se, ze zanétlivé a remodelacni procesy v hlubSich vrstvach sliznice se
objevuji az s odstupem Casu po inicialnim inzultu, kterym je podrazdéni az poskozeni
epitelovych bunék s jejich naslednou aktivaci. Prvnim projevem této aktivace by

mohly byt pravé zmény v BM priduskové sliznice.

Pfi nasledném funkénim vySetfeni déti v pfedSkolnim véku se nepotvrdila nase
hypotéza 0 mozném vlivu inicidlnich strukturalnich zmén ve sténé prudusek na
poruchu funkce plic. Lze se domnivat, Ze tyto inicialni zmény v povrchové vrstvé
pruduskové sliznice, navic bez zjisténého zanétlivého korelatu v hlubSich vrstvach
priduskoveé stény, zfejmé v pocateCnich fazich vyznamnéji funkci plic neovliviuiji.
Nicméné, vySe zminovana dysfunkce epitelovych bunék by mohla vést k indukci
postupného rozvoje zanétlivych a proliferaCnich procest v hlubSich vrstvach
pruduskové stény s naslednym funkénim korelatem v podobé pruduskového astmatu

v pozdéjSim véku.

6.1.2 Limitace studie

Studie na détskych pacientech vyZadujici invazivni vySetfovani a navic s celkovou
anestezii byly, jsou a vzdy budou povazovany za ponékud kontroverzni. Na rozdil od
studii na zvifecich modelech a s dospélymi pacienty je v détské populaci eticky zcela
nepripustné provadét invazivni vySetfovani pouze z vyzkumnych ucell. Z tohoto
ddvodu nelze do takovéto studie zaradit zcela zdravé jedince jako srovnavaci
kontrolni skupinu. Pocet vzork(l ziskanych k vySetfeni je tedy zejména limitovan
celkovym poctem pacientl indikovanych k vySetfeni flexibilni bronchoskopii. Navic

ne vSichni pacienti k tomuto vySetfeni indikovani jsou zaroven vhodnymi kandidaty
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k zafazeni do studie. Primarné jsme ze studie vyradili pacienty s tézkymi chronickymi
zanétlivymi onemocnénimi, u kterych by mohlo byt riziko ovlivnéni vysledkd kvuli

pritomnosti rozvinutych zanétlivych zmén pfi zakladnim onemocnéni.

Pacienty vybrané do studie jsme rozdélili do dvou skupin podle vybranych hlavnich
kritérii mAPI bez ohledu na zakladni indikaci k bronchoskopickému vySetreni, jak
bylo uvedeno v kapitole 3.1. Bylo by mozZné diskutovat o vhodnosti rozdéleni
pacientd na skupinu s opakovanymi piskoty vanamnéze jakozto moznym
ekvivalentem pruduskového astmatu v takto nizkém véku a na kontrolni skupinu.
Tento princip rozdéleni pacientl byl uplatnén v nékterych podobné zamérenych
studiich (Saglani et al., 2007). Nicméné, jak jiz bylo uvedeno v uvodu, spolehliva
diagnostika astmatu je v tomto véku velmi obtiznd a navic se u mnoha budoucich
astmatik( nemuseji prvni projevy v takto Casném véku jesté piné manifestovat. Proto
jsme pfi zaClenéni pacientd do rizikové skupiny vychazeli z vybranych kritérii mAPI,

jez zohledniuji spiSe dlouhodobégjsi rizikové aspekty mozného rozvoje astmatu.

Etické dlvody vSak nebyly zdaleka jedinym limitujicim faktorem této studie, kvuli
némuz byl pocet vySetfenych vzorkl omezen. Velikost a mnozstvi ziskanych
bioptickych vzorkd pfi endobronchialni biopsii jsou dany zejména velikosti pouzitych
bioptickych klesti. Vzhledem k nizkému véku vySetfovanych déti bylo nutné pouzit
bronchoskop s pracovnim kanalem o priméru pouhych 1,2 mm. Do tohoto kanalu Ize
pak pouzit pouze nejmens$i dostupné klesté uréené k provadéni endobronchialnich
biopsii. Vzorky ziskané z téchto klesti jsou velmi malé, pouhym okem sotva viditelné.
Zpracovani takto subtilnich vzorkd je pomérné komplikované a vyZaduje velmi zruény

a vyskoleny personal v histologické laboratofi. Navzdory extrémni opatrnosti pfi
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zachazeni se vzorky jich pfiblizné 40 % bylo poSkozeno nebo zcela znehodnoceno
jiz béhem zakladniho zpracovani k pfehlednému barveni. Pfi imunohistochemické
analyze je pak dalSim vyznamné limitujicim faktorem potfeba dalSiho naro¢ného
zpracovani vzorku, jez zahrnuje zejména velmi devastujici proces revitalizace
antigent ve vzorku, aby doSlo k dostate€nému obnaZeni epitopl pro navazani
primarni protilatky. Zejména inkubace s bakterialni proteazou vedla Castokrat
k takovému naruSeni struktury vzorku, ze jej pak nebylo mozné vyuzit k dalSi
analyze. VSechny tyto faktory pak vyznamnou mérou ovlivnily vysledny pocet
reprezentativnich vzorkd vhodnych ke kone€nému hodnoceni. Pfesto se domnivame,
Zze vzhledem k unikatnimu souboru pacientd z nejnizSi vékové kategorie je tento
poCet dostacujici a je srovnatelny s jinymi studiemi podobného zaméfeni, a to
nejenom u détskych, ale taktéz u dospélych pacientl (Lopes-Guisa et al., 2012;

Saglani et al., 2007; Liesker et al., 2009).

Limitujicim faktorem funkéniho vysSetfeni plic byl zejména nizky vék déti zafazenych
do studie. U poloviny z nich se nepodafilo ziskat dostate¢né validni a spolehlivé
interpretovatelny vysledek funkéniho vysetfeni plic. Vzhledem k Casové limitaci této

studie nebylo mozné ziskat funkéni data od vySetfovanych déti v pozdé&jSim véku.

DalSim z uskali predkladané prace by se mohl jevit fakt, Ze se jedna o velmi
heterogenni skupinu pacientu €astokrat s nejasnou diagn6ézou v dobé vySetieni, a to
jak ve skupiné se zvySenym rizikem pro rozvoj astmatu tak i v kontrolni skupiné.
Vzhledem kvySe zmihované velké naroCnosti ziskavani reprezentativnich
bioptickych vzorku od takto malych déti by vS§ak snaha o dal$i selekci pacientl podle

vybranych diagnéz nékolikanasobné prodlouzila praci na studii, nez by byl ziskan
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dostate¢ny pocet vzorkd. Pro nemoznost zafazeni zdravych jedincl do studie jsme
proto zakladni indikace pacientd k bronchoskopii pfi jejich vybéru nezohledriovali.
Vyfazeni byli pouze pacienti s tézkym chronickym zanétlivym onemocnénim, jak bylo

uvedeno vyse.

Studie na velmi malych bioptickych vzorcich taktéz neumoznila dukladnéjsi
hodnoceni i dalSich potencialnich zmén ve struktufe priduskové stény jako jsou
hyperplazie a hypertrofie hladké svaloviny nebo zvySena vaskularizace
subepitelialniho vaziva. Toto nebylo limitovano pouze malou velikosti studovanych
bioptickych vzork(, kdy doSlo k jejich ,spotfebovani“ na vySe uvedena vysetreni, ale
také tim, Ze ve vétsiné vzorkd nebyl odbér dostatecné hluboky, aby byly zachyceny i
dalSi vrstvy stény, coZ je opét dano malou velikosti pouZzitych bioptickych klesti.
Vzhledem k véku détskych pacientll ve studii si vS8ak myslime, Zze studium téchto
se domnivame, Ze se tyto déje rozvijeji v pozdéjSich fazich nemoci, kdy je jiz zfetelna
zanétliva infiltrace sliznice a u pacienta dochazi ke klinickym projevim. Tuto
skuteCnost podporuji i ndlezy jinych studii na dospélych pacientech, které popsaly
pozitivni korelaci vyskytu a intenzity téchto zmén s tizi prdduskového astmatu

(Chetta et al., 1997; Benayoun et al., 2003; Chakir et al., 2003).

6.2 Studie 2: Porovnani fenotypovych projevi priduskového astmatu u

nejmladsich déti s opakovanymi obstrukcemi priddusek v anamnéze

V klinické Casti projektu se potvrdila hypotéza o podobnosti fenotypovych projevi

pruduskovych obstrukci u déti v riziku rozvoje astmatu a déti nerizikovych v ¢asném
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véku. V nerizikové skupiné déti jsme dokonce zaznamenali niz$i primérny vék pfi
prvnich obstrukénich projevech a také primérné vice epizod obstrukci do 1 roku
véku, ackoliv tyto rozdily nevykazovaly statistickou signifikanci. Na druhé strané ale
vyznamné vySSi hladina celkovych IgE u rizikové skupiny by mohla pfedznamenat

také vysSi pravdépodobnost podilu alergické reakce na etiologii obstrukénich obtizi.

Zajimavym zjiSténim je nalez normalniho zastoupeni eozinofilnich granulocytl v DKO
u velké vétSiny vySetfenych pacientd z obou skupin v dobé& akutni ataky praduskové
obstrukce a jeho vyznamny narlst pfi ambulantnim vySetfeni v klidovém obdobi.
Z tohoto nalezu by se dalo soudit, Ze parametr zastoupeni eozinofilnich granulocytl
v DKO jako jedno z malych kritérii mAPI maze byt velmi Casto faleSné negativni,
pokud by dité bylo laboratorné vySetfovano prevazné v obdobich akutnich

exacerbaci priduskové obstrukce.

Naproti tomu dal$i z malych kritérii mAPI, a sice vyskyt epizod priduskové obstrukce
v obdobich mimo akutni infekce, se v naSem souboru jevi byt vyznamnym

rozliSovacim znakem mezi obéma skupinami pacientu.

| kdyz vnasem souboru pacientd nebyl prokazan vyznamny rozdil v poctu
obstrukénich epizod mezi détmi kufakd a nekufakl vtakto nizkém véku, je
nepochybné, Ze pasivni koufeni ma jednoznacné negativni dopad na dalSi vyvoj a
funkci plic a zcela jistté muze pfispét k progresi a perzistenci dechovych obtizi
v dalSich letech, coz potvrdila fada pfedchozich studii (Moshammer et al., 2006;

Chalmers et al., 2002).
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7. ZAVER

Vysledky predloZené prace ukazuji, Ze jiz u déti nejmladSich vékovych skupin lze
oCekavat diskrétni, ale pfitom zfetelné zmény ve sliznici dychacich cest pfi splnéni
nékolika klinickych podminek, jez tyto déti pfedurcuji ke zvySenému riziku pro rozvoj
astmatu. Tato zjiSténi svédCi o tom, Ze rozvoj morfologickych i funk&nich zmén muaze
byt iniciovan i dfive, nez dojde ke klinickym projevim onemocnéni. Je také zfejmé,
Ze pocinajici remodelace je iniciovana z povrchovych vrstev sliznice prudusek.
Chybéjici korelat v podobé slizni¢niho zanétu v hlubSich vrstvach priduskové stény
tento nalez podporuje. DalSi prace s podobnym zaméfenim by jisté prispély

k lep§imu pochopeni inicialni etiopatogeneze priiduskového astmatu.

Dukaz pfitomnosti po¢atki remodelacnich zmén u takto malych déti jisté opraviuje
Iékare v klinické praxi k Casnému zahajeni adekvatni profylaktické protiastmatické
léCby u pacientl s pozitivnim prediktivnim indexem astmatu, a to i bez ohledu na
nemoznost provedeni kvalitniho funkéniho vySetfeni plic v nejmladSich vékovych
skupinach. ZbyteCné oddalovani zahajeni preventivni terapie vede k opakovanym
akutnim exacerbacim, nezfidka se zhorSujicim se prib&hem. Casté exacerbace
s pravidelnymi navstévami pohotovostnich ambulanci dité vyznamné limituji
v béznych Cinnostech a ovliviuji tak velmi negativné kvalitu jeho Zzivota. Pfitom je
prokazano, Ze adekvatni a dobfe vedena lécba je nejucinnéjSim prostfedkem

k prevenci téchto akutnich epizod.

Doposud bohuZzel neni znamo, nakolik je mozné remodelacni zmény ovlivnit pomoci

soucCasnych terapeutickych moznosti. Studie u dospélych pacienti s astmatem jsou
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v tomto sméru spiSe skeptické, avSak v raném véku nelze ani tuto moznost zcela
vyloucit vzhledem k vyznamné plasticité a adaptabilité tkani détského organizmu.

Bude vSak potfeba dalSich praci k objasnéni této otazky.

v v

nelze na zakladé pocatku a Cetnosti klinickych projevu jednoznacné odlisit budouci
astmatiky od déti s pfechodnymi piskoty, protoze se déti s vy8Sim rizikem rozvoje
astmatu od déti nerizikovych v téchto klinickych projevech vyznamnéji nelisi. |
ztohoto dlvodu se domnivame, Zze pravé detailni studium inicialnich
histopatologickych zmén v dychacich cestach muize vyznamné pfispét k rozvoji

poznani o etiopatogenezi a patofyziologii praduskového astmatu v détském véku.
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8. SOUHRN

V Casném détském véku je spolehliva diagnostika priduskového astmatu velmi
obtizna. Z duvodu vysoké prevalence exacerbaci priduskovych obstrukci u
nejmensich déti se Casto otali se zahajenim preventivni protizanétlivé 1écby. Cilem
prace bylo prokazat, Ze Ize u rizikovych déti jiz v raném véku nalézt urcité strukturalni
odchylky ve sliznici prudusek, pfedznamenavajici rozvoj priduskové remodelace
s dalSimi patofyziologickymi a klinickymi dusledky.

V pfehledném histologickém barveni byla analyzovana tloustka bazalni membrany
ve vzorcich z priduskové stény 14 déti do 4 let véku spliujicich kritéria zvySeného
rizika rozvoje astmatu a porovnana s kontrolni skupinou 16 déti. Pomoci
imunohistochemickych metod pak byla detailné zkoumana exprese strukturalnich
glykoproteint bazalni membrany a mnozstvi zanétlivych bunék v subepitelialnim
vazivu. U spolupracujicich déti bylo nasledné doplnéno funkéni vysSetieni plic
v pfedskolnim véku.

U rizikové skupiny byl prokazan vyskyt inicialnich remodela¢nich zmén na urovni
bazalni membrany ve smyslu jejiho signifikantniho ztlusténi pfi zvySené depozici
lamininu ve vrstvé priléhajici k epitelu dychacich cest. Toto ztlusténi nebylo
v korelaci s vyskytem prozanétlivych bunék v subepitelialnim vazivu. Nebyl také
nalezen funkéni korelat ve smyslu zhorSeni funkce plic v pfedskolnim véku u téchto
déti.

PFi studiu souboru pacientl v klinické ¢asti studie nebyl prokazan vyznamny rozdil ve
fenotypovych projevech pruduskovych obstrukci mezi détmi s rizikem pro rozvoj
astmatu a nerizikovou populaci ve véku do 4 let.

Nalez pocinajicich remodelacnich zmén u rizikové skupiny opravnuje Iékafe
k Casnému zahdjeni protiastmatické 1&Cby i pfes negativni vysledky funkéniho
vySetfeni.
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9. SUMMARY

It is very difficult to diagnose bronchial asthma in early childhood. Starting of
preventative anti-inflammatory treatment is often delayed due to the high prevalence
of acute episodes of bronchial obstructions in very early age. The aims of this thesis
were to demonstrate that in children who are at higher risk for developing asthma we
can find some structural changes in the bronchial mucosa that might predict future
bronchial remodelling with all its patophysiological and clinical consequences.

Using light microscopy we analyzed 14 bioptic samples from bronchial mucosa
stained with haematoxylin-eosin from children less than 4 years of age in risk for
developing asthma and we compared them with the samples from the control group
of 16 children. Using indirect immunohistochemistry we studied the expression of
structural glycoproteins of the basement membrane and the presence of
inflammatory cells in the subepithelial tissue. In cooperating children we also
performed lung function testing in preschool age.

In risk children we found initial remodelling changes concerning the basement
membrane thickening due to increased deposition of laminin in the outer part of the
basement membrane. This thickening was not in correlation with the presence of
inflammatory cells in the subepithelial tissue. Also, we did not find correlation
between the lung fuction in preschool age and the rate of remodelling.

In the clinical part of the study we did not find significant differences in asthma
phenotypes between the children at risk for developing asthma and the control group.
The finding of incipient remodeling changes in the risk group can encourage the
clinicians to early onset of an adequate antiasthmatic therapy in spite of the negative

results of the functional tests.
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