Univerzita Karlova
Lékarska fakulta v Hradci Kralové

Akutni a chronicka onemocnéni plic a dychacich cest u déti:
noveé bioindikatory a molekularni cile pro farmakoterapii

Acute and chronic airways disease in children:
new bioindicators and molecular targets for therapy

Marian Senkerik

Autoreferat disertacni prace

Doktorsky studijni program pediatrie

Hradec Kralové

2017



Disertacni prace byla vypracovana vradmci kombinovaného studia doktorského

programu pediatrie na Détské klinice Lékarské fakulty UK v Hradci Kralové.

Autor: MUDr. Marian Senketik,
Nemocnice Pardubického kraje
Détské oddéleni Pardubické nemocnice

Skolitel: Doc. MUDr. Jitina Chladkova, Ph.D.
Détska klinika Fakultni nemocnice Hradec Kralové

Oponenti:

1.prof. MUDr. Hana Hrstkova, CSc.
Lékarska fakulta Masarykovy univerzity
Pediatricka klinika FN

Cernopolni 212/9

662 63 Brno

2.doc. MUDr. Vit Petrti, CSc. adresa:

Alergologie a klinicka imunologie Synlab Czech s.r.0.
Stroupeznického 18

150 00 Praha 5 - Smichov

(bude doplnéno po vyhlaseni terminu, mista a casu)

studijniho

S disertacni praci je mozno se seznamit na studijnim oddéleni dékanatu Lékatské fakulty v Hradci

Kralové, Univerzity Karlovy, Simkova 870, 500 03 Hradec Kralové (tel. 495 816 131).

Doc. MUDr. Sylva Skalova, Ph.D.

Ptedseda komise pro obhajoby disertacnich praci
V doktorském studijnim programu pediatrie
Garant studijniho programu



> D

A S

Obsah:

Obsah

Souhrn

Summary

Uvod do problematiky

3.1. Inflamometrické metody

3.2. NO v dychacich cestach a jeho analyza

3.3. Matematicky model dychacich cest

3.4. Metody vypoctu parametra prestupu NO do vydechovaného vzduchu
vychazejici z dvoukompartmentového modelu

3.5. Pfinos vySetfovani bronchidlniho a alveolarniho NO

Cile disertacni prace

. Material a metodika

5.1. Studie ¢.1: Analyza zavislosti FENO na vydechové rychlosti

5.2. Studie €. 2: Odhad vSech parametrti dvoukompartmentového modelu
kombinaci metod podle Tsoukiase (metoda T) a Hogmanové

Zavéry k vyty¢enym cilim disertacni prace

Diskuze k ziskanym vysledkiim

Pouzita literatura

Ptehled publikacni ¢innosti autora

O AN N &N n B~ W

10
11
11
12
12

20
24
25
30
32



1. Souhrn

Cilem predkladané dizertacni prace bylo piispét ke standardizaci a validaci vySetfeni na
vydechové rychlosti nezavislych parametrii NO, zejména alveolarni koncentrace (CaNO) a
bronchidlniho toku NO (J.wNO), u déti a dospivajicich s alergickymi onemocnénimi dychacich
cest. Prace vznikla v obdobi akcentované¢ho z4jmu odborné vetejnosti o neinvazivni vysetfovaci
metody a cilené terapeutické ovlivnéni zanétu v malych dychacich cestaich u astmatikii. Po
standardizaci a ovéfeni klinického pfinosu ziskalo vySetfeni koncentrace oxidu dusnatého (FENO)
ve vzduchu vydechovaném tsty rychlosti 50 ml/s status validovaného bioindikéatoru eozinofilniho
zanétu v dychacich cestach nemocnych s astmatem a prosadilo se v klinické praxi. V soucasnosti
probiha vyzkum zaméfeny na novou metodu na méfeni FENO pii nékolika vydechovych
rychlostech, ktera vyuziva fyziologické modely piestupu NO do vydechovaného vzduchu a
dovoluje neptfimou cestou kvantifikovat mnozstvi NO a neinvazivné monitorovat intenzitu
zanétlivych procesti v distalnich a proximalnich dychacich cestach.

Ve skupindch déti a mladistvych s alergickou rymou a/nebo priduskovym astmatem a jejich
zdravych vrstevniki (vék 6-19 let) byla koncentrace FENO vysetiena on-line na
chemiluminiscen¢nim analyzatoru NO pii vydechu konstantni rychlosti v rozmezi 50-250 ml/s.
Byly aplikovany dvé matematické metody linedrni regresni analyzy podle autorti Pietropaoliho et
al (metoda P) a Tsoukiase et al (metoda T), vychazejici z dvoukompartmentového modelu.
Vysledky prace potvrdily, Ze metody P a T poskytuji srovnatelné hodnoty CaANO a J.wNO pouze
za podminky méfeni a vypoctu v rozmezi splitujicim podminku linearity zavislosti sledovanych
veli¢in na vydechové rychlosti. V nasem souboru to bylo rozmezi 100 az 250 ml/s. Méteni pii
pftili§ nizkych vydechovych rychlostech mé za nasledek 1/ nadhodnoceni CANO a podhodnoceni
JawNO a 2/ vznik systematickych rozdili mezi vysledky metod podle Tsoukiase a Pietropaoliho,
které jsou vétsi pi1 odhadu CaNO ve srovnani s JawNO. Vliv nelinearity byl v nasi studii vyssi u
déti s priaduSkovym astmatem neZ u déti s alergickou rymou. Vysledky srovnani parametrt
CaNOa J,wNO mezi skupinami nemocnych mohou tak byt pfi nedodrzeni podminky linearity
zavadgjici. Z tohoto diivodu jsme navrhli iteraéni metodu na ovéteni linearity a vybér individualné
vhodného rozsahu vydechovych rychlosti.

Hodnoty na vydechové rychlosti nezavislych parametrt Jo.wNO a CawNO (koncentrace NO ve
sténé bronchu) vypoctené algoritmem podle Hogmanové et al (vydechové rychlosti 30, 100 a 250
ml/s) zéavisely na Grovni kontroly nad astmatem a byly vyznamné vys$§i u nemocnych s
nedostate¢nou kontrolou nez u nemocnych s dobrou kontrolou, zatimco koncentrace CANO byla
srovnatelna. Podle vysledkit ROC analyzy je senzitivita a specificita parametri JowNO a CawNO
pfi diagnoze nedostatecné trovné kontroly nad astmatem srovnatelna jako u koncentrace FENO.
Velikost plochy pod kiivkou AUC blizka 0,70 odpovidad diagnostické hodnoté na hranici klinické
pouzitelnosti testu. Na vydechové rychlosti nezavislé parametry prestupu NO do vydechovaného
vzduchu nepfinesly v nasi studii lepsi informaci neZ vySetfeni FENO standardizovanou metodou
pii vydechu rychlosti 50 ml/s.



2. Summary

Acute and chronic airways disease in children: new bioindicators and molecular targets for
therapy

The aim of this thesis was to contribute to the standardization and validation of expiratory flow
parameters independent of NO testing, particularly alveolar concentration (CANO) and bronchial
NO flux (JawNO) in children and adolescents with allergic respiratory diseases. The thesis was
created in the time of increased interest of medicine professionals in non-invasive examination
methods and targeted therapeutic influence of inflammation in small airways in asthmatics.

After the standardization and validation of clinical benefits, the measurement of concentrations of
nitric oxide (FENO) in the air exhaled through the mouth with the speed of 50 ml/s was validated
for the evaluation of eosinophilic airway inflammation in patients with asthma and started to be
widely used in clinical practice. Currently, there is an ongoing research focused on a new method
for FENO measurement at several flow rates, which uses physiological models of NO transfer in
exhaled air, allowing to quantify the amount of NO in an indirect way and to monitor the intensity
of the inflammatory processes in distal and proximal airways non-invasively.

In groups of children and adolescents with allergic rhinitis and / or bronchial asthma and their
healthy peers (aged 6 -19 years), the concentration of FENO was examined using online
chemiluminescence NO analyzer during exhalation at a constant speed in the range of 50-250
ml/s. Then, two mathematical methods of linear regression analysis were applied, the authors
Pietropaoli et al (the P method ) and Tsoukias et al (the T method), which are based on a two-
compartment model.

The results confirmed that the P and T methods give comparable values of CANO and J.wNO only
under the condition that measurement and calculation are within a range allowing for the linearity
dependence of the monitored values on the expiratory flow. In our sample, it represented the
range between 100 ml to 250 ml /s. Measuring at very low flow rates results in 1 / CANO
overestimation and Ja.wNO underestimation and 2 / the rise of systematic differences between the
results obtained by the Tsoukias and Pietropaoli methods which are larger in estimating CANO as
compared to J.wNO. The effect of non-linearity in our study was higher in children with bronchial
asthma than in children with allergic rhinitis.

Thus, the results of comparing parameters CawNO and J.wNO between groups of patients may be
misleading if the condition of linearity is not respected. For this reason, we have proposed an
iterative method to verify linearity and a selection of individually appropriate range of flow rates.
The values of expiratory flow independent parameters JawNO and CawNO (concentration of NO in
the wall of the bronchus) calculated using the Hogman algorithm (expiratory flow rates of 30, 100
and 250 ml /s) depended on the level of asthma control and were significantly higher in patients
with poor asthma control over patients with good asthma control, while CANO concentration was
similar. According to the results of ROC analysis, the sensitivity and specificity of J.wNO and
CawNO parameters for the detection of poor asthma control is comparable to FENO measurement.
The area under the AUC curve close to 0.70 corresponds to the diagnostic value bordering on the
clinical applicability level of this test. Expiratory flow independent parameters for transfer of NO
in exhaled air in our study did not produce better information than FENO testing using a
standardized method during exhalation rate of 50 ml / s.



3. Uvod do problematiky
Praduskové astma je heterogenni onemocnéni charakterizované chronickym zanétem a
remodelaci pridusek. Chronicky zanét vede k pruduskové hyperreaktivité¢ a variabilni, obvykle
reverzibilni, obstrukci pradusek. Incidence astmatu se v poslednich letech vyznamné zvysila
celosvétové, Ceskou republiku nevyjimaje. Naopak piiznivy je pokles imrtnosti na astma [1],
ktery je pripisovan piesnéjsi diagnostice, uc¢inné farmakoterapii v€etné propracované stupiiové

strategii 1éCby.

3.1. Inflamometrické metody

V soucasné dobé¢ je diraz kladen na nalezeni objektivnich ukazateli intenzity zdnétu jako
znamky kontroly nemoci na trovni tkani a bunék, pfitomnych v dychacich cestach. Zanétlivy
proces u astmatikli postihuje dychaci cesty v celém jejich prib&hu — od centralnich dychacich
cest, az po nejmensi bronchy s primérem pod 2 mm. Tuto periferni ¢ast bronchidlniho stromu
nazyvame malymi (perifernimi) dychacimi cestami. V poslednich letech se objevuji nové
poznatky o vlivu téchto malych dychacich cest na klinicky prib¢h i jejich ulohu v patogenezi
astmatu. Byly jiz vyvinuty technologie umoziujici farmakoterapeuticky zasdhnout v anatomicky
nejmensich dychacich cestach. Diky tomuto pokroku je nyni diskutovana moznost pfinosu této
1é€by pro pacienty s obtizn¢ farmakologicky kontrolovatelnym astmatem, nebo pro nemocné
vyzadujici vysoké davky IKS. Nové metody 1écby a novy pohled na malé dychaci cesty vedly k
oziveni z&4jmu o moznost jejich zobrazeni, ¢i hodnoceni pomoci neptimych ukazatell. Badatelské
usili je zaméfeno na vySetfovani materidlu ziskaného z dychacich cest neinvazivnimi postupy.
Zatim jedinou neinvazivni metodou vySetfeni zanétu v dychacich cestach, jiz vyuZivanou v praxi,
je stanoveni koncentrace oxidu dusnatého (NO) ve vydechovaném vzduchu (FENO) pfi rychlosti
50ml/s [2, 3, 4, 5]. Vyuzitim metodiky vySetfeni koncentrace NO pifi vice vydechovych
rychlostech je mozné odhadnout frakci NO pochézejici z perifernich dychacich cest. Aktualné je
timto smérem zaméfen vyzkum s cilem ovéfeni metodiky vySetfeni, matematickych modelt

odhadu ptivodu NO 1 komparace vysledkt s klinickymi projevy astmatu.

3.2. NO v dychacich cestach a jeho analyza
Alving v roce 1993 poprvé pozoroval zvySenou koncentraci NO ve vydechovaném
vzduchu u astmatikii [6]. V soucasnosti je obecné piijimano, ze NO mé v dychacich cestach
ucinky jak prospésné (napt. bronchodilatace, bronchoprotekce, zvySeni plicni cirkulace a
distribuce krve do ventilovanych oblasti plic, ochrana pfed patogennimi mikroorganismy), tak i

Skodlivé (napf. nitracni stres, prohloubeni zanétu a piestavby DC). Schematicky viz obr. 1.

6



e
LPS L-arginin
— epitelidlni burika DC
/ — argininosukcinat \
L-arginin
argindzy l all NOS
]
I_ - Caz+ | N&-hydroxy-L-arginin I
~ [NOS

cNOS
! iNOS |
[ N M [Tho ] [ caitrutin |
®R-SH <GC 1L-4
> IFN-y
@0, TNF-a /
/ | | N
GTP ——cGMP e
[ Corolin | [ polyaminy | [ R-sno l nitratnf stres
I 1 | !
Skodlivé ucinky fyziologické regula¢ni a ochranné Gcinky |[|prohloubeni zdnétu a dysfunkce DC
* prestavba DC * bronchodilatace * dysfunkce DNA, proteint
* kontrakce hladké svaloviny ||* bronchoprotekce a mitochondrii
* tvorba hlenu * protizanétlivé Gcinky * apoptdza bunék
* bronchidlni hyperreaktivita

Obr. 1. Struény piehled metabolismu a uc¢inklt NO v dychacich cestach (podle Kim HB et al.
Allergy Asthma Immunol Res. 2016) Legenda: L-arginin je transportovin do buitky membrdnovymi
prenaseci pro kationické aminokyseliny (CAT). Syntazy NO (NOS) jej preménuji na L-citrulin a NO. Po
vzestupu koncentrace Ca2+ v burice se aktivuji kostitutivni isoformy ¢NOS. Vznikly NO rychle reaguje s
nizkomolekuldarnimi i vysokomolekularnimi thioly (R-SH) za vzniku biologicky aktivnich S-nitrosothiolii (R-
SNO), které jsou schopny NO zase uvolnit. NO se vaze na cytosolickou formu guanylat cyklasy (sGC) a
enzym aktivuje. Duisledkem je zvySena preména guanosintrifosfatu (GTP) na cyklicky guanosinmonofosfat
(cGMP), dilezity mediator zapojeny do mnoha intraceluldrnich déjit (tzv. druhy posel). Prozanétlive
cytokiny IL-4, interferon-y (IFN-y) a tumory nekrotizujici faktor alfa (TNF-a)] aktivuji transkripcni faktory
a zvysuji syntézu indukovatelné formy NOS (iNOS). Vysoké koncentrace NO tvorené iNOS piisobi dlouhou
dobu a reaguji napr. se superoxidovymi radikaly (O2-) a ionty prechodnych kovii. Peroxodusitan a dalsi
reaktivni slouceniny dusiku vytvareji nitracni stres a poSkozuji biomolekuly nitraci. O spolecny substrat L-
arginin kompetuji s NOS argindzy I a I, které katalyzuji vznik L-ornithinu, dale metabolizovaného na

polyaminy a L-prolin, tj. molekuly podporujici tvorbu kolagenu a tim fibrogenezi. [7].

Tvorba a uvoliiovani NO nejsou ve vSech anatomickych oblastech dychacich cest stejné. U
astmatikii je diagnosticky ptfinosné vySetfeni koncentrace NO z dolnich dychacich cest ve
vzduchu vydechovaném usty (FENO). V praxi jiz delsi dobu pouzivand metoda méteni FENO pfi
vydechové rychlosti 50 ml/s kvantifikuje predev§sim NO vytvofeny v bronchidlni stén¢ a uvolnény
do lumen bronchu [8]. Celkova koncentrace FENO ve vydechovaném vzduchu z dolnich
dychacich cest je ale souctem alveolarni koncentrace NO a koncentrace ur¢ené bronchialnim

zdrojem NO. Prvni je nezédvisla na vydechové rychlosti, zatimco druha s rostouci vydechovou
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rychlosti klesd. Sténa bronchii, ptedevsSim epitel bronchidlniho stromu, obsahuje vysoké
koncentrace NO (CawNO). Jde fadové o stovky ppb (parts per bilion). NO difunduje radidln€¢ mezi
sténou a lumen bronchu a pfevazujici smér pohybu je ve sméru koncentracniho gradientu, tj. ze
stény do lumen. Alveolarni koncentrace NO (CaANO) je nizké z ditvodu: 1/nizké rychlosti tvorby
NO v alveolech, 2/ rychlého prostupu NO alveolokapildarni membranou a 3/ jeho nésledné
degradace metabolickymi dé&ji v krvi.

Métenim FENO pii vice vydechovych rychlostech se pomér NO z velkych a malych
dychacich cest méni. S klesajici vydechovou rychlosti se vice uplatiiuji pridusky jako zdroj NO.
Naopak pfi stoupajici vydechové rychlosti klesa relativni podil bronchidlniho pfispévku na
vydechovaném mnozstvi NO a FENO se vice blizi nizké koncentraci v alveolech (obrazek 2 a 3).

Rozsah bézné uzivanych vydechovych rychlosti se pohybuje mezi 30-300ml/s [9].

kifivka FEyo-vydechova rychlost

FEno
(Ppbzm = ditis atopickym astmatem
0 zdravédéd
m-
ED o

100 200 300 400
wirdachové rychlost (ml/s)
Obrazek 2: Exponencialni zavislost - kiivka koncentrace FENO na vydechové rychlosti. Déti
s atopickym astmatem vydechuji vyssi koncentrace FENO nez zdravé déti. Cervena linie ukazuje

vysledky pfi vydechové rychlosti 50 ml/s.

kfivka FEyo-tas

200 -
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Obrazek 3: Zavislost koncentrace FENO na Case po zahdjeni vydechu konstantni rychlosti.

Ustaleni koncentrace FENO vyzaduje pfi klesajici vydechové rychlosti stale delsi ¢asovy interval.

3.3. Matematicky model dychacich cest
Nejjednodussi model, ktery kvantitativné vystihuje prestup NO do vydechovaného
vzduchu je dvoukompartmentovy model, ktery plice a dolni dychaci cesty pojima jako dva
prostory, tzv. kompartmenty, ve kterych dochazi k pohybu NO proudénim a difuzi (obrazek 4)
[3]. Tento model je dnes akceptovan jako piijatelné zjednoduseni slozitych procestt v dolnich

dychacich cestach.

vydechovany NO
=FgNO

koncentrace NO
ve sténé bronchu

dif Ozni
kapacita
=D,,NO =C,,NO

)))

bronchidlni
NO

alveolami NO
=C,NO

(((

~~ ~—r

Obrazek 4: Dvoukompartmentovy model zdroji NO v dychacich cestdch a ptestupu NO do

vydechovaného vzduchu. Vysvétleni symboll v textu.

Z dvoukompartmentového modelu vyplyva, Ze zavislost ustalené koncentrace NO ve
vydechovaném vzduchu pii vydechu konstantni rychlosti na hodnoté vydechové rychlosti je

exponencialni a vystupuji v ni 3 na vydechové rychlosti nezavislé parametry:
FENO = CowNO + (CANO - CowNO) x ¢ - PawNO/y, ) (1)

kde e je zaklad ptirozeného logaritmu, D.wNO difuzni kapacita bronchidlni stény pro radidlni

diftizi NO, CaANO alveolarni koncentrace NO a C,wNO koncentrace NO ve stén¢ bronch.

Koncentrace CaANO a C.wNO a diftzni kapacita bronchidlni stény DawNO jsou na
vydechové rychlosti nezavislé veli€iny, které ve vztahu vystupuji jako na vydechové rychlosti
nezavislé parametry dvoukompartmetového modelu, urcujici vyslednou koncentraci FENO pfi
kazdé zvydechovych rychlosti. Alternativné lze ve vztahu (1) pouZzit veli¢inu maximalni
bronchidlni tok NO:

J'awNO = CawNO X DwNO



FENO = J'34NO/ DayNO + (CANO - J'3yNO/ DaywNO) x ¢ - (P2wNO/; )

3.4. Metody vypocétu parametri prestupu NO do vydechovaného vzduchu vychazejici z
dvoukompartmentového modelu

Z rovnice (1) a experimentaln¢ ziskanych zavislosti FENO-vydechova rychlost dovoluji
metody matematické analyzy vypocitat na vydechové rychlosti nezavislé parametry
dvoukompartmentového modelu. Jedna se o tzv. fitovani parametrit modelu, tj. hledani takovych
jejich hodnot, aby zavislost (1) co nejlépe vystihovala naméfené koncentrace FENO pii vSech
pouzitych vydechovych rychlostech. Jinymi slovy, aby byla dosaZzena co nejlepsi shoda mezi
naméefenymi koncentracemi FENO a koncentracemi vypocitanymi z rovnice (1) po dosazeni
odhadnutych parametra.

Oblibené matematické metody podle Pietropaoliho (metoda P) a metoda podle Tsoukiase
(metoda T) vyuZzivaji linearni regresni analyzu [10, 11]. O princip linedrni zavislosti FENO na
reciproké hodnoté vydechové rychlosti se opird Pietropaoliho metoda. (metoda P, obrazek Sc, d):

FENO= CaNO + J':NO x (1/7, ). 3)
Tsoukias se svymi kolegy vyuzili vztah mezi mnozstvim NO vydechnutym za ¢asovou jednotku a

vydechovou rychlosti (metoda T, obrazek 5a, b):

FENO x v, = CaNO x Ve +J'awNO (4)
a go b 157 Gsek na ose Y = J,,,NO
3 smérnice pfimky = C,NO
__ 80 §
‘é 8 _ 1.0
— [ ] ©
2 40 ;E
w = 2 059,
20 €E DB
° 2 £ !
0+ T T ¥ ? T ? T 7 -g 2 0.0+ T v T T T T T
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
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Obrazek 5. Nelinearni vztah mezi FENO a vydechovou rychlosti V (a), a mezi FENO a
ptevracenou hodnotou vydechové rychlosti (¢) Odhad bronchidlniho toku NO (J.wNO) a
alveolarni koncentrace CANO pomoci linedrni regresni analyzy v linearnich oblastech zavislosti
metodami podle Tsoukiase (b) a Pietropaolliho (d). Data byla simulovina s vyuzitim rovnic

dvoukompartmentového modelu a hodnot C4NO 1, 1ppb, JuwNO 67ppb a DuwNO 10 pl/s/ppb.

Hogmanova et al navrhli robustni metodu odhadu na vydechové rychlosti nezavislych
parametrit piestupu NO do vydechovaného vzduchu s vyuzitim vySetfeni FENO pii tfech
rychlostech (10, 100 a 300 ml/s) a iteracniho algoritmu s kontrolou kvality vysledkii méteni
FENO [12]. Tato metoda je soucasti softwarového vybaveni chemiluminiscen¢niho analyzatoru
CLDS88sp (Ecomedics, Duernten, Svycarsko). Parametry CANO a J.wNO jsou nejdiive ziskany
metodou T. Nasledné jsou pouzity jako pocateéni odhady v dalSim vypocetnim kroku
spoCivajicim na iteraénim algoritmu, ktery exponencidlni ¢len ve vztahu (1) nahrazuje
polynomem 3. fadu. Metoda dovoluje krom& CaNO a J.wNO vypocitat dal§i parametry
dvoukompartmentového modelu - koncentraci NO ve sténé bronchll (C.wNO) a difuzni kapacitu

bronchidlni stény pro NO (DawNO).

3.5. Mozny piinos vySetfovani bronchialniho a alveolarniho NO
Meéteni FENO pii vice vydechovych rychlostech je v soucasné dobé v centru zdjmu
vyzkumu v oblasti vztahu NO a zanétu v dychacich cestdch. Ur¢eni dominantniho mista zanctu

-----

predikci stavu nemocného.

4. Cile disertacni prace
1. A/ ve vzorku populace Skolnich déti a dospivajicich porovnat vysledky vySetieni

alveolarni koncentrace NO (CaNO) a bronchidlniho toku NO (JawNO), ziskané
analyzou zavislosti FENO na vydechové rychlosti s pouzitim dvoukompartmentového
modelu linedrni regresni analyzou metodami podle Pietropaoliho (metoda P) a
Tsoukiase (metoda T),

B/ zjistit, jak rozmezi vydechovych rychlosti, pouzitych pii méfeni FENO, ovliviiuje
hodnoty CANO a J.wNO,

C/ vybrat z vydechovych rychlosti 50, 100, 150, 200 az 250 ml/s, které¢ nabizi

cvwr

analyzator CLD88sp (Ecomedics, Svycarsko), pro analyzu linearni regresi nejnizsi
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mozny pocet rychlosti a jejich vhodnou kombinaci zarucujici pfijatelnou piesnost
vysledku,

2. zjistit, zda optimalni rozmezi vydechovych rychlosti pro odhad CaANO a J.wNO je stejné
nebo jiné u nemocnych s alergickym astmatem (AA) a alergickou rymou (AR).
Posoudit, jaky ma vliv rozmezi vydechovych rychlosti na rozdily v hodnotach CANO a
JawNO mezi skupinami nemocnych s AA a AR

3. ovéfit, zda v rozmezi vydechovych rychlosti dostupnych na analyzatoru NO (30 az 250
ml/s) je ve vySetfovaném souboru mozné ziskat presny odhad parametri NO nelinearni
regresni analyzou

4. algoritmem podle Hogmanové et al [23] vypocitat koncentraci NO ve sténé bronchu
(CawNO) a difuzni kapacitu bronchidlni stény pro NO (D.wNO) a porovnat vysledky
mezi skupinami nemocnych s priduskovych astmatem (v zévislosti na kontrole nad

onemocnénim), alergickou rymou a zdravych déti a mladistvych.

5. Material a metodika
5.1. Studie ¢.1: Analyza zavislosti FENO na vydechové rychlosti
Soubor a metodika: 59 nemocnych ve véku 8-18 let, skupina nemocnych s lehkym az
sttedné tézkym alergickym astmatem (AA) pod dobrou kontrolou podle kritérii GINA a/nebo o
nemocné s alergickou rymou (AR). AR byla pfitomna u 79% nemocnych ve skupiné AA. 20
nemocnych mélo pouze diagné6zu AR. Tito nemocni astma neméli viibec (n=14), nebo bylo astma
v remisi, bez medikace (n=6). Charakteristika souboru viz tabulka 1.

Tabulka 1: Charakteristiky u€astniki studie

charakteristika

pocet n 78

vek, prumér (rozsah) [roky] 13,2 (8,0-17,8)

pohlavi (muzské/zenské) n/n 42/36

télesna vyska, primér (SD) [cm] 156 (15)

télesnd hmotnost, primér (SD)  [kg] 51,3 (16,8)

atopie n (%) 59 (75,6 %)

astma n (%) 53 (67,9 %)

alergicka ryma n (%) 52 (65,8 %)
sezonni 36 (46,2 %)
celoro¢ni 25 (32,1 %)

FEV1, primér (SD) [% nalezité hodnoty] 103 (15.,3)

inhala¢ni kortikosteroidy?® n (%) 39 (50,0 %)

nazalni kortikosteroidy n (%) 30 (38,5 %)

H;i-antihistaminika p.o. n (%) 39 (50,0 %)

... IKS bylo 1é¢eno 74% astmatikii (39 z 53), u 26% se jednalo o remisi onemocnéni
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Studie byla schvalena Etickou komisi Lékatské fakulty a Fakultni nemocnice v Hradci
Kralové. Informovany souhlas byl ziskan od vSech rodict a navic od déti starSich 12 let. Jednalo
se o nemocné s atopii, lehkym az stfedn¢ tézkym priaduskovym a/nebo o nemocné s alergickou
rymou. Pfed provedenim studijniho méfeni byli vSichni nemocni Iékafem dotdzani na symptomy
astmatu, alergické potize a dodrzovani ptredepsané¢ medikace od posledni navstévy. VSechny
subjekty podstoupily méteni pti vice vydechovych rychlostech. Pro kazdou vydechovou rychlost
byla provedena dvé samostatnd méteni. V odstupu minimalné 15 minut od méfeni FENO byla

provedena spirometrie a kozni prick testy.

K vySetteni FENO byl pouzit chemiluminiscencéni analyzator CLD88sp (Ecomedics,
Duernten, Svycarsko). VySetfované osoby podstoupily dvé méfeni pii kazdé z péti vydechovych
rychlosti (50, 100, 150, 200 a 250 ml/s). Byla provedena 2 méfeni pro kazdou rychlost, v ptipadé
rozdilu hodnot nad 15% bylo provedeno 3. méfeni. Odhad CANO a J.wNO byl proveden vypoctem
metodami P a T popsanymi vysSe. Atopie byla hodnocena reakci na 12 béznych inhalovanych
alergend, vysetfeni bylo provedeno soupravou Alyostal (Stallergénes, Paris, France). Spirometrie
byla provedena podle standardi Americké hrudni spolecnosti spirometrem Masterscreen (Jaeger,
Hochberg, Gemany). D¢ti s astmatem vyplnily standardizovany dotaznik ,,Test kontroly nad

astmatem‘ (ATC, skala 0-25) s naslednym vyhodnocenim podle kritérii GINA [13].

Vysledky:

1. Porovnéani vysetieni alveoldrni koncentrace NO (CaNO) a bronchidlniho toku NO
(JawNO) metodami podle Pietropaoliho (metoda P) a Tsoukiase (metoda T), uréeni optimalniho
rozmezi vydechovych koncentraci a jejich minimalniho pottebného poctu.

Vliv vydechové rychlosti na hodnoty FENO technikou jednoho vydechu pii vydechovych
rychlostech 50, 100, 150, 200 a 250 ml/jsou demonstruje obrazek 6.

150 7 —_
120
90

60

FEyo (ppb)

30

0 T T T T T
50 100 150 200 250

vydechova rychlost (ml/s)
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Obrazek 6: Koncentrace FENO vysettené pii1 vydechovych rychlostech 50, 100, 150, 200 a 250
ml/s. Krabicové grafy ukazuji mediany, 25. az 75. percentily a rozsahy hodnot FENO. Viiv

vydechové rychlosti byl statisticky velmi vyznamny (P<0,0001, Friedmanuv test).

Dv¢ ustalené hodnoty FENO ziskané méfenim pii kazdé z péti vydechovych rychlosti (50,
100, 150, 200 a 250 ml/s) byly vyneseny do grafu proti hodnoté vydechové rychlosti. Byla
provedena kalkulace jednoduché linearni regrese. Rychlost prutoku byla postupné zvySovana 50-
100-150-200-250 ml/s a opakovana kalkulace. Srovnavané metody odhadu parametri CANO a
JawNO linearni regresni analyzou ukazuje obrazek 7. U obou metod (P i T) byla nalezena zavislost
vysledku vySetieni CANO na rozmezi vydechovych rychlosti. Vy$§im hodnotdm vydechovych
rychlosti odpovidala niz§i koncentrace CaANO (obrazek 7). Jedna se o duasledek nelinearity
zavislosti FENO na 1/V (metoda P) a FE na vydechové rychlosti (metoda T). Silnou zéavislost
CaNO na rozmezi vydechovych rychlosti potvrzuje také skutecnost, Ze median CaANO byl tfikrat
vyssi pifi pouziti rychlosti v rozmezi 50 az 100 ml/s nez v rozmezi 150 az 250 ml/s (P<0,001,
Wilcoxontiv test). Také posun spodni hranice z hodnoty 50 ml/s aZ na hodnotu 150 ml/s pfi
zachovani horni hranice 250 ml/s vedl ke statisticky vyznamnému poklesu medidnu CANO
(P<0,0001, Friedmantiv test). Pfi analyze vysledki méteni pii rychlostech 150, 200 a 250 ml/s se
hodnoty CaNO ziskané metodami P a T neliSily, ale shodné je charakterizovala nepfijatelné
vysokd standardni chyba odhadu (> 40%). Za nejlepsi lze povazovat Ctyii rychlosti v intervalu
100-250 ml/s, 1 kdyz neptesnost odhadu zlistava nadale vysoka (median standardni chyby odhadu
CaNO pod 27%). V tomto rozmezi vydechovych rychlosti poskytla metoda P o 15% wvyssi

koncentrace CANO nez metoda T (P<0,0001, Wilcoxoniiv test).
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Obrazek 7: Ukéazkové vysledky odhadu parametrti piestupu NO do vydechovaného CANO a
JawNO linearni regresni analyzou metodami podle Pietropaoliho (metoda P) a Tsoukiase (metoda
T). Prazdné ctverecky znazornuji hodnoty spadajici do linedrni oblasti vydechovych rychlosti.

Hodnoty ziskané pri rychlosti 50 ml/s (plné ctverecky) jsou mimo linearni oblast.

Ve srovndni s parametrem CaANO byla nepfesnost odhadu J.wNO vyrazné nizsi (10%). [ u
tohoto parametru byl ale pozorovan podobny narlist medianu pii vySetfeni provedeném ve vysSim
rozmezi vydechovych rychlosti. Pti pouZiti 4 rychlosti v rozmezi 100 az 250 ml/s poskytla metoda
P 0 9% nizsi vysledky nez metoda T (P<0,0001, Wilcoxonlv test). Také v pfipad¢ parametru
JawNO je moZné na zakladé vysledkl studie doporucit zjednoduseni vySeteni na dvé opakovana
méteni pii kazdé ze dvou vydechovych rychlosti 100 a 250 ml/s. Metody P a T poskytuji pii
zjednoduSeném postupu stejné hodnoty J.wNO, ale nepfesnost odhadu je niz§i u metody P (7,6%)

nez u metody T (9,3%).

2.Porovnani optimalnich rozmezi vydechovych rychlosti pro vySetfeni CANO a J.wNO u
nemocnych s alergickym atmatem (AA) a alergickou rymou (AR).

VSichni astmatici uZivali nizké az stfedni davky IKS v monoterapii (n = 17), nebo ve fixni
kombinaci s dlouhodobé plisobicim B2 agonistou (n=25). Primér+SE denni davky IKS byl
2514122 pg budesonidu, nebo ekvivalentni davka jiného steroidu. V dob¢ vysSetfeni bylo astma
pod dobrou kontrolou u vS§ech nemocnych, kromé tfi pacientt, kteti vyzadovali vyssi davku IKS.
Primérnd hodnota FEV; byla lehce snizena (p = 0,070) a FENOso bylo vyssi (P = 0,075) u

astmatikl ve srovnani s pacienty s AR.
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Podle vysledkli analyzy rozptylu pro opakovand méteni, provedené po logaritmické
transformaci, byly hodnoty FENO i Vno vysoce zéavislé na vydechové rychlosti (P <0,0001). Pti
zadné vydechové rychlosti nebyl nalezen vyznamny rozdil v hodnot¢ FENO nebo Vno mezi

skupinami nemocnych s AA a AR (obrazek 8).
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Obrazek 8: Vliv vydechové rychlosti na frakci oxidu dusnatého ve vydechovaném vzduchu
FENO (nahote) a na mnozstvi vydechnutého NO za casovou jednotku (Vo) (dole) u déti s

atopickym astmatem a alergickou rymou.

Posun spodni hranice rozmezi pro vydechové rychlosti smérem k vy$§im rychlostem (t;.
50 —100 —150 ml/min) se projevil postupnym snizovani CANO a zvySovanim J.wNO (tabulka
2). Vliv zmény rozmezi vydechovych rychlosti byl vyssi u astmatikli neZ u pacientli s AR. Median
CaNO ve skupiné AA, zjistény pii ttech nejvysSich vydechovych rychlostech, byl o 67% nizsi
(metoda P) a o 60% nizsi (metoda T) ve srovndni s medianem CaNO vypocitanym pii pouZiti
vSech péti vydechovych rychlosti. Ve skupiné AR ¢inil rozdil 40% (metoda P) a 28% (metoda T).
Naopak méteni pii 3 nejvyssich rychlostech vydechu poskytlo (shodné pro metody P a T) median
JawNO 0 50% vyssi ve skupiné AA a pouze o 17% ve skupiné AR ve srovnani s vysledky méieni
v rozsahu 50-250 ml/s. Shodné pro metodu P i T byla nejistota odhadu vyssi pro CaANO nez
JawNO.

Postupné zvySovani spodni hranice vydechovych rychlosti vedlo k paralelnimu zvySeni

standardni chyby odhadu. Tento jev byl napadnéjsi u CaANO (2,9-nasobné zvyseni) nez v piipadé
JawNO (1,7-nasobné zvyseni) (tabulka 3).

16



Tabulka 2: Vliv rozmezi vydechovych rychlosti a jejich poctu na vysledky odhadu alveolarni

koncentrace NO (CaNO) a bronchialniho toku (JawNO) NO u déti s atopickym astma a alergickou

rymou. Aplikace linedrni regrese metodami P a T.

metoda vydechové rychlosti

atopické astma (n=42)

alergickd ryma (n=20)

rozmezi (ml/s) n CaNO (ppb) JawNO (pL/s) CaNO (ppb)  JawNO (pL/s)

P1 50-250 5 5.5(2.9-11) 1170 (655-2260) 4.0 (2.7-5.5) 1000 (600-1270)
P2 100-250 4 3.2 (1.9-5.5)" 1610 (990-3260)" 3.0(2.2-44) 1022 (681-1570)
P3 150-250 3 1.8 (0.8-4.3)P:72 1800 (962-3380)""-72 2.4 (0.8-3.9)"' 1175 (825-1962)"
P* <0.0001 <0.0001 <0.005 <0.01

Tl 50-250 5 4.3(2.2-8.3) 1310 (758-2590) 3.2(2.6-4.3) 1010 (551-1390)
T2 100-250 4 27(1.6-5.1)T 1580 (998-3340)™ 3.0(2.1-3.9) 1070 (604-1620)
T3 150-250 3 1.7(0.9-3.9)™ T 1800 (950-3560)™ T2 2.3 (0.8-3.7)™ 1180 (639-1950)™
P* <0.0001 <0.0001 <0.01 <0.01

Data jsou uvedena jako median (interkvartilové rozpéti), n: pocet vydechovych rychlosti,

12

hodnota Friedmanova testu hodnoticiho vliv vydechové rychlosti.

Pl P2 TI

: oznaceni skupin, vysledky kterych se vyznamné lisily (p <0,05, testem dle Dunnové), *P:

Tabulka 3: Vliv rozmezi vydechovych rychlosti a jejich poctu na standardni chybu (SE) odhadu

alveolarni koncentrace NO (CaANO) a ) a bronchidlniho toku (JawNO) u déti s atopickym astmatem

a alergickou rymou.

metoda  vydechové rychlosti atopické astma (n=42)
rozmezi (ml/s) n r CaNO SE (%) JawNO SE (%)
Pl 50-250 5 0.98 (0.95-0.99) 18 (13-26) 7.8 (4.7-12)
P2 100-250 4 0.98 (0.96-0.99) 27 (17-39)" 7.2 (5.3-13)
P3 150-250 3 0.97 (0.94-0.99) 52 (30-112)PLP2 13 (7.4-19)"1- 72
P? <0.01 <0.0001 <0.0001
T1 50-250 5 0.91 (0.86-0.94) 19 (14-28) 9.7 (7.4-13)
T2 100-250 4 0.89 (0.84-0.93) 26 (18-56) ™ 7.7 (6.0-16)
T3 150-250 3 0.84 (0.80-0.91) 52 (31-100) ™2 13 (7.5-24) T 12
P? <0.0001 <0.0001 <0.001
metoda  vydechové rychlosti alergicka ryma (n=20)
rozmezi (ml/s) n r CawNO SE (%) J.wNO SE (%)
Pl 50-250 5 0.98 (0.97-0.99) 18 (11-24) 6.9 (5.0-8.1)
P2 100-250 4 0.98 (0.96-0.99) 17 (14-42) 8.2 (5.1-12)™
P3 150-250 3 0.97 (0.92-0.99) 33 (26-55)P1:P2 12 (7.5-26) ™
P? 0.06 <0.0001 <0.001
T1 50-250 5 0.94 (0.89-0.96) 14 (11-25) 9.0 (6.4-12)
T2 100-250 4 0.91 (0.89-0.95) 20 (14-39)™ 12 (5.6-16)
T3 150-250 3 0.88 (0.83-0.92) 35 (26-63) ™12 14 (7.8-30) ™
p? <0.005 <0.0001 <0.005
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Data jsou uvedena jako median (interkvartilové rozpeti). n: pocet vydechovych
rychlosti; r: Pearsoniiv korelacni koeficient; SE: smérodatna odchylka odhadu. *', 72,
T2 oznaceni skupin, vysledky kterych se vyznamné lisily (p <0,05, testem dle

Dunnové), *P: hodnota Friedmanova testu hodnoticiho vliv vydechové rychlosti.
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Obrazek 9: Srovnani procentudlnich rozdili mezi naméfenymi hodnotami FENO(a-c) a
hodnotami predikovanymi podle linedrniho regresniho modelu P (d-f), a mezi naméfenymi
hodnotami y, a predikovanymi hodnotami podle modelu T ve tfech riznych vydechovych
rychlostech. V grafech (a - e) jsou zobrazeny procentudlni rozdily v zavislosti na rychlosti
vydechu vykazujici Sikmé rozlozeni, v souladu s vysledky Friedmanova testu, hodnoty rozdélené
pro pacienty s atopickym astma (tmavé ctverce, P< 0,0001) a alergickou rymou (prazdné ctverce,

v v

procentudlnimi rozdily staly nevyznamné jak u astmatiki (P 0,85), tak iu AR (P 0,12).

Pro ucely srovnani obou metod byly vypocteny pomeéry (P/T) hodnot CaNO a J.wNO
ziskanych metodami P a T pro pouzitd rozmezi vydechovych rychlosti (obrazek 9). Stejné jako
rozdily hodnot odhadti (P-T) i poméry hodnot (P/T) vykazovaly normalni, nebo téméf normalni
rozdéleni bez vztahu k absolutnim hodnotam proménnych. V rozmezi od 50 do 250 ml/s, pramér
pomérd hodnot P/T pro CaANO byl signifikantn€ vyssi nez jedna, coZ naznacuje, ze metoda P
poskytovala vyssi odhady CaANO o 38% u astmatikii (P <0,001) a o 23% u pacientl s AR (p

<0,005). Tento rozdil vSak vymizel po zvySeni nejnizsi vydechové rychlosti na 150 ml/s, a to jak
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ve skupiné AA, tak i u pacientli ve skupiné¢ AR. V intervalu vydechovych rychlosti 150 az 250
ml/s byly odhady CaNO ziskané metodami P a T srovnatelné (obrazek 9). Poméry (P/T) hodnot
CaNO v tomto rozmezi vydechovych rychlosti se blizily jedné: 1,03 (0,49-1,56) u astmatikii a
1,07 (0,55 - 1,59) u pacienti s AR.

Pti pouziti vydechovych rychlosti od 50 do 250 ml/s byl pomér (P/T) hodnot J.wNO ve
skupin¢ astmatikli podstatné nizs$i nez ve skupiné AR (obrazek 16). V priméru byly odhady
JawNO metodou P o 12% niz8i nez odhady metodou T (p <0,001), zatimco u nemocnych s AR
¢inil rozdil mezi metodami jen 6%. Pti vysSich vydechovych rychlostech (rozmezi 150-250 ml/s)
poskytly metody P a T srovnatelné hodnoty J.wNO (obrazek 10). Rozdil hodnot J.wNO ziskanych
metodami P a T u pacienti s AR v rozsahu 50-250 ml/min byl niz$i nez u astmatiki a posun
spodni hranice rozmezi z 50 na 150 ml/s se projevil jen malym zlepSenim srovnatelnosti vysledkd.
V intervalu nejvysSich vydechovych rychlosti (150-250 ml/s) dosédhl pomér (P/T) hodnot J.wNO u
astmatikd 1,03 (pramér, 95% interval spolehlivosti: 0,73 - 1,33). Ve skupiné¢ AR ¢inil primérny
pomér 0,99 (95% interval spolehlivosti 0,90 - 1,10).
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Obrazek 10: Aritmetické praiméry a 95% interval spolehlivosti pomért (P/T) odhadovanych hodnot

(a) CaNO a (b) JawNO zjisténych metodami P a T ve tfech intervalech vydechovych rychlosti.

Analyza variability ukazuje vyznamny vliv rozsahu vydechovych rychlosti na pomery hodnot C4NO

astmatikii (P <0,001) a pacienti alergickeé rinitidy (P <0,05) a na pomer hodnot JowNO u astmatikii

(p <0,001). U pacientu s alergickou rymou, zuzeni rozsahu vydechovych rychlosti nemélo vyznamny

vliv na rozptyl pomeéru hodnot J.,wNO (p = 0,19).

Bez ohledu na rozsah vydechovych rychlosti pii méfeni a zvolenou metodu odhadu CANO
a JawNO nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily v hodnotidch téchto ukazateli mezi

pacienty s astmatem a AR. Ve srovnavanych skupindch mél nicméné vybér rozsahu vydechovych
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rychlosti zna¢ny vliv na procentualni rozdily v hodnoté medianu sledovanych hodnot. Hodnota
medianu CANO ve skuping astmatikli zjisténa metodou P pfi péti vydechovych rychlostech (50-
250 ml/s) byla vy$si o 34% ve srovnani se skupinou AR pacientli, zatimco hodnota medianu
CaNO ziskana ze tfech nejvyssich vydechovych rychlosti (150-200-250 ml/sec), se liSila o 26%.
Rozdil v hodnoté medidnu J.wNO, mezi skupinami AA a AR doséhl 17% pfti péti vydechovych
rychlostech, a dale se zvysil na 53%, v ptipad¢ odhadu hodnoty z tfech vydechovych rychlosti
(150-200-250 ml/sec). Volba rozsahu vydechovych rychlosti méla stejny vliv na rozdily mezi
sledovanymi skupinami v hodnoté medianu pro odhad CANO a hodnotu medidnu J.wNO ziskané

metodou T (obrazek 11).
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JawNO  ci00 C,NO
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—
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Obrazek 11: Vliv rozmezi vydechovych rychlosti na vysledek srovnani hodnot J.wNO u nemocnych

s alergickym astmatem (tmavé sloupce) a alergickou rymou (prazdné sloupce).

5.2. Studie ¢. 2: Odhad vSech parametri dvoukompartmentového modelu kombinaci metod

podle Tsoukiase (metoda T) a Hogmanové

Soubor a metody: VySetfeny byly zdravé déti s atopii a bez atopie, déti s alergickou rymou a déti
s lehkym az stfedné té¢Zkym praduskovym astmatem (tabulka 4). Pti vydechovych rychlostech 30,
50, 100, a 250 ml/s byly provedeny dva vydechy do pfistroje. Parametry dvoukompartmentového
modelu CaNO a J.wNO byly ziskdny linedrni regresni metodou podle Tsoukiase (metoda T)
s vyuzitim duplicitniho méfeni pfi rychlostech 100 ml/s a 250 ml/s. Hodnoty C.wNO a DawNO
vypocital software chemiluminiscen¢niho analyzatoru metodou podle Hogmanové et al [12]. Nase
modifikace metody podle Hogmanové spocivala v nahrazeni nejnizsi vydechové rychlosti 10 ml/s
rychlosti 30 ml/s. Uprava byla motivovana zamérem zkratit trvani vydechu, protoZe ustaleni
koncentrace FENO je pifi nizkych vydechovych rychlostech mnohem pomalejsi. VyZzaduje
v mnoha ptipadech az 20-30 s, a to je zejména pro malé déti piili§ dlouhy interval.
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Tabulka 4: Charakteristiky souboru a udaje o farmakoterapii

zdrave osoby

alergicka ryma

atopické pruduskové astma

bez atopie s atopii pod kontrolou  nedostateéna
kontrola
N 16 11 46 63 28
pohlavi (m/z2) 7/9 5/6 28/18 42/21 16/12
veék (roky) 14,1 (8.8-18.1) 13.2(9.4-17.,9) 12.4 (6.6-18.2) 13,7 (8.5-18.8) 12,9 (5,7-18.7)
vyska (cm) 157 (132-185) 159 (138-169) 152 (122-185) 157 (116-187) 158 (120-184)

hmotnost (kg)
FEV: (% n.h.)
SPT (%)
ACT

IKS (%)

ks (%)
H1ATH (%)
SLIT (%)

51 (31-76)
103 (85-121)
0

0
0
0

0

64 (43-101)
104 (85-121)
100

© O O

0

46 (25-107)
105 (83-128)
100

0

37

83

22

53 (21-110)
105 (82-137)
100

23.9 (19-25)
90,5

54.0

71.4

6.3

53 (21-90)
98 (57-132)
100

19,7 (15-24)
72.4

72.4

75,9

3.4

ACT .. test kontroly nad astmatem, SPI.. . koZni prick test,
IKS ... .inhalacni

imunoterapie,

antihistaminika per os

Vysledky:

kortikosteroidy,

nKS.. . nosni

kortikosteroidy.

SLIT .. sublingudlni alergenova
HIAH. H;-

1. U déti s astmatem pod nedostatecnou kontrolou byly zjistény vySsi hodnoty koncentrace

FENO a parametrti JawNO a CawNO nez ve skupindch nemocnych s astmatem pod kontrolou, s

alergickou rymou a v kontrolnim souboru zdravych déti s atopii. Hodnoty parametrit CaANO a

DawNO byly ve vSech skupindch srovnatelné. Statisticky souhrn a porovnani hodnot FENO (50
ml/s), CaANO, JawNO, DawNO a CawNO podrobné uvadi tabulka 5 a obrazek 12.

Tabulka 5: Vysledky vySetfeni frakce NO ve vydechovaném vzduchu (FENOsg) a parametra

dvoukompartmentového modelu u nemocnych s AR a AA.

zdravé osoby alergicka ryma atopické pruduskové astma pP*
bez atopie s atopii pod kontrolou nedostateéna
kontrola
N 16 11 46 63 28
FENOso (ppb) 11,3 (9,2-20,3) 24,3 (16,8-35,0) 22.5 (16,2-38) 32,7 (19.3-64.4) 66,5 (37,4-95,8) < 0,001

JwNO (pl.s)
CaNO (ppb)

738 (467-2140) 1640 (1080-3210)

1.9 (0,65-2.3)

1,3 (0,80-2,1)

D.NO (pl/ppb.s?) 21,8 (17,4-38.6) 20,9 (15,5-26.7)
40,5 (20,5-87.9) 110 (54.3-161)

C2eNO (ppb)

1620 (1090-2410)
1.6 (0,88-2.8)
23,9 (13.9-34,1)
93,2 (48.2-177)

1810 (1160-3890)
2,0 (1,1-3,1)

20,3 (14,2-30,2)
107 (61,3-187)

4170 (2610-6220) <0.001

2.5 (0,80-3.4) 0,28
22.4(0,65-2,3) 0,95
166 (116-250) <0,001
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Tabulka uvadi mediany a rozmezi mezi 25. a 75. percentilem. Vysledky testovani vlivu faktoru
skupina analyzou rozptylu provedenou po logaritmické transformaci proménnych. P* ukazuje,

mezi kterymi skupinami byly nalezeny statisticky vyznamné rozdily Tukeyovym testem (p<0,05).
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Obrazek 12: Srovnani parametrii pfestupu NO do vydechovaného vzduchu u zdravych déti a
mladistvych bez atopie a s atopii a jejich vrstevniki s alergickymi onemocnénimi dychacich cest.
Symboly: ZAt-...zdravé osoby bez atopie, ZAt+...zdravé osoby s atopii, AR...alergicka ryma bez
astmatu, ABK+...alergické astma bronchiale pod dobrou kontrolou, ABK-...alergické astma
bronchiale pod nedostatecnou kontrolou, JuwNO...bronchialni tok NO, C4NO...alveolarni
koncentrace NO, DawNO...difuzni kapacita bronchialni steny pro NO, CuwNO koncentrace NO ve
steéne bronchu Srovnani skupin: 1/ ZAt- vs. ZAt+ a 2/ vSechny skupiny s atopii mezi sebou (ZAt+,

AR, ABK, ABK-).
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2. Diagnosticky piinos FENO a parametra ptestupu NO do vydechovaného vzduchu pro

odliSeni dobré a nedostatecné kontroly nad astmatem

Hodnoty parametri JawNO a CawNO se vyznamné liSily ve skupinach astmatikli s dobrou a
nedostate¢nou kontrolou nad astmatem (obrazek 12). Schopnost studovanych veli¢in plnit ulohu
diagnostického testu pro hodnoceni urovné kontroly nad astmatem, tj. odliSit nemocné s dobrou a
nedostatecnou kontrolou nad astmatem) byla dale zhodnocena ROC analyzou. Plochy ROC byly u
parametrit FENOso, JawNO a CawNO srovnatelné a jejich hodnoty, blizici se 0,70, je mozné oznacit
za hrani¢ni pro klinickou pouzitelnost testu (obrazek 13, tabulka 6). Senzitivitu, specificitu a

relativni pravdépodobnost pro vybrané hrani¢ni hodnoty parametr uvadi tabulka 1

senzitivita (% )

0 T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

100% - specificita (% )

Obrazek 13: ROC kiivky pro parametry FENOso, JawNO, CawNO

Tabulka 6: Plochy pod ROC kiivkou pro parametry FENOso, JawNO, CawNO.

AUC standardni chyba | 95% interval spolehlivosti | P-hodnota®
FENOS50 | 0,698 0,0340 0,631-0,764 <0,0001
JawNO 0,713 0,0362 0,642-0,784 <0,0001
CawNO 0,682 0,0359 0,612-0,753 <0,0001

a...vysledek testovani nulové hypotézy, zZe skutecna hodnota AUC je 0,5, tj., Ze

skutecna diagnostickd hodnota testu je stejnad jako hdazeni minci.
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Tabulka 7: Diagnosticky piinos parametri FENOso, JawNO, CawNO pro odliSeni nemocnych

s nedostate¢nou a dobrou kontrolou nad astmatem

hranice senzitivita (%) specificita (%) pomeér
pravdépodobnosti
FENOso 35 ppb 79,3 56,6 1,83
JawNO 2500 pL/s | 78,3 64,9 2,15
CawNO 117 ppb 75,0 56 1,71

6. Zavéry k vytyCenym ciliim disertacni prace

Cil 1A/ Dvé zakladni metody vypoctu na vydechové rychlosti nezavislych parametra prestupu NO
do vydechovaného vzduchu- alveoldrni koncentrace NO (CaNO) a bronchidlniho toku NO
(JawNO) - podle Tsoukiase a Pietropaoliho vychazeji z dvoukompartmentového modelu dychacich
cest a opiraji se o linedrni regresni analyzu. Metody poskytuji sprdvné a srovnatelné vysledky
pouze pii splnéni podminky, ze je vySetfeni provedeno v rozmezi vydechovych rychlosti, ve
kterém jsou vztahy mezi sledovanymi veli¢inami skute¢né linearni.
Cil 1B/ K poruseni podminky linearity dochazi pii pouziti ptili§ nizkych vydechovych rychlosti a
dasledkem je:
a/ nadhodnoceni alveolarniho zdroje NO (hodnoty CaANO) a podhodnoceni bronchialniho
zdroje NO (hodnoty J.wNO) a
b/ systematické rozdily mezi vysledky metod podle Tsoukiase a Pietropaoliho, které jsou
vétsi pi1 odhadu CaANO ve srovnani s JawNO.
Cil 1C/ V naSem studijnim souboru déti a mladistvych s alergickymi onemocnénimi dychacich
cest a jejich zdravych vrstevnikli bylo pro odhad CANO a J.wNO metodami podle Tsoukiase a
Pietropaoliho optimalni rozmezi vydechovych rychlosti 100-250 ml/s, ve kterém jsou rozdily
mezi obéma metodami velmi malé (median CANO vypocitany Pietropaolliho metodou je o 15 %
vy$$i a medidan J.wNO o 9 % nizsi). Piesnost vypoctu studovanych parametri je ovlivnéna
dodrZzenim podminky linearity, rozsahem vydechovych rychlosti a poctem méfeni (tj. poctem
jednotlivych vydechovych rychlosti). Kombinaci vydechovych rychlosti 100, 150, 200 a 250 ml/s
charakterizuje pfijatelna neptresnost vypoctu (standardni chyba odhadu) parametra, kterd je vyssi
v piipadé CaNO 26 % nez JowNO 10 %. Doporucujeme pro vypocet CANO pouzivat metodu
podle Tsoukiase, protoZe ptesnost odhadu je mirn€ vyssi nez poskytuje druhd metoda.
Cil 2/ Vliv nelinearity na vysledek odhadu parametrii ptestupu NO do vydechovaného vzduchu

byl v na$i studii vy$$i u déti s praduSkovym astmatem nez u déti s alergickou rymou. Tato
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skuteCnost se promitla do vzijemného srovnani CaNO i J.wNO mezi obéma skupinami
nemocnych. Vysledky srovnani mohou byt pii nedodrzeni podminky linearity zavadéjici. Z tohoto
divodu jsme v praci navrhli metodu na ovéteni linearity a vybér individuélné vhodného rozsahu
vydechovych rychlosti, kterd by méla byt automaticky aplikovana pii kazdém vysetieni CANO a
JawNO.

Cil 3/ Vypocet na vydechové rychlosti nezavislych parametri prestupu NO nelinearni regresni
analyzou vyzaduje zatazeni velmi nizkych vydechovych rychlosti (10 ml/s), pifi kterych trva
ustaleni koncentrace FENO pii vydechu dlouhou dobu. Vzhledem k obtiznosti dechového
manévru jsou naroky na spolupraci vySetfované osoby vysoké a vySetieni obtizné realizovatelné u
déti mladsiho Skolniho véku.

Cil 4/ VySetftenim FENO pfii vydechovych rychlostech 30, 100 a 250 ml/s a odhadem pomoci
algoritmu podle Hogmanové et al byly ziskany hodnoty JawNO a CawNO, které se vyznamné liSily
ve skupinach astmatikli s dobrou a nedostatecnou kontrolou nad astmatem, zatimco koncentrace
CaNO byla srovnatelnd. Podle vysledkit ROC analyzy (AUC blizké 0,70 tj. na hranici klinické
pouzitelnosti testu) je senzitivita a specificita parametri J.wNO a CawNO pii diagnoze
nedostate¢né Urovné kontroly nad astmatem piiblizné¢ srovnatelnd jako u koncentrace FENOso.
nezavislych parametrti prestupu NO do vydechovaného vzduchu neptinesl v naSich studiich lepsi

informaci nez vySetfeni standardizovanou metodou pii vydechu rychlosti 50 ml/s.

Interpretace vysledkl projektu a formulované zavéry maji svd omezeni. Hlavni limitaci
predstavuje studovany soubor, ktery odrazi skladbu nemocnych oSetfovanych v Alergologické
ambulanci Détské kliniky FN Hradec Kralové. Jednalo se pfevazné o nemocné s lehkym az
sttedné tézkym pruduskovym astmatem a pocet osob vySetienych pred zahajenim farmakoterapie
inhala¢nimi kortikosteroidy mezi nemocnymi byl maly. Proto nemohlo byt provedeno samostatné

vyhodnoceni vysledkt v této skuping.

7. Diskuse k ziskanym vysledkiim

Ovéfeni pifinosu nové vySetiovaci metody musi pfedchézet standardizace postupu
vySetieni a studium technickych faktorii, které mohu negativné ovlivnit pfesnost a spravnost
vysledku. Cilem znacné ¢asti dizertacni prace bylo ovéfit, ktery z postupl vySetfeni bronchialniho
a alveolarniho NO mé dobrou pfesnost a spravnost a zaroven je pfijatelny z pohledu néroki na

spolupréci vySetfované osoby i na Casovou a pracovni z4téz personalu provadéjiciho vysetieni.
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Hlavnim cilem prvni ¢4sti prace bylo porovnani vysledkl vySetieni na vydechové rychlosti
nezavislych parametrii JawNO a CaANO, charakterizujicich bronchialni a alveolarni zdroje NO v
dychacich cestach, ziskanych aplikaci dvou metod linearizace rovnice, popisujici zavislost FENO
na vydechové rychlosti podle dvoukompartmentového modelu. Metody jsou podle autort
nazyvany metodami Tsoukiase a Pietropaoliho. Jak dokladaji vysledky prace, je z diavodu
pfesnosti a spravnosti vysledku vySetfeni a porovnatelnosti obou metod nutné vénovat pozornost
splnéni podminky linearity. V pifipadé metody podle Tsoukiase jde o linearitu zavislosti
vydechnutého mnozstvi NO za jednotku Casu na vydechové rychlosti a v ptipad¢ Pietropaoliho
metody o linearitu zavislosti koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu na reciproké hodnoté
vydechové rychlosti.

Podminkou aplikace linearni regresni analyzy na upravenou a zjednoduSenou rovnici
dvoukompartmentového modelu je, aby vydechové rychlost byla ¢iselné alesponi 10krat vétsi nez
hodnota faktoru DawNO, vystupujiciho v rovnici. Aby mohla byt pouzita rychlost 50 ml/s, hodnota
DawNO by méla optimalné byt nizsi nez 5 pl/s.ppb!. Pokud je DawNO vyssi, méla by byt nejnizsi
vydechové rychlost pfi méfeni adekvatné vyssi. V opaéném piipadé je pomér hodnot nizs§i nez
10:1 [14]. NedodrZeni podminky se projevi jako nelinearita zavislosti, kterd negativné ovliviiuje

spravnost a ptesnost odhadu parametrii JawNO a CANO.

Komentaf ke zjisténim z prvni studie:

1/ V rozmezi vydechovych rychlosti 50 az 250 ml/s se v souboru déti a mladistvych
s alergickymi onemocnénimi dychacich cest projevuje nelinearita zavislosti FENO na reciproké
hodnoté¢ vydechové rychlosti (metoda Pietropaoli) a Vno na vydechové rychlosti (metoda
Tsoukias), v jejimz disledku jsou hodnoty CaANO vyssi a JawNO nizs$i nez v linedrni oblasti
zavislosti, tj. pfi pouziti adekvatné vysokych vydechovych rychlosti. Pfi odhadu parametrii
alveolarniho zdroje (hodnoty CaNO) a podhodnoceni bronchidlniho zdroje (hodnoty J.wNO)
vydechovaného NO.

2/ Jako optimalni pro odhad CaANO a J.wNO z linearni oblasti rovnice popisujici
dvoukompartmentovy model je mozné v nasem studijnim souboru déti a mladistvych oznacit
rozmezi 100-250 ml/s a poc€et vydechovych rychlosti =4 (100, 150, 200 a 250). NaSe zkuSenosti i
literarni udaje ukazuji, ze vétSina pacientll je schopna vydechovat rychlosti 250 - 300 ml/s po
dobu nutnou k ustéleni hodnoty FENO [15, 16]. Je piednosti nasi prace, Ze byl pouzit tak vysoky
pocet vydechovych rychlosti, spadajicich do linearni oblasti. To je v publikovanych pracich

zam¢efenych na stejnou problematiku malo Casté. Napt. rozsahla prospektivni studie s 1507
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ucastniky, kterd srovnala rizné metody vypoctu CaNO a J.wNO, zpracovala vysledky méteni
FENO pro lineérni regresi pouze pfi rychlostech 50, 100 a 300 ml/s [14]. Pii optimalni kombinaci
vydechovych rychlosti (100, 150, 200 a 250), definované v nasi praci, jsou rozdily mezi metodami
P a T pravdépodobné klinicky nevyznamné: median CANO vypocitany Pietropaolliho metodou je
0 15 % vyssi a medidn JawNO 0 9 % niz$i ve srovnani s postupem podle Tsoukiase. Oba postupy
charakterizuje srovnatelna neptesnost odhadu, ktera je vyssi u CaANO (standardni chyba 26 %) nez
u JawNO (10 %).

3/ Z pohledu splnéni podminky linearity zavislosti byla jesté lepsi kombinace rychlosti 150,
200 a 250 ml/s. Hodnoty CANO a J.wNO ziskané metodami P a T se pfi vySetfeni v tomto rozmezi
vydechovych rychlosti neliSily. Pfesto hodnotime tyto vydechové rychlosti jako neoptimalni
z divodu nepfijatelné¢ vysoké standardni chyby odhadu CaANO (> 40%), ktera shodné
charakterizovala jak metodu P tak i T. Jednd se o disledek pftili§ tzkych rozmezi pro veli¢iny
vynasené na osach X a Y s negativnim dopadem na piesnost odhadu parametrl linearni regresni
piimky.

4/ Vypocet s pouzitim pouze dvou vydechovych rychlosti vylu€uje ovéfeni linearity a nelze
jej obecné doporudit. Zkraceni postupu a snizeni zatéze pro vySetfovanou osobu by byly
z praktického pohledu naopak vyhodné. Vysetfeni FENO pii rychlostech 100 ml/s a 250 ml/s
jsme proto zkombinovali s odhadem CaNO metodou T a J.wNO metodou P. Pouzili jsme obé&
metody soucasné, protoZe presnost odhadu CaANO metodou T je mirné€ vyS$si a naopak, metoda P
pfesnéji odhaduje JawNO. Dlvod mirné odlisné piesnosti odhadu souvisi s tim, Ze pfi linearni
regresni analyze je obecné vyssi presnost (= mensi standardni chyba) odhadu smérnice pfimky
nez useku na ose Y. V naSem souboru malého rozsahu zjednodusSena technika zvysila standardni
chybu odhadu CaNO jen mirné (z 26% na 30%).

5/ Parametr J.wNO tésné koreloval s koncentraci FENOso vySettenou pii vydechu rychlosti 50
ml/s (rs=0.96). Existence tésné korelace potvrzuje obecné pfijimany nazor, Ze pti této vydechové
rychlosti se NO uvolnéné v bronSich podili na celkové vydechnutém mnozstvi NO z vice nez
80%. Nabizi se otazka, zda sloZitéjsi vySetfeni J.wNO piinasi navic néjakou uptesiiujici informaci
o mnozstvi NO uvoliiovaném v bronsich oproti vySetteni FENOso. Naopak korelace mezi CANO a

koncentraci FENO2s0 byla mnohem méné tésna (rs=0.66).

I vysledky druhé studie podporuji zavér, ze metody P a T vyzaduji analyzu zavislosti
vydechované¢ho NO na vétsim poctu vydechovy rychlosti > 100 ml/s, aby bylo mozno odhadnout
CaNO a JawNO s dostatecnou presnosti a spravnosti. V tvahu piipadd i doplnéni méteni o nizsi

vydechové rychlosti, ale vyhradné za podminky peclivého posouzeni linearity zavislosti u
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kazdého pacienta. Vliv nelinearity na vysledek odhadu CANO byl v nasi studii vyssi u déti s
priaduskovym astmatem nez u déti s alergickou rymou. Tato skutecnost se promitla do vysledku
vzajemného srovnani CANO mezi skupinami. Podobny zavér plati i pro parametr JowNO. Pro obé
skupiny nemocnych byla linearita zavislosti potvrzena az v rozmezi rychlosti 150-250 ml/s.
V uvedeném rozmezi nebyly zjistény rozdily mezi vysledky odhadu CANO a J.wNO metodami P a
T. Nicméné snizeni rozsahu a po¢tu vydechovych rychlosti se opét projevilo zvySenou chybou
odhadu parametrii, zejména CANO.

Vysledky dizertatni prace jednoznatné potvrzuji nutnost meéfeni koncentrace
vydechovaného NO v rozmezi vydechovych rychlosti vyhovujicich podmince linearity
upravenych rovnic dvoukompartmentového modelu. V obou sledovanych skupinidch nemocnych
byly rozdily vysledkt spadajici na vrub nedodrzeni podminky linearity natolik vyznamné, ze je
neni mozné ignorovat.

Z tohoto divodu jsme v praci navrhli metodu k eliminaci nelinearity spoc¢ivajici ve dvou
krocich. V prvnim kroku jsou vyneseny do grafu vSechny zjisténé hodnoty Vo proti vydechové
rychlosti (metoda T) nebo hodnoty FENO proti inverzni hodnoté vydechové rychlosti (metoda P).
Opticky je posouzena linearita zavislosti. V druhém kroku je provedena linearni regresni analyza
ze vsech méfeni a poté je analyza opakovana po vylouceni nejnizsi vydechové rychlosti. Tento
postup dava moznost zhodnotit vliv nejniz§i vydechové rychlosti na CaANO zplsobeny
rychlosti. Je-li zaznamenan velky rozdil vlivem nelinearity, pak by nejnizsi vydechova rychlost
méla byt vyloucena a cely postup opakovan od prvniho kroku. Ur¢ity toleran¢ni limit pro pokles
CaNO je vhodné pfijmout, protoze piesnost odhadu je lepSi, pokud jak pocet i rozsah
vydechovych rychlosti jsou vys$i. Navrhujeme tolerovat pokles o 20%, coz je procento

odpovidajici béZné dosahované chybé odhadu CANO.

Zavéry z druhé ¢asti prace:

1/ Déti s astmatem mély vyS$i hodnoty FENOso a CawNO nez ostatni déti. Rozdily byly
zpusobeny vys$simi hodnotami pozorovanymi u astmatikl se Spatnou kontrolou astmatu.

2/ Hodnoty parametru J.wNO nedovolily odliSit déti s astmatem od déti s alergickou rymou a
atopickych zdravych déti. Pii analyze s ptihlédnutim k dosazené kontrole astmatu vSak byly
hodnoty J.wNO u nemocnych s nekontrolovanym astmatem vyrazné¢ vys$$i nez v ostatnich
skupinach.

3/ Hodnoty parametrtit CANO a D,wNO byly ve vsech skupinach srovnatelné.
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4/ Diagnosticka schopnost odliSit nemocné s dobrou a Spatnou kontrolou astmatu byla u
parametrid FENOso, JawNO a CawNO srovnatelnd. Hodnota AUC pod kiivkou ROC rovna 0,70 je

na hranici klinické pouzitelnosti testu.

Cilem ptedlozené prace bylo piispét k problematice vySetfovani koncentrace NO ve
vydechovaném vzduchu metodou vice vydechovych rychlosti. Vzdor dnes jiz pomérné rozsahlé
celosvetovée literatuie zaméeiené na toto tizké téma zlstava fada nejasnosti metodologickych, ale i
urCita nejistota v interpretaci zjisténych vysledkti. Ve srovnani s vySettenim FENO pii vydechu
konstantni rychlosti 50ml/s, které¢ se jiz jako vysetfovaci metoda prosadilo v pé¢i o nemocné
astmatem v nékolika zemich v&etnd Ceské republiky, zbyva vykonat mnoho vyzkumné prace
zaméfené na biologické faktory ovliviluyjici CaNO a ovéfeni mozné ulohy CaNO jako

bioindikétoru vyuzitelného v péci o nemocné s astmatem.
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