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1.UVOD

Existujefada zastlivych onemocsni dychacich cest. Ramezi r& onemocgini

akutni i chronickd, &ktera jsou infekni, jina neinfekni etiologie. Zvlastni misto
mezi nimi zaujimaji onemo¢&ni spojenda s bronchialni obstrukci: chronicka
obstrukéni plicni nemoc (CHOPN) a bronchialni astmag@bmoci pai mezi
socialre-ekonomickym dopadem a vipact CHOPN také s vysokou mortalitou.
Obéma nemocem je proto v posledni danovana zvySené pozornost [1, 2]. Zajem
o tyto nemoci se projevuje také snahouikladregjSi poznani jejich patogenetickych
mechanism a zangiuje se na studium bronchialniho 2&n ktery je jejich

podstatou.

VysSeteni zagtu dolnich dychacich cest Ize prové&stnmymi zpisoby. Neinvazivni
metody, nap vySeteni indukovaného sputa, analyza vydechovaného Wazdaicebo
vySefteni kondenzatu vydechovaného vzduchu, jsou prep&cminimalg
zatzujici, avSak umailji pouze nefimé vySeteni bronchialniho z&tu. Naproti
tomu endoskopické vy&eni, tedy bronchoskopie giglusSnymi odBry, je invazivni
technikou, ktera je sice pro pacienta détarmiry zatzujici, avSak umaiije piime,
bezprostedni vySateni zastlivych zmén v dolnich dychacich cestach.

Prestoze podstatou CHOPN i bronchialniho astmatiigeqvSim zakt dychacich
cest, je diagnostik&thto onemocni v sowasné dob zaloZzena na klinickém
obrazu a spirometrickém fuéikim nalezu. Bronchoskopie se v &asné dob

v rutinni diagnostice CHOPN obvykle nevyuZivéegioze jde o vysSini, které jako
jediné umozni fimé vySeteni zawtu v dolnich dychacich cestach. Jeji pouziti je
zpravidla vyhrazeno pro vyzkumnéaly. Provedeni bronchoskopie umaje
bezprostedni pozorovani dolnich dychacich cest a provealdistiri, umoziujicich
morfologické vySeaeni tkar, kvantifikaci zastlivych burgk a mediatot, pripadré
provedeni genetickych a proteomickych viysget.

Tato prace se zabyva vyEmiim zagtu dolnich dychacich cest pomoci
bronchoskopie a bronchoalveolarni lavaze nagooénvelkém souboru 94 jedifg
kteri tvorili t¥i skupiny. Skupina paciefns CHOPNitala 35 osob, skupina s
bronchialnim astmatemdia 26 osob a 33 osoby byly kontrolni jedindiitém bylo
provedeno vySéeni bugénych paramefr zarétu v bronchoalveolarni tekutin
stanoveni exprese mRNAkterych matrix-metaloproteinaz a jejich inhibiior
bronchoalveolarnich hikach a konéné vySeteni koncentracediterych matrix-
metaloproteinaz a jejich inhibitbv bronchoalveolarni tekuiin



1.1. Chronicka obstrukéni plicni nemoc (CHOPN)

1.1.1. Déjiny pozndvani CHOPN

Nemoci spojené s bronchialni obstrukci byly znarmhyé¢ starogku. Astma a jeho
lécba pomoci inhalace par ze #até bylinné mixtury je popisovéna jiz ve
staroegyptskériberso¥ papyry ktery byl napsan kolem r. 155@e0 nasim
letopaitem, ale ktery je prawghodobré sdm kopii rukopisu psaného jiz kolem

r. 3400 ped nasSim letoptem [3, 4, 5]. AvSak teprve z r. 1691 pochazi prvni
ilustrace rozgenych dychacich cest na povrchu plic, které zachatsvych rytinach
holandsky anatom Frederick Ruysdhpgopisu kazuistiky 40-leté Zeny [6]. O sto let
pozckji pak skotsky patolog Matthew Baillie v r. 1793gveé popsal plicni
emfyzém, ktery povazoval za velmi vzacny [7]ct@rtstoleti pozdji doslo k pokusu
o vys\tleni vzniku plicniho emfyzému — francouzsky l[Ekaobjevitel stetoskopu
René Théophile Hyacinthe Laennec v r. 1819 zjigélmistem, kde vznika obstrukce
vedouci ke vzniku emfyzému, jsou p&geeriferni dychaci cestyiifom se

domnival, Ze ztrata elasticity perifernich dychhaest zfisobuje snizeny ptok
vzduchu z rozgénych alveal a tim gispiva ke vzniku emfyzému [8, 9]. K dalSimu
vyrazrejSimu pokroku v poznani emfyzému plic doSlo az pl$idh ténsi 130

letech. Gough a Wentworth v r. 1949 pouZili novechiniku fixace a ultratenkych
fezi plicni tkarg, diky niz popsali a rozliSili centriacinalni a pamarni emfyzém
[10, 11]. Nasledovalo obdobi explozivniho it znalosti o patologii,
epidemiologii a patofyziologii plicniho emfyzémuw P. 1960 dochazelo ke snaze o
pochopeni patogeneze emfyzému a bronchitidy, 963 LCarl-Bertil Laurell objevil
az-antitrypsin a zjistil, Ze jeho deficit vede ke kanplicniho emfyzému [12],

v dalSich desetiletich byla zkouméana roleédarych burgk a jejich vliv na
mechanismy vedouci k poSkozeni plicni tkéda konci 20. stoleti pak byla
studovana celtada mediatdr podilejicich se na zé&t dychacich cest a byly
zkoumany destruktivni a reparativni mechanismy iprajici @i zanstu dychacich
cest.

Ziskané znalosti umoZznily novy pohled na chronickbatrukni plicni nemoc, ktera
piestavala byt chapana izolo¥gako chronicka bronchitida anebo plicni emfyzém.
Kolem r. 1960 probihaly diskuze o klasifikaci ol&tmi plicni nemoci a pokusy o
jeji definici [13, 14]. V r. 1964 pak vznikla prvdefinice CHOPN [15]. Znamenala
velky pokrok ve vnimani nemoci, nabdo zn&né miry vilenila jiné giciny
obstrukce dychacich cest, avSak z dneSniho pofggéunéla vyznamné

nedostatky. Popisovala totiz CHOPN pouze jatargnickou obstrukci dychacich
cest nejasnéhaipodu’. V tehdejSim pojeti se tedy jednalo o diagnpen
exclusionemkterou bylo moznoigmout po vyloweni zname ficiny intratorakalni
bronchiélni obstrukce. Tim byly z definice CHOPNowgeny napiklad

lokalizované bronchialni obstrukce (u tura@r jizevnatych zndn pri tuberkuloze
nebo sarkoid6ze), anebo specifick&imy difuzni bronchialni obstrukce
(bronchiektazie, cysticka fibréza, bronchiolitiditdrans zfisobena znamym agens),
ale také deficity-antitrypsinu, ktery v satasné dob chapeme jako jeden ze subiyp
CHOPN. Na druhé stramebylo podle tehdejSi definice CHOPN zcela jagda,

pod ni nelze zahrnout také bronchialni astma.



Upiesreni do zn&né miry ginesly nowjSi definice Americké hrudni spaleosti
(ATS) z r. 1987 [16] a Evropské respind spol€nosti (ERS) z r. 1995 [17], které
ponerné rozsahlym popisem definuji CHOPN jakeemoc charakterizovanou
redukci maximalniho gtoku vzduchu i exspiriu a zpomalenym vyprai/anim
vzduchu z plic, ficemz omezeni ftoku vzduchu je obvykle ireverzibilni a post€ipn
progreduje a podili se na¢m jak bronchialni komponenta, charakterizovana
ztlusenim bronchialni gy a bronchialni hypersekreci, tak emfyzém plicni,
definovany anatomicky jako permanentni destruktive$i-eni dychacich cest
distalre od terminalniho bronchiolu bezetelné fibrozy. Soutasti definice CHOPN
z r. 1995 je také definice chronické bronchitidyaakterizovanébronchialni
hypersekreci vedouci k produktivnimu kaglitgmnému podtSinu dni nejmée 3
mésice v roce a to v nejmédvou po sodnasledujicich letech, a negmbenou
jinou plicni nebo kardialni ficinou*.

Zatim posledni definice CHOPN z r. 2004, aktualea@éd/ v r. 2009, charakteristiku
nemoci zpehlediuje a gitom now zdaraziuje kurabilitu a preventabilitu nemoci a
jeji mimoplicni &inky. Podle této definicecCHOPN je I&fitelné onemocini,
kteremu Ize fedchazet a které ma také vyznamné mimoplignkyy, které mohou
prispivat k jeho zavaznosti. Jeho plicni sloZka prakterizovana omezenym
pritokem vzduchu v pduskach (bronchialni obstrukci), ktery nenigtaverzibilni.
Bronchialni obstrukce obvykle progreduje a je spaje abnormalni zatiivou
odpowdi na Skodlive'astice a plyny*[1].

Reakci na vrstajici vyznam aitsledky CHOPN byl v r. 1997 vznik mezinarodni
organizace ,The Global Initiative for Chronic Ohsitive Lung Disease" (GOLD),
jejimz cilem je prohlubovani znalosti o CHOPN, eméni morbidity a mortality
zpusobené CHOPN, zlepSeni jeji prevencechyé podpora vyzkumnych aktivit

v oblasti CHOPN. Mimoto vydava standardy stratggavence, diagnostiky adéy
CHOPN. Nasledabylo v r. 2000 WCeské republice ustaven@eské obanské
sdruZeni proti chronické obstrirk plicni nemoci* COPN).

1.1.2. Epidemiologie CHOPN

Chronicka obstruini plicni nemoc (CHOPN) je v séasné dob jednou

Z nefasgjSich @icin mortality a chronické morbidity. ZvySovani celéwové
spoteby tabaku povede i v budoucnu k dalSimuisiar mortality, morbidity a
ekonomickych dsledki CHOPN [1]. Podle udajSwtové zdravotnické organizace
(WHO) na CHOPN v r. 2008 zew®lo na celém si¢ 3,35 milioru lidi, to znamena
celkem 5,7% ze vSech umrti, coZadilo CHOPN natvrté misto v ptadi
neiastjSich gicin amrti [18]. Podle odhadwWHO bude v r. 2030 CHOPNiginou
amrti u 5,80 miliol osob, coz bud&nit 8,6% vSech umrti, a bude v celéswém
metitku jiZ treti nefasgjSi pricinou umrti za ischemickou chorobou sidiea
cerebrovaskularnimi nemocemi [19].

Odhady prevalence CHOPN se liSi podle pouZité nilegalpohybuji se mezi 5 az
10% populace [1]. Podle odhatVHO ma CHOPN v satasné dob asi 210 milior
lidi na celém sété, pritom pres 80 milidri osob trpi sedre téZkym a &zkym



stadiem, které jsou spojeny s klinicky vyznamnyymptomy [20]. VCeské
republice CHOPN postihovala v r. 1990 asi 750-86i@ bsob [21].

CHOPN ekonomicky z&Fuje spolénost jak pimymi naklady (prevence,
diagnostika, I8ba), tak i nefimymi naklady (nemocenské davky, invalidita, ztrata
zanestnani, peccasna umrti). V Evropské uriini ptimé naklady na CHOPN asi
38,6 miliard EUR, tedy asi 3,5% z celkového ra#pma zdravotni pg Ve
Spojenych statech americkyéimily v r. 2002 celkové naklady na CHOPN asi 32
miliard USD, z nichz asi 18 miliard USD bylyimé naklady [1]. Nakladyijtom
vyznamm stoupaji v zavislosti na tizi onemaaon, dalSi vyznamné navyseni naklad
pak zpisobuji exacerbace a hospitalizace paéisnfEHOPN [22]. Podleiznych
studii hospitalizace werpaji 40-57% pmych naklad na I&bu CHOPN [23]. €zk&
exacerbace CHOPN, spojena s nutnosti korekce ¢&grapiSuje cenu &&ni z 58
USD na 477 USD [24]. Podle odha8wtové banky a WHO bude v r. 2020 fiat
CHOPN spoléné s kardiovaskularnimi nemocemizkymi depresemi a dopravnimi
nehodami k negtSim g@icinam zdravots-ekonomickych ztrat v celogtovém
metitku [1].

1.1.3. Rizikové faktory, diagn6za a klinicky prabéh CHOPN

Bronchidlni zagt a nasledna patogeneticka kaskada vedouci k id2iApPN
vznika kombinaci vlivu inhalace Skodlivych lategenetickych faktar. Mimoto se
na patogenezi CHOPN mohou podilet také infekce alsicihh cest a v menSi fai
také dalSi faktory, jakymi jsou porodni vaha akast plic @i narozeni a v gibé¢hu
détstvi.

Z inhalovanych Skodlivin vedoucich ke vzniku CHONa prvnim mistinhalace
tabakového kaite. Kuraci cigaret maji vysSi vyskyt respirdch giznalka a
abnormalit plicnich funkci,&si raini pokles FEV a vyS$Si mortalitu na CHOPN nez
nekuaci [1]. Fiblizné 40% kudaki po 25 letech kaeni onemocni CHOPN, z nich
nejmeért 25% bude mit CHOPN s klinicky zavaznymi projev§]ZRiziko vzniku
CHOPN a zavaznost jejich projeroste s celkovou expozici tabdkovémuikotia
se v sotasné dob obvykle kvantifikuje pojmem ,batko-rok” (,pack-year), ktery
je definovan pétem krabéek (po 20 cigaretach) vykéenych za den a vynasobenym
poctem let kodieni. Nag. hodnota 10 balko-roki (odpovidajici kokeni krabgky
cigaret den& po dobu 10 let) znamena expozici vykemych 73.000 cigaret. Nizsi
vék zahajeni koteni zvysuje riziko vzniku CHOPN a mortalitu. Vedletivniho
kuractvi je rizikem pro vznik CHOPN také pasivni kewi. Kodeni matky

v téhotenstvi negativhovliviiuje nist plic plodu a jeho imunitni systém a tim vede
ke zvySenému riziku vzniku CHOPN v defgsti. Kuraci dymek a doutntkmaiji
vySSi morbiditu a mortalitu na CHOPN nez nigai, ale nizSi nez Kaci cigaret.
Koureni marihuany vede ke vzniku 2élivych zmen v dychacich cestach [26, 27],
avSak nebylo prokazano, ze by vedlo k bronchidbstrokci [28]; viiv kodeni
marihuany na vznik CHOPN je zatim nejasny [29]. i¢kuractvi je vyznamnym
rizikovym faktorem vzniku CHOPN také vdechovanimyslovych skodlivin,
napiklad organickychti anorganickych prach chemickych skodlivin, plyina par.
V ¢asti zemi sdta, zejména vadk zemi Asie a Afriky, je dlezitym rizikovym
faktorem pro vznik CHOPN zgiténi vzduchu v domécnostech paieni a topeni
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biomasou ve Spagnvétranych domech — celo&ové se toto riziko tyka az 3 miliard
lidi. Vliv znecisteni vzduchu ve rgstech na vznik CHOPN zatim neni jednaaia
uréen [1].

Diagn6za CHOPNje zaloZzena na anamnéze a klinickém w8t doplgném o
spirometrické funkni vySeteni plic, umo#ujici prikaz bronchialni obstrukce po
inhalatni aplikaci bronchodilataiho |€ku, které je nezbytné pro stanoveni diagndzy
a zarové pro stanoveni tize nemoci podle klasifikace GOLD podle které s&di
také ATS a ERS.i#edpokladem spravné diagnézy CHOPN je zhodnodérmaid.
Témi jsou jednak dusSnost, ktera je perzistujici, kalehni, zpdatku pouze
namahova, v mibéhu ¢asu postuphiprogredujici, a dale kaSel, kteryihe byt
intermitentni a neproduktivni, obvykle ale byvaguktivni a spojeny s chronickou
tvorbou sputa. #znaky CHOPN mohou bytififomny izolova®, naopak vdzSich
stadiich se k nimifdavaji symptomy mimoplicnich proj@\CHOPN a v

kteremkoliv stadiu mohou byt dogmy projevy exacerbaci. Diagn6za CHOPN je
pak potvrzena spirometricky, pokud je po inkaleaplikaci kratkodob pasobiciho
bronchodilatancia (n@p400ug salbutamolu) prokdzana bronchialni obstrukce, pro
niz s\wd¢i hodnota poreru FEVA/FVC < 70%. Hodnota FEMpak utuje stadium
CHOPN, které odrazi tizi nemoci (tabulka 1) [1].

Tabulka 1: Spirometricka klasifikace tize CHOPN nazakladé
postbronchodilataéni hodnoty FEV; podle GOLD/ATS/ERS [1]

FEV./FVC <70% a

FEV; = 80% naleZitych hodnot
FEV.{/FVC < 70% a

50% < FEV; > 80% naleZitych hodnot
FEV.//FVC < 70% a

30% < FEV; > 50% nalezitych hodnot
FEV.{/FVC < 70% a

FEV; < 30% nalezitych hodnot anebo
FEV; < 50% nalezitych hodnot

s chronickym respiraénim selhdnim

Stadium I Lehké

Stadium Il Stredné tézké

Stadium 11 Tézké

Stadium 1V: Velmi tézké

Rada dalSich pomocnych vyEsti se pak pouziva zejména k diferencialni
diagnostice a wESich stadii CHOPN, néilad radiologicka vységni, vySeteni
krevnich plyri, kardiologick& vyséeni, z&Zové testy, testy dize, klasifikace
dusnosti, vyséeni kvality Zivota, vySéeniaj-antitrypsinu. VySdeni bronchialniho
zaretu pii CHOPN, 4 jiz negimo formou vySeeni indukovaného sputa, anebo
piimym vySetenim zagtu v dychacich cestach, se v rutinni praxi obvylderovadi.

Prubéh CHOPN ma v podsta&tdwe faze. Jednou je stabilizované onemiirs
pomalou progresi a s pomalym zhorSovanim plicnicidi. Mimoto se v gibéhu
onemockni vyskytuji exacerbacefimichz dochazi k nahlému zhorSeni celkového
stavu nemocného s projevy akutniho&ara vyznamné deteriorace plicnich funkci s
moznymi vaznymi komplikacemi.

Deklinace FEVY v pribéhucasu je jednou ze zakladnich vlastnosti CHOPN, jeji
rychlost je vSak uiiznych paciernit odliSna. Se zhorSovanim plicnich funkci a s tim
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spojenym pechodem doc¥Siho staddia CHOPN dochazi k vyznamnému zvysSeni
mortality — pacienti ve druhém stadiu CHOPN majitaldu priblizné dvakréat vyssi
a pacienti veretim actvrtém stadiu asi 5x vysSi nez pacienti v prvniauit
CHOPN (obrazek 1) [30]. Na druhé stéamizena hodnota FEW nékterych
pacienti s CHOPN nemusi zcelagsre korelovat s jejich fyzickou vykonnosti,

toleranci namahy, subjektivnim pocitem duSnostkaalitou Zivota.

Exacerbace CHOPN je definovana jako nahle vznikildgda v pibéhu nemaoci,
charakterizovanéa zénou obvyklé dusnosti, kaSle anebo vykaSlavanite mitsi,
nez je obvyklé kazdodenni kolisa&thto potizi. F¢inou vzniku exacerbace je
negastji bakterialni nebo virova infekce dychacich cesiSimi gicinami jsou
zneisténi ovzdusi, expozicghkavym drazdivym latkam, chladné a deStivéam,
pierudeni 18by CHOPN, ale wack pripach nelze picinu exacerbace &it. Cetnost
exacerbaci negati¥rovliviiuje mortalitu — pacienti s CHOPN, ki@roclaji za rok
3 a vice exacerbaci, maji relativni riziko umrtét xrat vysSi nez pacienti sediva
¢i mére exacerbacemi za rok (obrazek 2) [31].

Obrazek 1: Mortalita CHOPN rozd élena podle stadii (osob/1000 za rok) [30]
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Obrazek 2: Relativni riziko umrti na CHOPN podle pattu exacerbaci za rok
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Ackoliv je ztejmé, Ze rychlost deklinace plicnich funkci vilpthu ¢asu anebo
frekvence exacerbaci maji vliv naipéh a mortalitu CHOPN, je v s¢asné dob

zatim stéle obtizn&gsreji predikovat pfibech onemocani u jednotlivého pacienta.
Nékteré recentni studie vSak nazoj, Ze CHOPN je heterogenni chorobou, v niz je
mozno v¥lenit ntizné fenotypy, které maji odliSné vlastnosti a mohmudo utité

miry také odliSny prbéh nemoci [32]. BliZSi poznanéthto fenotyji by mohlo vést

k vySSi gedvidatelnosti gib¢hu CHOPN u konkrétniho pacienta.
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1.2. Asthma bronchiale (bronchialni astma)

1.2.1. Déjiny poznavani bronchialniho astmatu

Historie bronchialniho astmatu saha do stékavOdkazy na toto onemogm
nachazime v recepturach té& bronchodilaténim &inkem, jednim z prvnich je
staroegyptsky Ebeis papyrus [3, 4]. Ze staréku také pochazi prvni zminky o
alergii. Staroegyptsky farabn Menses ¥elnpo bodnuti vosim Zihadlentkdy

v doke mezi léty 3640 a 3300r@d nasSim letopitem. Brittanicus, synimskéeho

cisae Claudia, nil alergii na ko a fi kontaktu s nimi mu vznikal koZni exantém a
otok ainich vicek [33].

Vyraz asthmapouZzil Homér ve sveé llliadpii popisu stavu s kratkym dechem.
Samotny termimsthmapochazi Zeckého slovaazein které znamena ,vydechovat
s otewenymi Usty" anebo gzce vzdychat“. Hippokrates z ostrova Kos (460-370
pied naSim letopidem) popisoval astma, rozeznal jeho paroxysmakmstsgkou
podstatu a &fil, Ze je zgisobeno vihkosti nebo klimatem a Ze se podobé ejiillep
Jeho popis astmatu u kkggh, ryb&a a metalurg je jednim z prvnich popis
profesionélniho astmatu [34].

Aretaeus z Kappadokie v 1.stoleti nasSeho lettapfiz popisuje piskoty, suchy
produktivni kaSel a&¥ky spanek jako charakteristick&znaky astmatu [35], ve
druhém stoleti nasSeho letajo Hippokratovy a Aretaeovy Uvahy rozviji Galenos
z Pergamonu (129-199 n.l.), ktery se mimo jiné dimadnZe astma je figobeno
siln¢ viskosnim sekretem, ktery omezuje vzdusny prosfaicich [36]. Moses
Maimonides, Zidovsky Iékaze Spadiska a osobni Iékasultana Saladina, jehoZ syn
trpél ,astmatem a melancholii®, v r. 1190 napsal pramihu specialé vénovanou
astmatu. Poprvé zaznamenal souvislost mezi astnatigpresi. Podle Maimonida
je astma charakterizovano nahle vzniklymi zachda§nosti a v I&¢ doporgoval
velké mnoZstvi kteci polévky, slazené kaSe Zijgene, sexudlni abstinenci a
inhalaci par aloe vera[37]. Jean Baptiste van Helmont a John Floyer vsidleti
chapou astma jako akutni zuZenigusek. Vice neZ sto let po objeveni Ameriky
roste popularita pouzivani tabaku, ktery je mnotit§pan jako vselék. Zatimco van
Helmont astmatikm doporduje tabakovy sirup, Floyer jiz v této dbb astmatik
radikalre odmita koteni tabaku, ale také jantaru a arzeniku, v t& adiibenych
latek [38, 39]. Bernardino Ramazzini na konci 1@leti popisuje namahou
indukované astma [40]. V 18. stoleti William Cullelmépe bronchospasmus jako
piicinu astmatu a v 19. stoleti Henry Hyde Salter dttarezuje astma jako
epizodicky bronchospasmus pvysené citlivosti pidusek. Chape astma jako
kombinaci vnitnich faktofi (bronchiélni pecitlivélost) a zevnich, ,extrinsic*
spouskci, které popisuje arpsre klasifikuje — jako piklady uvadi cuieni, chladny
vzduch, kasel, smich, kychani, di chlupy, p# ¢i rostlinné partikule [41].

V r. 1892 pak William Osler popisuje asthma jakorcbu, jejiz podstatou je
zvlastni druh z&#tu v malych bronSich, zarok@zna&il astma za psychoneurézu
[42]. Diky Oslero¢ autorit pak bylo astma chapano jako neuréza praktickyoaz d
roku 1968, kdy Luparello provadi studii, v niZ aatiti inhalovali fyziologicky
roztok ozna&eny jako silny bronchokonstriktor a byl vyhodnocowdiv inhalace na
jejich plicni funkce. Touto studii byla igsréna role psychogennich fakfou
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astmatu [43]. Navzdory Oslerovu vlivu byl jiz odrae 19. stoleti vniman vyznam
zevnich faktol na patogenezi astmatu. Anglicky prakticky E&darles Brackley

v r. 1873 dokazal, Ze pyl jgipinou senné rymy a ,senného astmatu® [44]. V r. 1906
videisky pediatr Clemens von Pirquet poznal, Ze prédilataji nejen obrannou
funkci pii imunitni odpo¥di, ale mohou byt takéiginou reakce fecitlivélosti, a
poprvé v historii pouzil vyraz ,alergie“ [45]. Ruslamericky IékaSamuel James
Meltzer v r. 1910 uvazoval nad tim, Ze astma udidhafylaxe u moat jsou

obdobné jevy [46]. V gibehu prvni s¥toveé valky sedZistt vyzkumu astmatu
piesunulo do Ameriky. Isaac Chandler Walk&érgxperimentech s koznimi testy

v letech 1916-1918 zaznamenal souvislost astmsémzbilizace zw¥ecimi,
potravinovymi a bakterialnimi proteiny [47]. V tédeke zjistil Francis Rackemann,
Ze ne vSechnyifpady astmatu jsou alergickéhivodu a rozdlil astma na

Lextrinsic®, tedy protein-senzitivni, alergickénestabilnim pkbéhem, obvykle
postihujici mladSi jedince, a ,intrinsic, tedy hexgické, s&ZSim piibéhem,

obvykle postihujici starSi jedince [48]. V r. 1986rry popsal bronchialni
hyperreaktivitu pi inhalaéni aplikaci zvySujicich se davek histaminu [49].dPohé
swtove valce doslo k rozvoji, #psreni a rozSieni spirometrie a v Sedesatych létech
20. stoleti k pouzivani peak-flow metru.

Zaretlivé zmeny v dychacich cestach u astmatlkyly jiz v doke Williama Oslera
prokazovany mikroskopickym vygenhim sputa [42] a pcet8inu 20. stoleti pak
pomoci se&nich nekropsii [50, 51].f€baze bronchoskopie byla u astmiatik
provadna jiz v r. 1907 [52], prvni charakteristické hisigické nélezy z biopsii
bronchialni sliznice byly popsany az v r. 1977 Moli [53] a v r. 1985 Laitienem
[54]. DalSi pokrok v poznani astmattinesl v r. 1983 Svédsky nositel Nobelovy
ceny Bengt Samuelsson objevem role prostaglaralieukotriert v patogenezi
zaretu [55], po #mz nésledoval balivy vyzkum zartlivych burgk a mediatak u
bronchialniho astmatujgtrvavajici dosud a v sdasné dob doplniny o vyzkumy
v oblasti genomiky a proteomiky.

Zmeny pohledu na astma se odrazely také ve vyvojnaefinemoci. Definice ATS
z r. 1975, kdy jiz byla rutirfhpouzivana spirometrie, vychazi z fank podstaty
astmatu a definuje je jakoemoc charakterizovanou zvySenou citlivosti dyétiac
cest vici riznym podetzm, kterd se projevuje zpomalenim usilovného vydachu
jejiz zavaznost sedmi spontané nebo lébou” [56]

NejnowjSi definice podle GINA z r. 2006 jiz definuje astiako chronickou nemoc,
vystihuje jeji zantlivou podstatu, znfiuje charakteristickéifznaky i funkni
projevy:,Asthma bronchiale je chronicky zéindychacich cest scasti mnoha bugk
a jejich produki, ktery vede k hyperreaktiviprizduSek. Piznaky bronchialni
hyperreaktivity jsou opakované sipani, dusnosklkaseyeni na hrudniku fevaze
VvV noci nebarasre rano. Obstrukce dychacich cest je generalizovarévarzibilni
spontand nebo lebou” [2].

V roce 1993 byla zaloZena Globalni iniciativa pstnaa (Global Initiative for
Asthma, GINA), ktera vznikla ve spolupraci&wé zdravotnické organizace
(WHO) a Narodniho institutu pro srdce, plice a kiidtALBI). Jejim cilem bylo
zlepSeni p& o pacienty s astmatem. V roce 1995 vyhlasila G¥A zastitou
Swtoveé zdravotnické organizace (WHO) dokument ,Glab&trategie p& o astma
a jeho prevenci“. Spote¢ s prekladem tohoto dokumentu destiny byla v r. 1996
v Ceské republice zaloZe#ska iniciativa pro astma 0.p.6.IPA).
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1.2.2. Epidemiologie bronchialniho astmatu

Podle odhatl WHO trpi astmatem asi 300 milidhidi a v r. 2008 na&zentelo
305.000 lidi, tj. 0,5% vSech umrti. Podle odin&dHO bude v r. 2030 mortalita na
astma 428.000 osob, to bude znamenat 0,6% v3ecdh[6ir V Ceské republice
zentelo na astma v r. 2005 celkem 99 osob a nizka @sirkolem 1/100.000
obyvatel fetrvava také v poslednich letech. Prevalence astm@eské republice se
odhaduje asi na 700-800 tisic osob, ¥ipéicnich ambulanci bylo v r. 2005 ale
pouze 139 tisic osob [58].

Ptimé a nefimé naklady na k&eni astmatu ve Velké Britanii se odhaduji na 2,5
miliardy liber rané a kazdy rok dojde Kili astmatu v této zemi ke ztgg20 milioni
pracovnich di.. V r. 1994¢inily pfimé a nefimé naklady na k&eni astmatu ve
Spojenych statech americkych 12 miliard americkyolar [59].

1.2.3. Rizikové faktory, diagndza a klinicky pribéh bronchialniho
astmatu

Rizikové faktory pro vznik bronchialniho astmatu jsou ¥nitfaktory hostitele
(predispozice) a WjSi faktory prostedi, které sedi na faktory ovlinaujici
vnimavost a na spoust, které mohou vyvolat exacerbaci.

Vnittni faktory reprezentuje geneticka dispozice, atadieonchialni
hyperreaktivita. Asi polovina astmatikna atopickou anamnézu a naopak riziko
vzniku astmatu u atopika je asi 10-20 krat vyS&iuneeatopika. Alergicka rinitida a
atopicka dermatitida jsou povazovany za preastik@stavy. UEitym rizikovym
faktorem je pohlavi, u chlapge vysSi riziko vzniku bronchialniho astmatu.

Z perinatalnich faktdr je rizikovym faktorem pro vznik bronchialniho astim nizka
porodni hmotnost a kactvi matky.

Mezi vrgjSi rizikové faktory vzniku bronchialniho astmataiip domaci i venkovni
alergeny, koteni, virové infekce dychacich cest, Zis&ni venkovniho ovzdusi,
nékteré potraviny a Iéky. Exacerbace astmatierbyt vyvolana &kterym ze
spousica astmatu, kterymi jsou zejména alergeny, regpiranfekce, ale také
vzdusné polutanty, zény paiasi, rekteré potraviny a Iékyi hyperventilace.

Diagno6za bronchialniho astmatuje zaloZzena na anamnéze, fyzikalnim nalezu a
funkenim vySeteni plic. Pro diagn6zu bronchialniho astmatédsivpatognomickeé
piiznaky, kterymi jsou piskotyfpdychani, dusnost nebo kasel, které se objevuji
v zachvatech, mezi nimiz jsotzn¢ dlouha obdobi relativniho klidu. Zachvaty jsou
opakovanég¢asto jsou vazané nacite prostedi, fyzickou namahu, expozici
alergenu nebo jinou situaciasto se objevuji nebo zhorSuji v noci nebo k ranu.
V piiznakovém obdobi jsouidyzikalnim vySeteni @itomny variabilni exspikai
piskoty a vrzoty, exspirium @ize byt prodlouzeno.

Spirometrické funé&ni vySeteni plic mize prokazat obstrukci dychacich cest a jeji
reverzibilitu. Vzhledem k variabilitbronchiélni obstrukce u astmatu vSak normalni
spirometrie nevyléuje diagndzu bronchialniho astmatu.
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V piipac, Ze je pitomna bronchialni obstrukce&i¢i pro diagnézu astmatu
pozitivni bronchodilaténi test, ktery je definovan zlepSenim REdAvice nez 12%
puvodni hodnoty a zarowieo vice nez 200 ml. U betipnakovych osob s normalni
spirometrii podporuje diagn6zu bronchialniho astnmikaz bronchialni
hyperreaktivity, ktera je definovana snizenim kBWice nez 20% protigvodni
hodnot po provokaci bronchokonsttikim podigtem, napiklad po inhalaci
histaminu, acetylcholinu nebo metacholinu anebéypicke zatzi.

Praubéh astmatuv sok¥ zahrnuje exacerbace projevujici se astmatickyetizty,
mezi nimiz je obdobi, kdy je pacient beitzmaki. Priibéh astmatu charakterizuji
stavajici klasifikace astmatu.

Tradiéni klasifikace astmatu podle tize, ktera astiiardh intermitentni, lehké
perzistujici, dedre t¢Zké perzistujici at¥ké perzistujici astma, zohkage ¢etnost
dennich a nénich @iznalki a exacerbaci, plicni funkce a jejich denni valiabiTiZi
astmatu pak odpovid&iplusny stupe zeétyistupiové strategie kéby.

NowgjSi klasifikace astmatu hodnoti Uragvkontroly. Cilem p&e o astma v s@asné
dohke je pomoci spravné terapie dosahnout a udrzetkinprojevy astmatu pod
trvalou nebo alespiodlouhodobou kontrolou, tedy ve stavu, kdy se nealj
piiznaky nemoci ani jeji exacerbace, kdy nedoch@@dnému omezeni aktivity ani
plicnich funkci a kdy neni Zadna pelva pouziti zachranné medikace.

PrestozZe se v s¢asné dob dai spravnou moderni terapii udrzétdinu pacient

s astmatem pod plnowkEbnou kontrolou, existuje asi 5% pacieatastmatem, u
nichZz neni mozné dosazeni kontroly nad projevy reé@a za pouziti maximalni
lécby. Tito pacienti majéastjSi exacerbace a jsou ohroZeni i moznosti umrti na
astma [2, 56].
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1.3. Bronchoskopie a bronchoskopicka vyséeni
v diagnostice bronchialnich zagta

TrebaZe je podstatou CHOPN i bronchialniho astmiadqySim z&#t dychacich
cest, je diagnostik&thto onemocEni v soasné dob zaloZzena na klinickém
obrazu a spirometrickém fuékim nalezu. Bronchoskopie se do dnesniho dne

v rutinni diagnostice CHOPN obvykle nevyuZivéegiozZe jde o vysSidni, které jako
jediné umozni fimé vySeteni zawtu v dolnich dychacich cestach. Provedeni
bronchoskopie umaditije bezprosedni pozorovani dolnich dychacich cest a
provedeni odérd, jakymi jsou aspirace bronchiélniho sekretu s oblalogickym
vySetenim, dale bronchoalveolarni lavaz unmgjci mikrobiologické a cytologicke
vySeteni a vySdeni zastlivych market, kartakova biopsie a kori@é biopsie
bronchialni sliznice, umaidijici morfologické vyseéeni tkar, kvantifikaci
zaretlivych burek a pisobki v ni obsazenych a geneticka a proteomicka ygset

1.3.1. Historicky p fehled

Jiz deset let po Gustavu Killianovi, ktery v r. Z8@skutenil prvni bronchoskopii
[60], provedl| krakovsky otorinolaryngolog Franz Natwy v r. 1907 bronchoskopii
s terapeutickym za#énem u ti astmatiki, u nichZ se mu podtito odstragni
bronchiélniho sekretu [52]. Podobné vy8at pak v r. 1914 uskuteil Keiper [61].
Po dlouhé desetileti pak bylo vyuziti bronchoskapastmatu a CHOPN omezeno
na pouhé pozorovani dolnich dychacich cest a j&jaletu [62]. Teprve na konci
70. let 20. stoleti doslo k posunu od makroskopgiokgozorovani bronchialniho
zaretu k jeho mikromorfologickému hodnoceni. V r. 19%1y popsany prvni
charakteristické histologické nalezy z biopsii lmtmalni sliznice Molinou [52] a

v r. 1985 Laitienem a dalSimi [53, 63]. V r. 194adbReynoldsem a Newballem
vypracovana standardni metoda bronchoalveolaraZ&j64, 65], ktera byla
zanedlouho vyuZita i k vySeini pacient s bronchiélnimi z&fty [66].

1.3.2. Endoskopicky obraz u CHOPN a bronchialniho astmatu

Endoskopicky obraz u CHOPN a bronchiélniho astrjeatbvykle nepilis
charakteristicky a fize byt zcela negativni, zejména udieih stadii CHOPN a ve
stabilni fazi astmatu.iBsto se mohou vyskytovatkieré nalezy, které pro
bronchialni za&y mohou byt piznané, i kdyz ne specificke.

U pacienti s CHOPN vidame atrofickou bledou sliznici s vyrapatrnymi
trachealnimi a bronchialnimi chrupavkami a s pnostm bronchialnim pisvitem a
dobrou gistupnosti bronchoskopu daleko do periferie. Jjpdyaopak bronchialni
sliznice hyperplasticka, zarudla, sefegimi konturami trachealnich a bronchialnich
chrupavek, s tendenci ke zvySené fraghitonchiélni sliznice. V bronsich ¢asto
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piitomen bronchialni sekret, obvykle vyssi viskoztgezidka v masivnim
mnoZstvi. B odsavantasto dochazi k uzavirani a kolapsu brdnch

Rada pacierits astmatem, zejména ve stabilni fazi, miva zaaimalni
endobronchiélni nalez.dKteti pacienti s astmatem mivaji zarudlou bronchialni
sliznici, v nestabilni fazi onemoeéni vyrazré edematdzni az zdelou, zisobujici
zUzeni bronci. V dolnich dychacich cestach byvdtpmen velmi viskosni sekret,
ktery adheruje k bronchialniésk a potencuje zuzZeni dychacich cest a mnohdy je
zcela uzavira. Bkdy je v paibéhu bronchoskopie patrny bronchospasmus, ktery
muze byt zfisoben pouhym podra&dim bronchoskopem, manifestuje se zuZzenim
bronchialniho Usti a obvykle vyZaduje ukeni vySeteni a farmakologickou
intervenci [67].

1.3.3. Bronchoalveolarni lavaz (BAL)

Bronchoalveolarni lavaz (BAL) je v ramci bronchoplevelmi malo invazivni
metodou, informuijici o patologickych procesech ensich i v plicnim intersticiu
[64]. Jeji princip spdiva v aplikaci fyziologického roztoku do segmentm
bronchu a nasledném&pém odsati. Aplikovany fyziologicky roztokifpm
dosahne alveolarniho prostoru a pétapm odsati je jiz ozitavan jako
bronchoalveolarni tekutina (BALTe), jejiz obsahadrpatologické procesy

v distalnich bronSich a v plicnim parenchymu.

Bronchoalveolarni lavaz se v sasné dob obvykle provadi flexibilnim
bronchoskopem v lokalni anestezii. Bgtji se pouziva standardni velikost
bronchoskopu se sacim kanalem énmiru kolem 2 mm. V prb¢hu vySeteni by se
mélo predchazet vzniku kasle, kteryiere zgisobit traumatizaci bronchu, vysSi
ztratu instilované tekutiny a jeji kontaminaci krvi

Flexibilni bronchoskop sefipprovadni bronchoalveolarni lavaze zavede co
nejdistalréji do prislusného bronchu, wmz ma byt provedena BAL, a je zde
zakliren. Ri zavadni bronchoskopu do mista zaklimi by nendlo byt pouZzito sani,
aby se zabranilo kontaminaci pracovniho kanalu diroskopu ped samotnou BAL.
U lokalizovanych plicnich procéskam paiti nag. plicni infiltraty, tumory a jiné
lokalizované plicni procesy, se BAL provadi v lakati, v niZ jsou patologické
zmeny nejvice vyjageny. U difuznich procés mezi rez pati také CHOPN a
bronchialni astma, se BAL standaggrovadi v pravém stdnim bronchu nebo

v lingule, odkud je diky anatomickym pé&nim nejlepsi navrat a beénost
bronchoalveolarni tekutiny — ty jsou az o 20% vy& i BAL z dolnich bronch
[69].

Byla také diskutovana otazka, zda by u difuznicbnpth postizeni ila byt
provadna BAL z obou plic a bronchoalveolarni tekutinaravg a levé plice by #la
byt vySetovana samostatnNasledné studie ukazaly vysokou korelaci mezi
burg¢nymi profily v bronchoalveolarni tekutirziskané z pravé a levé plice.

V souwasné dob je standardem provedeni BAL z jedné lokalizacerdkt ¥tSiny
pacienti dava klinicky pli dost&ujici informaci a kterou Ize povazovat za
reprezentativni pro @plice [68].

Po zakligni bronchoskopu vifslusném segmentarnim bronchu se kanalem
bronchoskopu aplikuje standardni mnozstvi 100-3D&pyrogenniho
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fyziologického roztoku. Fyziologicky roztok se dqlje frakcionovas, obvykle
injekeni stikackou ve frakcich po 20-50 ml, a ma byt #tma &lesnou teplotu.
DodrZeni ¢lesné teploty aplikované tekutiny jéldzité zejména u paciant

s astmatem anebo bronchialni hyperreaktivitéiiSmizka teplota instilované
tekutiny zvySuje riziko bronchospasmu indukovanéhiadem a sniZuje navrat
bronchoalveolarni tekutiny [69].

Celkové mnozstvi fyziologického roztoku instilovawoégxi BAL bylo v minulosti
podrobeno diskuzim. VysSi objemy aplikovaného figgického roztoku okolo 250—
300 ml umozni ziskat bronchoalveolarni tekutinétSivn pa@tem burgk a proteir,
které dobe odrazi zrény v plicnim parenchymu. Zarokele vedou KasgjSim
vedlejSim dinkam BAL, zejména fechodnému snizeni vitalni kapacity a REMeZ
pii pouziti mensich objetninstilované tekutiny [70]. Naproti tomu mensi ahje
fyziologického roztoku okolo 100 ml obsahuit$i podil bronchiélni slozky
bronchoalveolarni tekutiny, kterd obsahuje vyssiilpoeutrofili a vice odrazi
prostedi uvnit bronchi nez plicniho parenchymu.

DalSi otazka tykajici se celkového mnozstvi tekuiinstilované pi BAL je spojena
s kvantifikaci nebugtnych komponent v bronchoalveolarni tekatiRrotoze
koncentrace latky obeé&e neimo unmerna objemu tekutiny, klesa koncentrace
rozpustnych bronchialnich a alveolarnich substartconchoalveolarni tekutén

v zavislosti na zvySujicim se objemu instilovan§mologického roztoku.

Po instilaci pislusné frakce fyziologického roztoku je vhoditégzgtnou aspiraci
pockat rekolik malo sekund, aby se pacient mohl jednou akdit nadechnout,
¢imz dojde k lepSimu promichani aplikovaného fyziakého roztoku a
bronchoalveolarnich bgk a nebusé¢nych komponent. Prodleva by naopak gkm
byt prilis dlouha, protoze bydmem ni doslo k absorbci lavazni tekutifepalveolo-
kapilarni membréanu [71].

Zpét se aspiruje bronchoalveolarni tekutina rvpo frakcich. Hlis velky podtlak
pii zpétném sani nize byt gicinou kolapsu brondhdistélré od zakligného
bronchoskopu, tim se zhorSi navrat tekutinyi@endojit k poraéni sliznice, které
vede ke kontaminaci bronchoalveolarni tekutiny kiako optimalni se dopafuje
negativni tlak 25-100 mmHg. Pokutepvava tendence ke kolapsu brofhehnizky
zpstny navrat bronchoalveolarni tekutiny, ktery je gkly u pacient

s destruktivnim postizenim plic a také s CHOPNZenpomoci 8kolik hlubokych
nadecli vySetovaného pacienta, ktet¢ésto zlepSi navrat bronchoalveolarni tekutiny
[71]. Bohuzel, i pi zcela optimalni technice provedeni bronchoalvenlivaze
byva u nemoci spojenych s bronchialni obstrukctratdwonchoalveolarni tekutiny
vyrazre snizen, coz se tyka jak CHOPN [72, 73], tak bradlofho astmatu [74].

Ze ziskané bronchoalvelarni tekutiny se@iprvni porce, ktera odpovida spise
bronchiélni nez alveolarni frakci a zvi&ast kuraka obsahuje vice polymorfonuklear
a merk makrofag [75], zatimco u nekidki se #ilisS nelisi od zbytku
bronchoalvelarni tekutiny [76]. Ostatni porce btomalvelarni tekutiny se sliji do
sterilni nadoby, nagklad odnérného valce. Jeji &y musi byt silikonové, nikoliv
sklerené, aby se zabréanilo adhezi makrdf@agmononukledirna s&énu nadoby a tim
jejich ztrak. Po znéteni objemu zginé aspirované tekutiny a vypt porneru

k objemu instilované tekutiny se bronchoalveoldekiitina zpracovavé laborat@érn
s mikroskopickym, mikrobiologickym a cytologickynySetenim a v pipad
potreby s dalSimi specialnimi vygehimi. Bronchoalveolarni tekutina se dale
centrifuguje a zjituje se celkovy peet burgk a diferencialni buwtny rozpaet.
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ProtoZze zrychleni a doba centrifugace aulije vysledek bu&ného rozpotu,
doporiuje se standardrcentrifugace s 800 atkami za minutu, které odpovidaji
odstedivému zrychleni 90 g.

Navrat bronchoalveolarni tekutiny, ktery je dopau jako dostéujici k jejimu
spravnému vysetni, by nél odpovidat alespp40% instilované tekutiny [64]. Jako
dostatény celkovy pdéet burgk v bronchoalveolarni tekutinktery umozni jeji
spravné cytologické vydeni, se uvadi nejmém,5x10 bursk [68]. Za normalni
hodnoty diferencialniho béaného rozpétu v bronchoalveolarni tekutirse
povaZzuji u nekiaki hodnoty lymfocyll < 15%, neutrofilnich leukocit< 3% a
eozinofilnich leukocylt < 0,5%, u kidki pak byvaji hodnoty lymfocytnizsi a jako
normalni se povazuji hodnoty < 7% [68].

1.3.4. Bronchialni kliStkova biopsie a karta&kova biopsie

Bronchialni kli¥kovéa biopsie umatuje ziskat vzorek obsahujici bronchialni epitel,
bazalni membranu a submukdézu. Bronchialni biopgiaaient s CHOPN a
bronchialnim astmatem se pro¥fdkénkovymi bioptickymi kliskami, i kdyz

nekteri autdi preferuji take aligatoroveé kliRy [77]. Bioptické vzorky se odebiraji

z bifurkaci segmentéarnich a subsegmentéarnich béomekdy také z trachealni
kariny. Mezinarodni dopoteni z r. 1991 uvadi, Ze celkovydsbd odebranych

vzorkli ma byt nanejvys Sest [80], ale podle jinych autee bezpéné provésti 10
slizni¢cnich biopsii [81]. Pokud seiprySeteni provadi také BAL, ma se bronchialni
biopsie provést az po BAL, aby lavazni tekutinayhelontaminovana krvi. Ziskané
vzorky se ihned po odhbu fixuji ve fixacnim médiu anebo zamrazuji [77].

Kart&kové biopsie bronchiélni sliznice je zcela Setrrédada, ktera krom
piilezitostného podrazdi ke kasli nema jiné komplikace. Pokud bytayySeteni
provedena BAL, provadi se katkdva biopsie az po ni attbe se prova#t ze stejné
lokalizace. Kartékova biopsie se obvykle provadi z jednoho az dvou
subsegmentarnich bronglptitom v kazdém bronchu se provedou 2—4 taldé/st
Timto zpisobem Ize ziskat asi 3 miliony btk[77].

1.3.5. Komplikace bronchoskopie a bronchoskopickych odéra u
pacienti s CHOPN a bronchialnim astmatem

1.3.5.1. VSeobecnéa dopotieni tykajici se bezp&ého provedeni bronchoskopie
a BAL

Pred diagnostickou bronchoskopii je obvykle dosté&teu k podeni pacienta a
ziskani jeho souhlasu s vy&atim, k pipraw fadré vybaveného pracovista k
sestaveni erudovaného tymu, ktery je schopen preyssteni i zvladnout fipadné
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komplikace. B takto giipraveném vykonu méa bronchoskopie jen malo absiitn
kontraindikaci, mezi & pati akutni infarkt myokardu, nestabilni ischemicka
choroba srdei a zavazné arytmie, metabolicky rozvrat, projegkorigované
koagulopatie, koma &zka respirani insuficience [78]. Bronchoalveolarni lavaz
nema zadné dalSi kontraindikace nad ramec vSeoblesmntraindikaci
bronchoskopie.

Presto u pacierits CHOPN, kt& mohou mit respigani insuficienci, a u pacieit
s astmatem, kteémaji riziko vzniku bronchospasmu, je provedeminchoskopie a
BAL spojeno s ufitymi zvlastnostmi a riziky a zasluhuje zvlaStnzpmosti.

U pacienk s CHOPN, zejména v jejicBzSich stadiich, je nutriadna piprava ped
bronchoskopii a BAL. Tatoffprava v sob zahrnuje dkladné klinické vyseeni
pied bronchoskopii,ffpadré aplikaci bronchodilatancii v ramci premedikace a
v pribéhu bronchoskopie pak glesé monitorovani EKG, saturace kysliku

v periferni krvi a vitalnich funkci, aplikaci kykli nosni kanylou [79, 80] a wipacd
nutnosti pak naslednou moznost hospitaliza@n: moznosti observace na jednotce
intenzivni pée. Neni zcela jasna shoda v tom, jak velké snid@riich funkci u
pacienti s CHOPN je limitujici pro provedeni bronchoskoike, mezinarodni
doporweni dovoluji provést bronchoskopii a BAL pacients FEV, < 60%
nalezitych hodnot [80] a dokonce jsou zkuSenodtlattujici nekomplikovany
pribéh bronchoskopie a BAL i u velmézkého postiZzeni plicnich funkci s FEV
0,64 1, tj. 23% nalezitych hodnot [79].

U pacienti s astmatem je dopafovana v ramci fipravy ged bronchoskopii a BAL
premedikace inhataimi f,-agonisty, a v gibéhu vySeteni pak aplikace kysliku
nosni kanylou, oxymetrie a monitorace EKG [68].d®ddrzeni &chto opaiteni je
mozné pacieriin s bronchialnim astmatem bezp&a UsgSre provést
bronchoskopii a BAL [82, 83, 84].

1.3.5.2. Komplikace BAL

BAL je bezpéna procedura s minimalni zavaznosti vedlejSichepio)V prab¢hu
BAL se mize objevit kaSel, &dhem rgkolika hodin po provedeni BAL fize byt
zvysSena teplota, ktera sponténustupuje a obvykle nevyzaduje Zadnou terapii anebo
je mozno podat jednorazéantipyretika. Bhem 24 hodin po provedeni BALtZe
byt na skiagramu patrnd infiltrace v plicnim segtoem nimz byla BAL provedena,
a v rekterych gipadech mize dojit k gechodnému snizeni plicni vitalni kapacity,
FEV; a k poklesu parciélniho tlaku kysliku v krvi, léarastavaji fiblizné za 30
minut po provedeni BAL, zejména pokud bylo pou¥ittsi mnozstvi instilované
tekutiny [70]. Naopak instilace 180 ml tekutingi BAL se ukazala jako zcela
bezpéna i u pacient s velmi €Zkou CHOPN [79]. VedlejSi projevytigorovadni
BAL byvaji velmi mirné a malo vyznamné, je vSakrmupdaitat s tim, Ze u pacieint
s €ZSim plicnim postizenim vznikaji snaze a mohouyyazrejsi.

U pacienti se zvySenou bronchialni hyperreaktivitou aneba¢h@lnim astmatem
muze dojit ke vzniku piskétpii dychani anebo ke vzniku bronchospasmu igih
instilovaného fyziologického roztoku nddgsnou teplotu chranired vznikem
bronchospasmu a zvySuje navrat bronchoalveoldkofitg. Fi vzniku
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bronchospasmu je nutné ukemi bronchoskopie a podani inhadého B,-mimetika a
intravendzni aplikace kortikoid[67].

1.3.5.3. Krvaceni

Krvaceni je jednou z nejobavgsich komplikaci p provadni bronchoskopie.
Riziko krvaceni fi BAL je malé a obvykle je omezeno na hemoragidbarzeni
bronchoalveolarni tekutingimz mize byt nefiznivé ovlivnéna jeji kvalita a
vhodnost k laboratornim vy¥enim. Ke krvaceniipprovadni BAL dochazi
negastji u pacienti s hemoragickou diatézou, s antikoagoldécbouci pti zvySené
fragilité¢ bronchidlni sliznice, ale tize se objevit také u paciérd £zSimi projevy
CHOPN a hyperplastickou &gkrvenou bronchialni sliznici. Snaginvznika i
vySSim podtlaku i zpétné aspiraci. Obvykle spont&hastupuje a nevyzaduje
zvlastni terapii.

Podstat zdvaz®jSi endobronchialni krvacenitibe vzniknout pi
endobronchialnich biopsiich. Uvadi se, Ze endolimaihd krvaceni vyzadujici
terapeuticky zasah se vyskytuje u 0,8% flexibilrdcbnchoskopii bez biopsie a u
1,9-4,2% flexibilnich bronchoskopii s biopsii. Uaetakonci endobronchialni
krvaceni v 0,01-0,1% vSech flexibilnich bronchosk{g&b]. Pfi endobronchialnich
biopsiich u bronchialnich zét, pokud nejsouifitomny jiné bronchialni
patologické zrany, dochazi obvykle jen k lehkému nebiedte silnému krvaceni.
To Ize dolbe zvladnout kompresi anebo zakhim krvacejiciho bronchu
bronchoskopem a tamponadou, s naslednou intrakiédnchplikaci studeného
fyziologického roztoku anebo terlipresinu. V kramnpiipad, pokud nelze zvliadnout
krvaceni flexibilnim bronchoskopem, je nutno pravésverzi na rigidni
bronchoskopii a tamponadu rigidnimi technikami [85]

1.3.5.4. Pneumotorax

Pti bronchoskopii, BAL ani slizinich biopsiich obvykle nedochazi ke vzniku
pneumotoraxu. Zcela ojedile mize v pib¢hu bronchoskopie vzniknout
pneumotorax u pacieins CHOPN. Je popsaiipad pacienta €£tkou CHOPN,
rozsahlym bulosnim emfyzémeméakym sniZzenim plicnich funkci s FEY25%
nalezitych hodnot, udmoz v pfibchu bronchoskopie doslo k zachiait kasle a
v jeho disledku pak ke zvySeni intratorakalniho tlaku, raptwly a vzniku
pneumotoraxu [79].
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1.4. Zanét u CHOPN a bronchialniho astmatu

Chronicka obstruini plicni nemoc (CHOPN) a bronchiélni astma jsownltka
zaretlivd onemocsini, postihujici pedevsim dychacich cesty. Z&nu tchto
nemoci majitizné charakteristiky a jsou dominaépodmirény riznymi buikami a
mediatory. Zatimco u stabilni CHOPN & zaretu v dychacich cestach uplafi
piedevsim alveolarni makrofagy, neutrofilni leukogy@yp8+ lymfocyty a skterée
mediatory (nap interleukin-8, interleukin-6, TNle), zarét u bronchialniho astmatu
je spojen s eozinofilnimi leukocyty, CD4+ lymfocy®-lymfocyty, mastocyty a
odlisSnymi mediatory, nagklad eotaxinem, interleukinem-4 a interleukinerfip
Naopak ®které charakteristiky z&tu jsou u obou nemoci podobné, fikjad
cytologické profily i exacerbacich, wkkych forem onemoemi anebo u
hraninich staw, které v sob spojuji klinické a funkni projevy obou nemaci.

1.4.1. Prehled zarétlivych bunék u CHOPN a bronchialniho
astmatu

CHOPN je charakterizovana specifickym typem &émn ktery je spojen
s pritomnosti neutrofil, makrofag a lymfocyti [86].

Neutrofily se vyskytuji ve zvySeném ¢toi u pacient s CHOPN v BAL i ve sputu
[87, 88], zatimco v plicnim parenchymu a dychaciestach jsou zvySeny jen mirn
[89]. To miZe odpovidat jejich rychlé migracigs plicni parenchym agstu
dychacich cest. Neutrofily produkuji jednak seri@g@voteazy, &etné neutrofilni
elastazy, cathepsinu G, proteazy-3 a dale matritedo@roteinazy MMP-8 a MMP-
9, které zfsobuji hypersekreci hlenu a vedou k alveolarnirdkst. Migrace
neutrofili do respiraniho traktu jefizena chemotaktickymi faktory, kterymi jsou
interleukin IL-8 a leukotrien LTB4. Délkargziti neutrofiti v respir&nim traktu se
zvySuje misobenim cytokif granulocyte-macrophage colony stimulating factor
(GM-CSF) a granulocyte colony stimulating factoy $6].

Makrofagy hraji klicovou roli v patogenezi CHOPN a jsou zodpdweé za ¥tSinu
rysa nemoci [90]. Vznikaji transformaci krevnich monticy nichz se diferencuji
v plicnim parenchymu. Ret makrofag je u pacient s CHOPN vyraz# priblizné
5-10 krat, zvySen v dychacich cestach, v plicninepehymu, v bronchoalveolarni
tekuting a ve sputu [1, 86]. U paciéns emfyzémem se zvySujedad makrofag v
plicnim parenchymu az 25x ve srovnani s normalkinaky [91]. Makrofagy jsou
aktivovany cigaretovym kdem. Produkuji elastolytické enzymy, mezi nimi MMP-
2, MMP-9, MMP-12, cathepsin K, L a S a neutrofétastazu. Rozhodujicim
elastolytickym enzymem u paciérga CHOPN je MMP-9 [86]. Alveolarni
makrofagy u paciefits CHOPN vylduji vice zastlivych proteimi a maji &tsi
elastolytickou aktivitu nez makrofagy u zdravyctrddu [92]. Makrofagy jsou
fagocyty, gitom jejich fagocytarni schopnosti mohou byt u pati s CHOPN
shizeny. To mize byt zfisobeno zvySenou bakterialni nalozi v dychacichachst
pacienfi s CHOPN. Defektni fagocyt6za dalée souviset sdinkem neutrofilni
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elastazy, ktere &bi fosfatidylserinovy receptor makrofiagimz makrofagy
rozeznavaji apoptotické neutrofily. isledku toho se pak zvySujedsd
apoptotickych neutrofil v dychacich cestach [93].

T-lymfocyty.U pacient s CHOPN je zvySeny celkovy et T-lymfocyti v plicnim
parenchymu, v perifernich i centralnich dychaciest&ch, fitom vysSi naist je u
CD8+ neZ u CD4+ lymfocyt[1]. Je gitomna korelace mezi ptem T-lymfocyti a
tizi bronchialni obstrukce i stugm alveolarni destrukce.&tSina cytotoxickych
CD8+ lymfocyti u pacient s CHOPN pat k subtypu Tcl, ktery produkuje
interferony. Zatim neni zcela jasny mechanismus, diépuz se T-lymfocyty
akumuluji v dychacich cestach pacteatCHOPN. MiZze souviset se zvySenou
piitomnosti chemokil aktivujicich receptor CXCR3, jehoZ zvySenou expres
vykazuji T-lymfocyty v dychacich cestach paciteatCHOPN. U pacieits CHOPN
dochazi ke zvySeni ptu T-lymfocyti v krevnim okhu, a to jak CD8+ lymfocyit
tak — zejména wESich stadii CHOPN — i CD4+ lymfoay{86].

Eozinofily. Role eozinofii u CHOPN je nejasna. Eozinofily se vyskytuji ve
zvySeném pétu v BAL a bronchialnich biopsiichthem exacerbace CHOPN.
Existuji prace, které zaznamenaly zvySenygb@ozinofifi v BAL, bronchialnich
biopsiich a indukovaném sputu i u stabilni CHORN prace vSak toto zvySeni
eozinofila u stabilni CHOPN nepotvrdily.fRomnost eozinofil u pacieni se
stabilni CHOPN nidZe znamenat koexistujici astma a predikuje lepsoad’ na
terapii kortikosteroidy [1, 86].

Dendritické buiky hraji Ustedni roli v iniciaci imunitni odpasdi. Tvori bohatou si
v plicich a ve sin¢ dychacich cest v blizkosti jejich lumen a mohaagmrat na
inhalované Skodlive latky,ipdevsim cigaretovy kéuMohou aktivovatadu dalSich
zaretlivych burek, véetne makrofad, neutrofili, T a B lymfocyti. Bylo prokazano
zvySeni potu dendritickych buék v plicich krys vystavenych cigaretovému kical
v dychacich cestach kaka [94, 95].

Epitelidlni buriiky v dychacich cestach a alveolech mohou Bigaitym zdrojem
zaretlivych mediatoti a proteaz u CHOPN. Epitelialniky aktivované
cigaretovym kotem produkuji zagtlivé mediatory ¢etné TNF-a, IL-18, GM-CSF a
IL-8. Epitelialni buiky v malych dychacich cestach mohou b§feditym zdrojem
TGFB, ktery indukuje lokalni fibrozu.

Bronchialni astma. Zanét u bronchialniho astmatu ma jinou povahu nez u NO
Rozdily jsou v zagtlivych buikach, mediatorech, zéitivée odpowdi, anatomické
distribuci (u astmatu zé&hnepostihuje plicni parenchym) a v odpdivna
protizargtlivou lécbu [96].

Eozinofily. Aktivované eozinofily se vyskytuji ve zvySenénmtpov bronchialnich
biopsiich, nejastji v blizkosti bazalni membrany. Jsotitpmny u pacierit

s alergickym i nealergickym astmatem a jejickigidoreluje se zavaznosti astmatu i
s bronchialni hyperreaktivitou. Rozvoj eozinofilieastmatu ovliiiuje fada

mediatofi, nejvyznamagji IL-5. Eozinofily produkuji cysteinylové leukony

(LTC4, LTDA4, LTEA4), cytokiny TGFe, TGF$, IL-1, IL-3, IL-11, IL-17, GM-CSF,
chemokiny RANTES a eotaxin.
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Mastocytyse nachazeji v bronsSich u zdravych osob i u pcgeastmatem, kde jsou
¢astji v degranulovaném stavu. Jsou aktivovafiggbenim alergeénna jejich
vysoce-afinni IgE-receptory a uvilji fadu bronchokonstinich mediatal véetns
histaminu, cysteinylovych leukotriéra prostaglandinu PGD5. Jsou vyznamnym
zdrojem neutralnich proteaz, zejména tryptazy.

T-lymfocyty. U bronchialniho astmatu se uplaji Th2 CD4+ lymfocyty,
produkujici IL-4 a IL-5.

Neutrofily se objevuji ve zvySeném ¢ia u pacient s chronickym&zkym
astmatem, u astmatikkuraki a kthem exacerbaci apobenych infekci respiaimi
viry nebo po expozici vzduSnym polutant.

Makrofagy jsou gitomny ve zvySeném @tu v dychacich cestach a ve sputu u
astmatiki a mohou byt aktivovany nizce-afinnimi IgE-recepteméaslednym
uvolnénim zartlivych mediatoti a cytokin.

1.4.2. Prehled zéarétlivych mediatoria u CHOPN

1.4.2.1. Chemokiny

Interleukin-8 (IL-8, CXCLB8) je silnym chemoatraktantem pro nefity. Hodnoty
IL-8 v indukovaném sputu jsou vyrazmavySeny u paciefits CHOPN a koreluji

s patem neutrofiti. Koncentrace IL-8 je jeStvice zvySena u emfyzému
zpisobeného deficitemy-antitrypsinu. Koncentrace IL-8 je dale zvySetia p
akutnich exacerbacich CHOPN, coz pawdpovida elevaci ptu neutrofiii a
zvySené purulenci sputa. Existuje korelace mezc&otraci IL-8 a p&tem
bakterialnich kolonii ve sputu, tato sktest dokazuje, Ze bakterialni infekce
indukuje neutrofilni z&kt mimo jiné i cestou uvolmi IL-8 do dychacich cest.
Koncentrace IL-8 je signifikantnzvySena u kiaki s emfyzémem nez u kaki bez
ventilatni poruchy. Koncentrace IL-8 je dale zvySena ugaitis CHOPN
vyZadujicich hospitalizaci a koreluje se svalovoaviou dechovych svalu pacieni
S tzkou CHOPN.

IL-8 se tvai predevsim v epitelialnich likach, makrofazich a neutrofilech.
Epitelidlni buiky respir&niho traktu tvei IL-8 jako odpo¥d’ na rekteré stimuly,
mezi rtZ pati nagiklad TNF, IL-1pB, lipopolysacharidy, bakterialni produkty,
nékteré viry, oxidativni stres a tabakovy Ko&pitelialni buiky a alveolarni
makrofagy u paciefits CHOPN produkuiji vice IL-8 nez u zdravych&ki. MMP-9
zvysuje aktivitu IL-8 az 10x [97, 98, 99, 100, 1002, 103].

Growth-Related Oncogenes, (GRO-1,, CXCL1) je chemokin vyltovany
alveolarnimi makrofagy a epitelidlnimifkemi po stimulaci TNFe a IL-17. GROe.
aktivuje neutrofily, monocyty, bazofily a T-lymfotypomoci receptoru CXCR2.
Koncentrace GR@-v bronchoalveolarni tekutira v indukovaném sputu jéetelrg
zvySena u pacietis CHOPN ve srovnani se zdravymi&ky i nekdaky, @itom u
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kuraki je hodnota v bronchoalveolarni tekutivySSi nez u nekaki. Je mozné, ze
chemotakticka odpa@d’ monocyti na GROe je jednim z mechanisirvvedoucim ke
zvysSeni potu makrofag u pacieni s CHOPN a mize byt jednim z molekularnich
mechanisn citlivosti na cigaretovy kau[104, 105, 106, 107].

Epithelial Cell-Derived Neutrophil-Activating Peptide-78(ENA-78, CXCL5)
aktivuje receptor CXCR2, avSak chemotakticka odgowmonocyti na r&j neni tak
vyrazna jako odpasd” na GROea. ENA-78 je zvySen v bronchoalveolarni tekgtin
pacienfi s CHOPN ve srovnani se zdravymi osobami, dalerékiilve srovnani

s nekutaky, avSak neni rozdil mezi pacienty s emfyzémeatiravymi kaaky. ENA-
78 je zvySen f exacerbacich CHOPN [107].

Monocyte Chemoattractant Protein-1(MCP-1, CCL2) je dalSim z chemokin
jehoz koncentrace je zvySena ve sputu, broncholdirddekutirg a plicnim
parenchymu u pacielns CHOPN. Aktivuje receptor CCR2 na monocytech a T-
lymfocytech a ma silny chemoatraktivriiiiek na monocyty a tim vede ke zvySeni
poctu makrofag u CHOPN. Je exprimovan makrofagy, T-lymfocyty telpglnimi
buikami a také pneumocyty Il. typu [106].

Macrophage Inflammatory Protein (MIP) je uvohovan makrofagy a ma
chemotakticky efekt na monocyty a neutrofilyspbenim na receptor CCRL1.
Koncentrace MIP-d neni vyraza zvySena v bronchoalveolarni tekutin kuraki
s bronchitidou nebo bez ni, zatimco koncentrace-Miie zvySena u pacieint
s chronickou bronchitidou, ale ne u zdravychaki [108].

Eozinofilni chemokiny. Patet eozinofili je zvySen u exacerbaci chronické
bronchitidy, steja jako eozinofilni chemokiny RANTES (CCL5) a eotax®CL11)
[109, 110].

1.4.2.2. Cytokiny

Tumor Necrosis Factoro (TNF-o) je pritomen ve vysoké koncentraci ve sputu
pacienti s CHOPN. Je syntetizovan z prekurzpra-TNF-a. Sérové koncentrace
TNF-o jsou zvySeny u kachektizujicich nemocnych s CHOBtNdie s TNF
receptorem ukazuji, Ze TNkse podili na vzniku 70%ipadi emfyzému
indukovaného tabakovym kem u mysSi [111]. TNFe aktivuje NF«B, ktery
spousti transkripci zé&tivych geni v epitelialnich biikach a makrofazich cetn
cytokini, chemokiri a proteaz. TNFe-tedy vede k amplifikaci z&tu u CHOPN.
Ucinek TNFu vede k aktivaci neutrofi, makrofag, epitelialnich bugk,
hypersekreci hlenu a uvaini proteaz s naslednou destrukci plicniho parenahym
Kromé toho TNFe aktivuje NF«xB a tim inhibuje expresi proteirskeletarniho
svalstva, coz vede ke zvySené svalové slabosti [86]

Interleukin 1B (IL-1B) ma podobnédinky jako TNF« a je silnym aktivatorem
alveolarnich makrofagu pacieni s CHOPN. Role IL-g u CHOPN je studovana.

Interleukin 6 (IL-6) mé& zvySenou koncentraci v indukovaném sputu,
v bronchoalveolarni tekutéhv kondenzatu vydechovaného vzduchu a v ptasm
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pacienti s CHOPN, zejménathem exacerbaci. Ma prozilivé i protizaretlivé
acinky a jeho role v CHOPN je nejasné [86].

Interleukin 9 (IL-9) je normal vylu¢ovan Th2 lymfocyty a ma amplifikujici efekt
na alergicky za#t. Presto mé etelre vysSi expresi T-lymfocytech u paciént
s CHOPN [112].

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor(GM-CSF) je

v bronchoalveolarni tekutéve zvysené koncentraci u stabilni CHOPN a je uy¥az
zvySen BBhem exacerbaci. Jéldzity pro délku pezivani a zrani neutrafila hraje
zasadni roli v neutrofilnim zé&tu. Zatimco sekrece GM-CSF z alveolarnich
makrofag se u pacierits CHOPN a zdravych kéki vyznamr neliSi, makrofagy
pacienti s CHOPN vylduji vyrazreé vice TNFe, IL-8 a MMP-9 neZz makrofagy
zdravych kiaka. Sekrece GM-CSF je suprimovana kortikoidy, na fload jinych
cytokind u CHOPN [113].

Interleukin 10 (IL-10) je silny protizastlivy cytokin uvokiovany monocyty a
alveolarnimi makrofagy v odpési na zastlivé stimuly. Sekrece IL-10

v makrofazich je vyraznsniZzena u pacieins astmatem. Koncentrace IL-10 je
shizena ve sputu paciérd astmatem. Produkce IL-10 je zvySena v makrdfazic
zdravych kiiaki. Neni jasné, zda makrofagy u CHOPN vykazuji sroggsrodukci
IL-10, podobr jako u astmatu;imz by napomahaly amplifikaci zé [86].
Bronchialni biopsie u pacians CHOPN prokéazaly zvySenou expresi IL-10 [112].
Protizartlivy ucinek IL-10, zgisobeny inhibici NReB a také supresi uvgbvani
MMP-9 z monocyi, by mohl byt potencidtvyuzitelny v terapii CHOPN.

Interleukin 12 (IL-12) vykazuje zvySenou expresi v bronchialniebpsiich u
pacienti s CHOPN [114].

Interleukin 13 (IL-13) je silné stimulans mukdzni sekrece, ktdnésluje

diferenciaci poharkovych bgh aktivaci EGFR. V bronchialnich biopsiichiki

s hypersekreci hlenu je zvySena exprese IL-13axnani s normalnimi kaky.
Overexprese IL-13 a interferonuws mysich plicich vede ke zvySené expresi matrix-
metaloproteindz a katepsia ke vzniku emfyzému [115, 116].

Interleukin 17 (IL-17) neni zvySen ve sputu paciérst CHOPN [117].

Interferon-y (IFN-y). Overexprese IFN-v mysSich plicich vede ke vzniku
emfyzému [115, 116]. Byla prokazéana zvySena expieNey u pacieni s CHOPN.
Tcl-lymfocyty (CD8+ IFNy pozitivni buiky) jsou ve zvySeném gtu pritomny ve
sputu pacierits CHOPN [112, 114].

1.4.2.3. Ristové faktory

Transforming Growth Factor - 1 (TGF{1) vykazuje zvySenou expresi

v epitelialnich biikach a alveolarnich makrofazich u CHOPN&ehrat roli

v procesu vzniku fibrézy v malych dychacich cestd¢tbyla vSak prokdzana
zvySena exprese TGFve velkych dychacich cestach. ZvySené exprese I Bffa
prokadzana v monocytech v periferni krvi a v pliti@ni pacieni s CHOPN. TGH
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je ze svého inaktivniho prekurzoru aktivovan poniddP-9. TGF$ vede

k vyraznému snizeni ptu po-adrenergnich receptofdown-regulation) a vyznamin
shiZzuje bronchodilatai (Cinek po-agonisti. Polymorfismus genu TGB1 spojeny
se zvySenou produkci TGFje asociovan £kkym astmatem [86].

Epidermal Growth Factor (EGF) a TGFa aktivuji EGFR, ktery hraje kibvou roli
v regulaci mukoézni sekrece [118].

Vascular-Endothelial Growth Factor (VEGF) se podili na remodelaci cév,
vznikajici @i hypoxické plicni vasokonstrikci ¢zké CHOPN. ZvySenou expresi
VEGF nachazime v hladké svalo¥iplicnich cév u paciefits lehkou a sedreg
tézkou CHOPN, ale wEké CHOPN s emfyzémem je exprese VEGF paragioxn
shizena. Koncentrace VEGF v indukovaném sputuygena u paciefits astmatem
a chronickou bronchitidou, ale je signifikaétsniZzena u pacieins CHOPN

s emfyzémem [119, 120].

Fibroblast Growth Factor (FGF) vykazuje zvySenou expresi v hladké svalévin
plicnich cév a v epiteliadlnich bkach u pacierits CHOPN. ZvySena exprese FGF
casténeg koreluje s vaskularni remodelaci plicnich cév [86]

1.4.3. Prehled zarétlivych mediatora u bronchialniho astmatu

Cytokiny hraji zasadni rolitpkoordinaci a udrzovani zétu dychacich cest u
bronchialniho astmatu [121]. Lze je rafitido nékolika skupin.

1.4.3.1. Lymfokiny

Interleukin-2 . Elevace IL-2 v bronchoalveolarni tekutibyla zjiS€na u pacierit se
symptomatickym astmatem [122, 123]. U astmajdou gitomny také
bronchoalveolarni hiky exprimujicich mRNA IL-2 [124] a byl pozorovanjifh
nesignifikantni narst po expozici alergenu [125]. Obzvkasysoké hodnoty IL-2 a
IL-4 mRNA v bronchoalveolarnich tilsach byly pozorovany u astmaiik
rezistentnich na steroidy ve srovnani s astmaiikyymni na Iécbu kortikosteroidy
[126].

Interleukin-3 byl ve zvySené nmi¢ exprimovan v bitkach v bronchialnich biopsiich
a v bronchoalveolarni tekutiu pacieni s astmatem [124, 127]. Po expozici
alergenu nebylo pozorovano zvySenétpdourek exprimujicich IL-3 mRNA [125].

Interleukin-4 exprimuji CD4+ a CD8+ T lymfocyty, eozinofily a stacyty jak u
atopického, tak u neatopického astmatu [128, 128}Seny p@et lymfocyii
exprimujicich IL-4 mRNA v bronchoalveolarni tekutibyl pozorovan po expozici
alergenu [127]. Inhalace IL-4 u astmdtikede ke zvySeni @tu eozinofili

v indukovaném sputu a kgchodnému zvySeni bronchiélni hyperreaktivity [13@]
mozné, Ze IL-4 ma svou ulohii pzniku bronchialni hypersekrece [131].
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Interleukin-5 je produkovan CD4+ a CD8+ T lymfocyty, eozinofiy32, 133].
Expozice alergenu #gobuje zvySenou expresi mRNA IL-5 v eozinofilech

v bronchoalveolarni tekut#{134], v niz pak naista koncentrace IL-5 az 300
nasobg [135]. IL-5 hraje dlezitou roli @i zrani, chemoatrakci a aktivaci eozinofil
a miZze prodlouzit jejich fezivani. IL-5 zjgsobuje uvolini eozionofiti z kostni
dierg a spoléné s dalSimi mediatory indukuje jejich migraci do Hgicich cest [136,
137]. Inhalace IL-5 u astmatikvede k eozinofili v dychacich cestach a

v indukovaném sputu a zvySeni bronchialni hypetieifk nezpisobuje ale
bronchialni obstrukci [138, 139]. UvaZuje se o t@mgeozinofilie indukovana
interleukinem-5 je imou ic¢inou bronchialni hyperreaktivity [140].

Interleukin-9 miZe mit vyznam v predispozici k astmatu, jeho expsssivisi
s eozinofilnim za#&tem dychacich cest, hladinou IgE v séru a s brétchi
hyperreaktivitou [141].

Interleukin-13. ZvySenda exprese IL-13 mMRNA byla pozorovana v sizhychacich
cest u atopického i neatopického astmatu [142,.Hl3[dina IL-13 se u pacieint
s astmatem zvySuje po expozici alergenu gpdls IL-2 a IL-4 [144].

e

Uloze IL-15 u astmatu [145, 146].

Interleukin-16. ZvySena koncentrace v bronchoalveolarni tekuiyla prokazana u
astmatickych jedintpo expozici alergenu [145].

Interleukin-17 je secernovan z CD4+ T-lymfodya stimuluje produkci NkB, IL-
6, IL-8, GM-CSF a PGE2 ve fibroblastech, epiteliéina endotelialnich kikach
[147, 148, 149].

Interleukin-18 indukuje produkci interferony{150].

1.4.3.2. Prozastlivé cytokiny

Interleukin-1. Hladiny IL-1 v bronchoalveolarni tekuiérjsou vysSi u astmatikve
srovnani se zdravymi jedinci [151].

TNF-a hraje roli v amplifikaci astmatického z#in [152, 153]. TNFa je piitomen
v bronchoalveolarni tekutéru astmatik, byla pozorovana zvySena exprese TdNF-
MRNA v bronchialnich biopsiich astmatikl22, 154].

Interleukin-6 . Uvolovéani IL-6 z alveolarnich makrofage vysSi u astmatikproti
zdravym jedin@m, a to jak po expozici alergenu, tak i béedrhozi expozice [155].

Interleukin-11 byl detekovan v bronchoalveolarni tekgtinprabéhu respiréniho
infektu [156].

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (GV-CSF). Byla
prokadzana zvysena exprese GM-CSF v bronchialnmbsbch u astmatik GM-
CSF nmiiZze byt spojen s chronickou eozinofilii a remodetiadhacich cest [157].

Stem Cell Factor (SCF) Je mélo informaci o expresi SCF v dychacich cbsta
astmatiki [121].
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1.4.3.3. Protizartlivé cytokiny

Interleukin-10. U astmatik je snizeny pé&et alveolarnich makrofdigexprimujicich
IL-10 ve srovnani se zdravymi jedinci [158, 159 8fuhé strahnékteré studie
prokazujici zvySeny et alveolarnich makrofégexprimujicich mRNA IL-10

v bronchoalveolarnich likach u astmatik[160].

Interferon-y. Redukuje p&et eozinofiti u astmatik. Produkce IFNgv T-
lymfocytech je u astmatiksnizena. Po nebulizaci IFNdochazi k redukci gidu
eozinofili v bronchoalveolarni tekutin UvaZuje se o tom, Ze by IFNmohl byt
vyuzit v |&bé astmatu [161, 162].

Interleukin-12 hraje roli v inhibici nadrrné syntézy IgE a alergického zén
vzniklého v disledku expozici alergenu [121].

1.4.3.4. Chemokiny

CC-chemokiny (B-chemokiny) jsou chemokiny, v nichZ dva cysteinglizkosti
jejich N-terminalni domény sousedsie vedle sebe. U bronchialniho astmatu se
uplatiuji MIP-1a, MIP-18 (Macrophage inflammatory proteim & 18), MCP-1,
MCP-2, MCP-3 (Monocyte chemoattractant protein &,3), RANTES (Regulated
on Activation, Normal T cell Expressed, and SeategeEotaxin.

Byly zjistény zvySené hladiny MIP«, MCP-1 a RANTES v bronchoalveolarni
tekutirg u pacieni s astmatem [163] a po expozici alergenu [145]oByiS&€no
zvysené uvoléni MIP-1o z makrofag u astmatiki, prestoZze exprese mRNA MIRx1
v makrofazich se neliSila mezi astmatiky a zdravjgdinci [158]. U astmatik byla
pozorovana zvySena exprese mMRNA RANTES a MCP-3|[4Sena plazmaticka
koncentrace RANTES bylaipomna kEhem exacerbace astmatu [165]. Exprese
eotaxinu byla zvySena v dychacich cestach u asttnatejvice v epitelialnich
buinkach, T-lymfocytech, makrofézich a eozinofilech§1667] a k jeho
intenzivnimu uvaiovani dochazelo po expozici alergenu [168].

CXC-chemokiny (a-chemokiny) jsou chemokiny, v nichz je mezi dvateysy

v blizkosti jejich N-terminalni domény vloZena jiafninokyselina. Mezi jejich
nejznangjSi zastupce pétinterleukin-8 (IL-8, CXCL8), Growth-Regulated
Oncogeney, B, v, GRO-a (CXCL1), GRO- (CXCL2), GROy (CXCL4),
Epithelial cell derived neutrophil activating prote/8 (ENA-78, CXCL5),
Granulocyte chemotactic protein-2 (GCP-2, CXCL8)Jacrophage inflammatory
protein-2 (MIP-2).

U bronchiélniho astmatu se ugilafe zejména interleukin IL-8, ktery byl prokazan u
tézkého atopického astmatu, zatimco u lehkého astseaneobjevoval.iRom byl
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IL-8 spojen s chemotaxi neutrdfilZda se tedy, Ze IL-8 by mohl byt markerem
téZkého astmatu. [121].

1.4.3.5. Ristové faktory

Platelet-Derived Growth Factor (PDGF), Desttkovy rustovy faktor. Byla
studovana role PDGF u bronchialniho astmatu, diglperokazany zvysené
hodnoty u paciefits astmatem oproti zdravym jedims [169].

Transforming Growth Factor- g (TGF-B), Transformujici r istovy faktor beta.
Byla zjiS€na podobné exprese TGF+ plicich astmatik a zdravych jedinc[170].

Insulin-like Growth Factor (IGF), Inzulinu podobny ruastovy faktor je
produkovéan epitelidlnimi bikami dychacich cest a je silnym mitogenem
podporujicim proliferaci hladkych svatlychacich cest. lcéa inhalgnimi
kortikoidy vede ke snizeni exprese IGF a 2 ztluSéni bazalni membrany
sliznice dychacich cest [171].
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1.5. Matrix-metaloproteinazy — prehled o sodasném stavu
problematiky

1.5.1. Matrix-metaloproteinéazy a jejich inhibitory — obecny piehled

Zaret dychacich cest je spojen s akumulacidarych burgk, které uvohuji
proteazy, mezi jinymi také metaloproteinazyedpoklada se, Ze dochazi

k dysbalanci mezi protedzami a jejich inhibitorieré vede k remodelaci tkani
dychacich cest. Taime mit reparativnidinky, ale také mze vést k postupnému
rozvoji plicniho emfyzému anebo plicni fibrézy. PL7173, 174]. Redstaviteli
proteaz jsou neutrofilni elastaza a matrix-metaltgnazy, jejich inhibitory jsod;-
antitrypsin a tkédové inhibitory metaloproteinaz.

Matrix-metaloproteinazy objevili v r. 1962 Jeromeo&s a Charles Lapiere, kite
zkoumali degradaci kolagenii pnetamorféze ocasku pulce skokana s druhovym
ozna&enimRana catesbeiana gitom objevili enzym intersticialni kolagenaza
(MMP-1) [175]. Matrix-metaloproteindzy (MMP) jsoelkou skupinou proteaz
obsahuijicich ve svych molekulach ionty kovifZa C&*, nutné pro jejich
proteolytickoucinnost. V sodasné dob je znamo fes dvacet matrix-
metaloproteinaz (tabulka 2).

Inaktivni proenzymy matrix-metaloproteinaz (pro-MMBou uvohovany
alveolarnimi makrofagy, neutrofily a jinymi fikami. Na povrchu buik anebo

v extracelularnim prostoru dochazi proteolyzowfeN-terminalni domény k jejich
aktivaci a vzniku aktivnich MMP. Pro katalytickownikci matrix-metaloproteinaz
maji zasadni vyznam ionty kovu v jejich molekulaehoteolyticka aktivita MMP je
zpiisobena navazanim iontuZmebo CA&' na aktivni misto proteinu airbe byt
specificky inhibovana ¢kterym z rodiny tkdovych inhibitofi metaloproteinaz
(TIMP) [176, 177].

Matrix-metaloproteinazy vedan vivok degradaci proteinextracelularni matrix a
jsou podstatné v procesu destrukce, remodelageasace tkani. Kroghtoho mohou
modulovat aktivitu dalSich cytokina mediatai. Jejich zvySena expreseigobuje
fadu destruktivnich procéscetnt nadorove invaze a angioneogeneze, arthritidy,
aterosklerdzy, arterialnich aneurysmat a plicniméygému [178].

Asi 40-50% aminokyselin je u vSech MMP shodnycita aminokyseliny tvid
nékolik domén spolénych pro vSechny MMP. Mezi tyto domény fpaignalni
sekvence aminokyselin umagici sekreci MMP z biiky, dalSi doménou je N-
terminalni doména udrzujici proteazu v jeji latéfdnme, dalSi komponentou je
aktivni doména koordinujici vazbu katalytické maiskzinku zrf*, a koneng C-
terminalni doména (hemopexin-like domain) umgici rozeznéni
makromolekularniho substratu a navazanidatato domeéna je zarokenistem
vazby inhibitoru TIMP. Optimalni pro aktivitu MMRe jpH 7,4. Matrix-
metaloproteindzy MMP-2 a MMP-9 maji navic fibroriekivé domény
zprostedkujici jejich vysokou afinitu ke gelatinu a elagt MMP-9 ma navic jest
jednu doménu s vazbou na kolagen V [176, 177].
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Matrix-metaloproteinazy Ize ro#hit do n¢kolika skupin:

Gelatindzymezi réz pati gelatindza A (MMP-2) o molekulové hmotnosti 728
gelatinaza B (MMP-9) o molekulové hmotnosti 92 kizkladaji gelatin, tedy
denaturovany kolagen, a dalSi matrixové proteiayini je napiklad kolagen

IV. typu a elastin. Zdrojem MMP-9 jsougqrevsim neutrofily, eozinofily, makrofagy
a dendritické biiky, zdrojem MMP-2 jsou fibroblasty, endotelialniniy,

makrofagy a neutrofily (tab. 2). Gelatinazyipanhezi nejpodrohb¥ji zkoumané
matrix-metaloproteinazy a MMP-9 je nejvice sledaxamatrix-metaloproteinazou
u CHOPN a bronchialniho astmatu. ZvySena expresd’Mi\asto v asociaci

s poklesem jejiho inhibitoru TIMP-1, byla zgét v indukovaném sputu, v BAL a

v plicni tkani pacierits CHOPN i bronchialnim astmatem [176, 177].

Mezi kolagenazyati MMP-1, MMP-8 a MMP-13. Maji schopnost ro&sit
intersticialni kolagen tv@ny trojitou Sroubovnici, avSak n&si elastin. MMP-1 ma
vyrazre zvySenou expresi v epitelialnichikach pacierit s CHOPN a astmatem
[179].

Makrofagova elastaz®MP-12 je proenzym s molekulovou hmotnosti 54 ke,
aktivni forma ma molekulovou hmotnost 22 kDa. Jeopna dinn¢ S&pit elastin,
ktery reprezentuje 2,5% hmotnosti plic [180], aydimu hraje vyznamnou roli
v patogenezi plicniho postizeni a obzwgdlicnino emfyzému. Inaktivuje;-
antitrypsin @inngji nez ostatni matrix-metaloproteindzy. MMP-12 jeguktem
piedevsim makroféaga jeji zvySena exprese v makrofazich byla&jidtu pacierit
s CHOPN a po expozici cigaretového ke({181]. U astmatik byla zjiS€na MMP-
12 v epitelialnich bikach a bikach hladkych svéldychacich cest [182, 183].

Membranové metaloproteinagylembrane-type metalloproteinases, MT-MMP) jsou
skupinou Sesti matrix-metaloproteinaz lokalizovdnya povrchu butk. Nejmer
jedna z nich, MT1-MMP aktivuje gelatindzu A (MMP-2)e spojena s CHOPN.
MT-MMP dokazi gimo Sepit proteiny extracelularni matrix, ale v sagné dob

zatim chybi o jejich katalytickych schopnostechtdtek gesnych informaci.

ADAM, a disintegrin and metalloproteinase domgsou skupinou proteaz
piibuznych matrix-metaloproteindzam, které jsou vazémpovrchu butk. ADAM-

33 byl zaznamenandasti osob s bronchialnim astmatem i u osob s CHQEhb
vyznam je nejasny, zda se, Ze nema vlastni katkbui aktivitu, je vSak mozné, Ze je
zapojen do patogeneze remodelace dychacich ceshehialni hyperreaktivity

[184].

s

NejdilezitejSimi fyziologickymi inhibitory MMP jsow-2 makroglobulin a skupina
tk&iovych inhibitor metaloproteinaZTIMP). V sowasné dob jsou znamytyii

TIMP (TIMP-1 az TIMP-4), vSechny maiji relativni ne@ularni hmotnost 22—30 kDa
a jejich struktura je z 40-50% identicka. TIMP-TI&P-2 jsou vyl&ovany

Vv rozpustné fori, zatimco TIMP-3 je spojena s extracelularni maffixaiové
inhibitory TIMP se s vysokou afinitou vazi na Crénalni doménu aktivni matrix-
metaloproteindzy v molarnim pa&@na 1:1, avSak neni jasné, jakymigpbem tato
vazba inhibuje proteolytickou aktivitu molekuly MMM®limoto TIMP-1 mize tvdit
specifické komplexy se vSemi matrix-metaloproteamaza s proenzymem pro-
MMP-9. Tk&ovy inhibitor TIMP-2 tvd@i komplexy nejen s aktivni MMP-2, ale také
S jejim proenzymem pro-MMP-2. Tkavé inhibitory TIMP se tvid v fadé burgk,
napiklad alveolarni makrofagy vytvévedlefady matrix-metaloproteinaz také
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TIMP-1 a TIMP-2. Naproti tomu TIMP-3 je t¥en gevazrt v epiteliadlnich biikach
a vaze se na extracelularni matrix, protenbyt vyznamny v prevenci vzniku

emfyzému.

Matrix-metaloproteinazy a TIMP, jejichZ expreseigéna zagtlivém podrétu, tak
tvori systém proteaz/antiproteaz. Tento systéimenbyt v rovnovaze a svou
koordinovanou regulaci omezovat poskozenidkapribéhu normalni remodelace
spojené se zé&tem. Na druhé strgmuze byt regulace nekoordinovana, kdy se
systém protedz/antiprotedz dostane do nerovnovafiyza vést k poskozeni tkani.

[176, 177].

Tabulka 2: Prehled matrix-metaloproteiaz a jejich inhibitora [173, 176]

Podskupina | MMP Nazev Substrat Zdroj
Kolagen I, I, III., VII, VIII, gelatin, ) Fibroblasty, epiteliaini bufiky,
s ALAT z aggrecan, versican, protgoglycan link endotelialni buriky, makrofagy,
MMP-1 Intersticialni kolagenaza-1 | protein, inhibitor a-proteazy, o- Keratinocyty, osteoplasty,
makroglobulin, ovostatin, nidogen, hepatocyt
pro-TNF a, L-selectin, MMP-2, 9 P Yy
MMP-18 | Intersticialni kolagenaza-4
Kolagenaz L J Kolagen I, 11, 1Il, V, VIT, VIII, X, ) .
9 Y| MmP-8 Neutrofilni kolagenaza gelatin, aggrecan, inhibitor o- Fibroplasty, endotelisinf bufky,
protedzy, fibronectin Y,
MMP-13 | Kolagenaza-3 Fibroblasty
MMP-15 | Xenopuskolagenaza
MMP-21 | Kolagenaza-4
Kolagen I, IV, V, VII, X, XI, XIV,
.. . gelatin, elastin, fibronectin, aggrecan, | gy, opiasty, endotelilni buiiky
MMP-2 Gelatindza A (Kolagenaza A)| perlecan, versican, inhibitor a- makrofagy. neutrofily, T-lymfocyty
proteazy, B-amyloid, pro-TNF q,
Gelatinéz MMP-13, MMP-9 i _
y Kolagen IV, V, VII, X, XIV, gelatin, Neutrofily, makrofagy, T-lymfocyty,
4 £ elastin, fibronectin, aggrecan eozmofl_ly, gpltgllalnl_bunky,
MMP-9 Gelatinaza B (Kolagenaza B) ridegen. versican, inhibitor a- endoteliain buriy, fhrobiasty,
protedzy, pro-TNF a "irlell)lr';:t);y » osteoblasty,
Kolagen I, I, Ill, gelatin, elastin,
: H fibronectin, aggrecan, laminin, Epitelialni buriky, makrofagy,
MMP-7 Matrllyzm entactin, kasein, inhibitor a-proteazy, mezangialni buriky
L, pro-TNF a, MMP-1, 2, 9
Elastazy J J J Kolagen IV, gelatin, elastin, versican
MMP-12 | Makrofagova metalo-elastaza aggrecan,, floronectin, nidogen. makrofagy
inhibitor a-proteinasy, pro-TNF- a
MMP-26 | Matrilyzin-2 (endometaza) neutrofily
Kolagen Il1, VII3 IX, X, gelatin,
- fironecti, iaminin. asiin. kasein, | FIroblast, epiteliani butky
MMP-3 Strome|y2|n-1 fibrinogen,v ' ' ' endoteliani buriky, makrofagy,
a-makroglobulin, ovostatin, pro-TNF keratinocyty, chondrocyty
a, MMP-1, 7, 8, 9, 13
) Kolagen IlI, IV, V, gelatin, aggrecan, Fibroblasty, epitelilni buf ]
R _ _ fib in. elastin. kasein inhibi , pl(ellalnl buriky, T-
Stromelyzmy MMP-10 Stromelyzm 2 (;-;r)(r)gtz(i;r?gz; ?As’t\lllnp_le’xséeln inhibitor lymfocyty, keratinocyty,
H Fibroblasty, epiteliaini buriky,
MMP-11 StromerZ|n—3 mezenchymalni buriky
MMP-19 Stromelyzin-4, RASI-1 Aktivované T-lymfocyty ve sténé
(rheumatoid arthritis synovium inflamed-1) synovidinich cév
MMP-20 Ename|y2in Zubni sklovina, amelogenin Buriky zubnf skloviny
cAMP MMP | MMP-23
MMP-28 EpllyZIn kasein
Kolagen I, II, 1ll, gelatin, elastin, Fibroblasty, epitelidni buriky,
MMP-14 MT1-MMP fibronectin, aggrecan, laminin, makrofagy, osteoblasty, vaskularni
kasein, pro-TNF a, MMP-2, 13 svalovina
, . MMP-15 MT2-MMP Fibroblasty, makrofagy
Membranové MMP-16 MT3-MMP Vaskulamni svalovina, mozek,
lacenta
MMP B
MMP-17 MT4-MMP Leukocyty, mozek
MMP-24 MT5-MMP
MMP-25 MT6-MMP (leukolyzin) mozek
TIMP-1 V&echny MMP kromé MMP-14, 19
Tkanoveé
. htl)lt v TIMP-2 Vsechny MMP
inhibrtory TIMP-3 Vsechny MMP
MMP
T| MP_4 MMP-1,2,3,7,9
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1.5.2. Matrix-metaloproteinéazy a jejich inhibitory v patog enezi
CHOPN

CHOPN je charakterizovana chronickou obstrukci dgoth cest¢asto je spojena

s chronickou bronchitidou (hypersekreci hletiuhyperplazii poharkovych bk a
submukosnich Zlaz) a s emfyzémem (destrukci payemeldychacich cest).
Pisobenim chemickych Skodlivin z cigaretovéhoilepwzdusSnych polutaiita/nebo
recidivujicich infekci dychacich cest dochézi keika zargtu dychacich cest, na
némz se dominanthicastni neutrofily a alveolarni makrofagy. kterych paciernit

s CHOPN byla zaznamenana vyrgghpritomnost eozinofil ve sputu, takovi
pacienti mohou |lépe reagovat na terapii intraliani kortikosteroidy [185].

Neutrofily uvohuji fadu mediatar véetrg oxidanti a proteaz jako neutrofilni
elastazu a metaloproteinazy. Alveolarni makrofaggdpkuji matrix-
metaloproteindzy, zejména MMP-1, MMP-9 a MMP-12oliné protedzy narusuji
rovnovahu systému proteazy/antiproteazy a vedamiodelaci a postupné destrukci
tkani dychacich cest. V patogenezi&aru CHOPN se uplatiji také CD8+ T-
lymfocyty, jejich role dosud neni zcela jasna, $akrznamo, Ze produkuji granzymy
a perforin,¢imz pispivaji k poskozeni dychacich cest. [186]

Jiz od konce 70. let 20. stoleti se zkoumal vlivileni na funkni aktivitu proteaz a
antiprotedz v bronchoalveolarnim systéttaveka [187, 188, 189]. V druhé
polovirg 90. let 20. stoleti byly publikovany prace gjgci koncentraci MMP

v bronchoalveolarni tekut#{190] a v r. 1997 byla s pouzitim bronchoalveolarn
lavaze poprvé prokazana zvySena exprese mRNA MiglReolarnich makrofazich
u pacient s emfyzémem [191] .

Kouieni tabaku vede k zvySeni koncentrace MMP-1 a MMP92]. Inhalace koite
ze spalovanéhordva vede ke zvySené expresi MMP-9, MMP-12 a MMP-2

v bronchoalveolarnich lilkkach, podob#jako koueni tabaku [193]. i kratkodobeée
expozici tabdkovému kdi) reprezentované jednorazovym vykenim 10 cigaret
béhem 2 diii, vSak nedoslo k ovliwmi koncentraci MMP-2, MMP-9, TIMP-1 a
TIMP-2 v bronchoalveolarni tekutirj194]. Bylo prokdzano zvySeni exprese MMP-
2 u kudki s CHOPN vSech stadii, zvySeni exprese MMRH®m bylo v korelaci

s rozsahem emfyzému a zartiylo v inverznim vztahu k hodnoFEV,/FVC
[174].

Cigaretovy koit asi nejvyraz#ji ovliviiuje expresi MMP-12, ktera praggodobré
hraje vyznamnou roli v patogenezi rozvoje emfyzénakisledku koteni.
Makrofagova elastaza MMP-12 je exprimovana v maaimh a ma silnou
schopnost degradace extracelularni matrix [195leSpé s neutrofilni elastazou
pati k nejsilrgjSim elastdzam v plicni tkani. MMP-12 po expozatdkoveho koite
umoziuje uvolréni TNF-u , ktery pisobi chemotaxi na neutrofily [111, 196]. MMP-
12 pitom silngji nez jiné matrix-metaloproteinazy inaktivugg-antitrypsin, ktery je
inhibitorem neutrofilni elastazy [195]. Tim MMP-1h2@imo zvysSuje aktivitu
neutrofilni elastazy uvolmé z neutrofii chemotakticky migrujicich do plic.
Zvysena exprese MMP-12 v makrofazich byla &jiatpo expozici cigaretového
koure, a to jak Wloveka, tak u mysi [181]. Takéim vitro studiich byly makrofagy
ziskané od pacieins CHOPN schopny roziit vice elastinu nez makrofagy
zdravych osob [92]. Vysledky studie na mySich ukdzae MMP-12 ma dostatay
potencial k tomu, abyipchronické inhalaci cigaretového keubyl umoZzgn rozvoj
emfyzému [197]. Naopak podavani syntetického inbibiMMP u motat, které
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byly v expozici cigaretového ko, redukovalo zaslivou odpowd’ i rozvoj
emfyzématickych zin [192]. Degradéni produkty elastinu, vznikléggsobenim
MMP-12 v disledku expozice cigaretového keujsou chemotaktickym faktorem
pro monocyty [198] a neutrofily produkujici neuitof elastazu a ta spaie¢

s makrofagovou MMP-12 indukuje rozvoj plicniho emdynu [199].

U pacienti s CHOPN byla exprese MMP-12 v makrofazich ziskareyBAL a
z plicnich biopsii vySSi nez u zdravych jedinpodobri u pacieni s CHOPN byla
vySSi aktivita MMP-12 v bronchoalveolarni tekut{i200].

Bylo prokazano zvySeni exprese MMP-1, 2, 8, 9 ynbhomalveolarnich hikach u 10
pacienfi s CHOPN [201]. Byly zjig&ny rekolikanasobg vyssSi koncentrace MMP-1,
2, 8,9 aTIMP-1 v indukovaném sputu u padienCHOPN ve srovnani s pacienty
s astmatem a kontrolnimi subjektyitpm koncentrace TIMP-1 u kéku byla ve
sputu zvySena podobiako u pacierits CHOPN [202].

Aktivita MMP-8 a MMP-9 v indukovaném sputu byla Zena u paciefits lehkou a
stredrg t¢Zkou CHOPN [203]. Jina studie prokazala r&g&ryssi expresi MMP-2
v plicni tkani u pacierit CHOPN [174].

Pti vySeteni chirurgicky ziskanych vzoiikplicniho parenchymu byla zvySena
exprese MMP-1 u pacieins emfyzémem ve srovnani s kontrolnimi subjekty,
zatimco exprese MMP-9 a TIMP-1 v plicni tkani sezimé&mito dwma skupinami
neliSila a ani v jedné z obou skupin nebyla gjigtexprese MMP-12 v plicnim
parenchymu [179].

MMP-2 i MMP-9 maji tzkou souvislost s tvorbou plibo emfyzému u CHOPN
[191]. V chirurgicky ziskanych vzorcich paciért CHOPN byla exprese MMP-2
piimo umérna tizi emfyzému a zhorseni plicnich funkci [1#gopak inhibice
MMP-9 a MMP-1 u zuiecich modei vedla k redukci destruktivnich zm plicniho
parenchymu [192]. Podle vysleilkpracovani histologickych vzaiks téchto
studiich se zda, Ze MMP-9 se akumuluje vice v dgicacestach, zatimco MMP-2
se vyskytuje fevazr v plicni tkani [174, 192].

Pacienti s emfyzémem, prokazanym dle HR CT pligj nySSi koncentraci MMP-9,
vySSi pondr MMP-9/TIMP-1 a vysSi pget eozinofili v indukovaném sputu ve
srovnani se zdravymi subjekty [204]. To odpovidalegkim studie s 30 astmatiky a
12 pacienty s CHOPN, v niZ byla z§i8a asociace mezi panem MMP-9/TIMP-1

v indukovaném sputu a rozsahem strukturalniclnzimndychacich cestach, zggem
pomoci vypéetni tomografie s vysokym rozliSenim (HR CT) [20B¥itom poner
MMPO/TIMP-1 pozitivre koreloval s hodnotami FEYbyl niZSi u pacierit

s astmatem a chronickou bronchitidou ve srovn&oingrolnimi subjekty a u
astmatiki pomer MMP-9/TIMP-1 pozitivre koreloval s pétem makrofag a
neutrofili [206]. Na druhé strarnbyl prokazan vliv inhibitak MMP na zlepSeni
plicnich zastlivych a strukturalnich zgm. Morcatim, u kterych byly po 6-gsicni
expozici cigaretového kde indukovany plicni zastlivé zmeny a emfyzém plic,
doSlo po aplikaci syntetického kombinovaného irtoitni MMP-9 a MMP-12 ke
kompletni Upra¥ zaretlivych zmen a ke zlepSeni emfyzému asi o 70% [207].

Hodnoty aktivity tkdovych inhibitofi metaloproteindz jsou viznych studiich
odliSné. V indukovanym sputu paciérs CHOPN byla TIMP-1 signifikantrwyssi
nez u lehkého astmatu, zatimca@zkiych astmatik se hodnoty TIMP-1 pohybovaly
v Sirokém rozmezi a rozdily nebyly signifikantnOg8. Naopak k opmému zagru
doSla studie, v niz byly hodnoty TIMP-1 v BAL u patt s CHOPN signifikant®
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niZSi nez u zdravych kaki a jeS¢ vyrazreji nizSi ve srovnani se zdravymi nelalay
[209].

Vyznam rovnovahy a nerovnovahy systému proteapaigaz v patogenezi
plicniho zasgtu, a to i i obdobném buktném typu za&tu, ukazuji vysledky dalSi
studie. PestoZe v indukovaném sputu paciestCHOPN i pacieiits idiopatickou
plicni fibrézou (IPF) byl nalezen shaglmvySeny pdet neutrofiti ve srovnani

s kontrolnimi subjekty, byla v indukovaném sputgipaii s CHOPN vySSi
koncentrace MMP-9 a vysSi hodnota gomMMP-9/TIMP-1 neZ u pacieft

s fibr6zou a kontrolnimi subjekty. Koncentrace MMR¥tom korelovala s p&iem
neutrofili [210].

Bakterialni kolonizace dolnich dychacich cest patéis CHOPN zfisobuje zvySeni
poctu neutrofifi, interleukinu-8, MMP-9 a endotoxinu v bronchoal&ni tekutirg
ve srovnani s pacienty s CHOPN bez kolonizace aychaest [211].

Béhem exacerbace CHOPN dochazi k zvySeni koncenitie-9 a snizeni
koncentrace TIMP-1 v indukovaném sputu, & se zvysuje post MMP-
9/TIMP-1 a pget neutrofii, eozinofili a lymfocyti ve sputu, zatimco get
makrofag: zistava nezrnen [212].

Podobr jako u CHOPN, dochazi ke zvySeni exprese MMP-aiPv
v bronchoalveolarnich likach pacierit s bronchiektaziemi [213].

1.5.3. Matrix-metaloproteinéazy a jejich inhibitory v patog enezi
bronchialniho astmatu

U bronchialniho astmatu je dominujici matrix-mepatieinazou MMP-9 [173]. U
pacient ve stabilni fazi bronchialniho astmatu byla 2ji&t elevace MMP-9 jak ve
sputu [207], tak v bronchoalveolarni lavazi awealarnich makrofazich [214]. U
pacienti s €Zkym astmatem byly MMP-9 a TIMP-1 signifikadtavySeny ve
srovnani s lehkym astmatem a zdravymi kontrolaatinzco hodnoty MMP-9 a
TIMP-1 se mezi lehkym astmatem a zdravymi kontroleymnamré neliSily [206].

U pacientt s bronchialnim astmatem byla z§i$a signifikantg vyssi hladina TIMP-
1 neZ u zdravych nekéiki [215]. Nekteré studie zjistily také elevaci MMP-2 u
astmatiki, avSak v mnohem menSiiminez MMP-9 [216]. DalSi studie prokazaly
zvySeni MMP-9 v BAL u CHOPN a v indukovaném sputastmatiki [191, 201,
206]. V jiné studii, v niz bylo vyS&ivano indukované sputum u 12 pacient

s CHOPN a 30 pacieins astmatem, byla MMP-9 ve sputu zvySena u CHORBN a
téZkého astmatu ve srovnani s lehkym astmatem, vr@eozdily hodnot MMP-9
vSak v této studii nebyly signifikantni [208]. Kng zvySené exprese MMP-9 u
astmatiki byla zjiS€na také slaba, ale signifikantni korelace mezi esipMMP-9

v submukoze a ztludtim bazalni membrany tiené kolagenem {pdevsim
kolagenem Il a IV) u astmatik[217], které nize s¥d¢it o vztahu mezi MMP-9 a
remodelaci dychacich cest u astmatu.

Pti exacerbaci dochazi k dramatickému vzestupu histivtiP-9 a TIMP-1 jak ve
sputu [216, 218, 219], tak v BAL [220] a také \keitujici krvi [221]. Po terapii
glukokortikoidy a nasledném odeam exacerbace dochazi ke snizeni koncentrace
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MMP-9, zatimco hladina TIMP-1istava i po terapii nadale zvySen4, coz vede ke
snizeni molarniho potru MMP-9/TIMP-1 [219].

Po expozici alergenu byla zji$ta vyrazna elevace MMP-9 v bronchoalveolarni
tekutirg [222] a ve sputu [223].iRom byla zjiStna siln& korelace mezi MMP-9 a
poétem neutrofili v bronchoalveolarni tekuinslabsi korelace byla mezi mezi
MMP-9 a p@tem makrofad. Toto zjiS&ni swdcéi o tom, Ze v pibéhu exacerbace je
MMP-9 tvorena bronchoalveolarnimi z&hvymi bunkami, gredevsim neutrofilnimi
leukocyty. ZvySena tvorba MMP-9 je pak spojenazskem poSkozeni bronth
které miZe vést k remodelaci dychacich cest u bronchialagtmatu [222].

Terapie nepochylinovliviiuje hodnoty metaloproteindz v dychacich cestach
astmatickych paciefit V prospektivni studii s 32 astmatiky, Ktezivali inhal&ni
kortikoidy a poté absolvovali bronchoskopii s broi&ni biopsii, doSlo

k signifikantnimu zlepSeni FEYbronchialni reaktivity, redukci ztlugti bazalni
membrany a poklesu MMP-9 v submukéze ve srovn@acgnty uzivajicimi
placebo, zatimco hodnota TIMP-1 v bronchialnimedpit&enych astmatik ztistala
neznénéna [224]. Tyto vysledky nagdcuji tomu, Ze zvySené hladina MMP-9 u
astmatiki v praibéhu exacerbace je spojena s poSkozenim dychaciglzadsco
snizeni hladiny MMP-9 po terapiitrhe toto poSkozeni omezit a reparovat.

Je otazka, jakou roli v tomto procesu hraje TIMRda se, Ze ma &ity protektivni
acinek, ale jeho zvy3Sena hladinaibe teoreticky vést ke zvySené remodelaci
dychacich cest [173]. VySSi koncentrace TIMP-ltiansspojené nizké hodnoty
pomeru MMP-9/TIMP-1 u astmatik vedou k proliferaci myofibroblasta ke
ztluseni bazalni membranyifom je zajimavé, ze ponMMP-9/TIMP-1 mize
predikovat odpo&d” na I&bu systémovymi kortikosteroidy. Pacienti s bronttira
astmatem, ki& neodpovidaji na tdu systéemovymi kortikosteroidy, maji nizsi
molarni pordr MMP-9/TIMP-1 v séru ve srovnani s pacienty iktea I&bu
systémovymi kortikosteroidy reaguji. To lze vy8it tim, Ze nizSi porer MMP-
fibrogeneze [225]. Na druhé steavSak terapie inhataimi kortikosteroidy sama
snizuje pordr MMP-9/TIMP-1 u astmatik a vede k redukci ztlu&ti bazalni
membrany, takze se zda, Ze pokles granMMP-9/TIMP-1 zlepSuje remodelaci
dychacich cest u astmaiik224].

V souhrnu Ize konstatovat, Ze u bronchialniho astygadominujici
metaloproteindzou MMP-9. Jeji hladina v dychaciest&ch je zvySena ve stabilni
fazi nemoci, avSak dramaticky se zvysSujegxacerbaci anebo provokaci alergenem.
Elevace MMP-9 v akutni fazi astmatu je spojenavsSenim zaétlivé celulizace

v dychacich cestach aiie vést k poSkozeni dychacich cest. Po offgzn
exacerbace tauz spontanni anebo po terapii, dochazi kp snizeni hladiny MMP-

9, @itom ale Aistava zvySena hladina TIMP-1 a klesa ppMMP-9/TIMP-1.

Je mozné, ze molarni pemMMP-9/TIMP-1 miZe byt utitym indikatorem
odpowdi astmatickych pacietitna terapii kortikosteroidy. Zda se, Zze se MMP-9
podili na bronchialnim zé&tu a remodelaci dychacich cest u bronchialniho astm
Role TIMP-1 v patogenezi bronchialniho astmatunzaténi zcela jasna akbné
moznosti inhibitoh metaloproteindz u astmatu jsou zatim nejasné.
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2.CIL PRACE

Matrix-metaloproteinazy se vyskytuji v dychaciclstéeh a plicich a podle
souwasnych poznatkhraji roli v patogenezi CHOPN a bronchialniho agtmJejich
vyzkum je provadn riznymi postupy. Nkteré ze studii se zabyvaly vy&atim
indukovaného sputa [187, 191, 201, 202, 203, 206, 207, 208, 210, 212, 218,
219], jiné byly provadny na zviecich modelech [181, 192, 196, 198, 199] atpest
provedenych studii se z&ovala na pimou kvantifikaci €&chto proteaz v dychacich
cestach, najklad pomoci BAL u pacieits CHOPN [191, 193, 194, 200, 201, 209,
211] a s bronchialnim astmatem [214, 215, 220, 222]. Pro bliZ8i poznani
pribéhu zartu je @itom dilezité vySetovat a sledovat dynamikgdhto pisobki
piimo v mist jejich pisobeni v dychacich cestach; k tomu je vhodné igSet
bronchoalveolarni tekutiny.

Cilem této prace bylo vyhodnotit u CHOPN a bronktiido astmatu pomoci
imunologického vyséeni bronchoalveolarni tekutiny

- buné¢né parametry z&iu perifernich dychacich cest a alvigol

- expresi mMRNA wkterych matrix-metaloproteinéz a jejich inhibiior
bronchoalveolarnich kikéach,

- koncentraci gkterych matrix-metaloproteinaz a jejich inhibiior
bronchoalveolarni tekuténa

- ZjiStené parametry z&u pak porovnat u CHOPN a bronchiélniho astmatu a
zhodnotit v zavislosti na tizi &kterych fenotypech CHOPN.
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3. METODIKA

Soubor pacient

Do studie byli zgazeni pacienti, u nichZ byla nddiagnostikovana CHOPN nebo
asthma bronchiale. Kazdy pacient absolvoval spitohaebronchodilaténi test a

v pripadt, Ze to bylo nutné pro diagnézu bronchialniho asintaké
bronchokonstrikni test. Diagn6za CHOPN a bronchialniho astmata bignovena
na zaklad klinického vySeteni a spirometrie.

Zadny z pacieritnensl pred zaazenim do studie inhalai 1&bu ani jinou terapii
CHOPN nebo astmatu. Po stanoveni diagnozyazeai do studie byla zahajena
terapie, v pipadt bronchialniho astmatu inh&la fixni kombinaci inhakniho
kortikosteroidu a dlouhodeéhitinného betamimetika, iipads CHOPN terapie
podle stadia onemoéni odpovidajici dopotieni GOLD [1].

U vSech paciefitzaazenych do studie byla zaznamenana&ka anamnézaetns
kuracke expozice v b&ko-rocich, byla zaznamenana a vyhodnocovéiarpnost
produktivniho kasSle s expektoraci sputa perzistpjcdobu nejmén3 megsiai
béhem poslednich dvou let.

Prvni spirometrie a bronchodilétd test byly provedenyipzarazeni do studie, dalSi
spirometrie byla provedena za 2 tydny po zahagrapie, dalSi pak za 6&sial, za
12 meésial a za 24 mssial po zah§jeni terapie. Podle @mjednovténového
usilovného vydechu (FEY, zjiSttného pomoci spirometrichem 24-ndsicniho
sledovani, byli pacientis CHOPN rageni do podskupin: s pmérnym poklesem
(zhorSenim) FEYo vice nez 12% za rok viehu kterychkoliv 12 po sab
nésledujicich rsiai v doke trvani studie, dale do podskupiny sipgrnou znénou
FEV; rovnou nebo mensi nez 12% za rok a do podskupgmynsérnym zvySenim
(zlepSenim) FEYo vice nez 12% za rok, rotinv pribéhu kterychkoliv 12 po sab
nasledujicich rgsial v dok trvani studie. Zrgna FEV, byla vztaZzena k
postbronchodilatai hodnot FEV; pii spirometrii provedené za 2 tydny po zahajeni
terapie.

U kazdého pacienta byl sledovan vyskyt exacerbacitehu studie. Jako
exacerbace bylo definovano zhorSeni dusnosti a/kafle a satasré nutnost
aplikace antibiotik a/nebo terapie systémovymiikosteroidy. Pacientis CHOPN
pak byli rozaleni do podskupin: v jedné podskupibyli pacienti, kté proctlali
pramérné mére nez 2 exacerbace za rok (tedy Zzadnou nebo jecmeesbaci za rok),
v druhé podskupihbyli pacienti, kt& proclali praimérné 2 a vice exacerbaci za rok.

Dale byli pacienti rozéleni do podskupin dle kéctvi v dols zatazeni do studie.
Jako nekiaci byli definovani pacienti, ktevykourili za cely zivot mées nez 100
cigaret a nekaiili ani v dobké za‘azeni do studie. Jako extégi byli definovani
byvali kuraci cigaret, ktd prestali koutit pred vice nez 6 gsici pred z&azenim do
studie. Jako kitaci byli definovani pacienti, kieaktivre koukili v dob¢ zarazeni do
studie anebo v poslednich @sicich ged za&azenim do studie.

Pacienti s CHOPN byli ro2teni do podskupin podleffjomnosti chronického
produktivniho kasle. Do podskupiny s perzistujigiraduktivnim kaslem byli
zarazeni pacienti sfitomnosti produktivniho kasle s expektoraci spuajiici po
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vétSinu drit po dobu nejmén3 nesial béhem poslednich dvou let. Do skupiny bez
perzistujiciho produktivniho kaSle bylitzaeni pacienti, kié toto kritérium
nesphovali.

Kontrolni skupinu tvéli jedinci, kteri absolvovali bronchoskopii a BAL, &t
normalni bugicny rozp@et v bronchoalveolarni tekutinnormalni hodnoty
spirometrie a ani Zaddnym jinym vygenim u nich nebylo prokazano plicni
onemocgni. Po provedengthto vySeteni pak nebyli dale sledovani.

Bronchoskopie a BAL

Po zd@azeni do studie a j&jpred zahajenim terapie byla kazdému pacientovi a vSem
kontrolnim jediném provedena flexibilni bronchoskopie v lokalni aees a
bronchoalveolarni lavaz (BAL) z pravéhoestniho laloku. VSechny bronchoskopie
byly provedeny dopoledne. VSichni pacienti a komtrgedinci, pokud byli kéaci,

byli vyzvani, aby od fedchoziho véera nekotili. VSichni pacienti s astmatem a
pacienti se sedre t¢Zkym nebo &kym staddiem CHOPN dostaligd bronchoskopii
nebulizaci se salbutamolem. VSem vySeanym byla v pkbéhu bronchoskopie
monitorovana saturace kysliku pulsnim oxymetrenpépac potreby byl

aplikovan kyslik nosni kanylou. Lokalni anesteziatprovedena nebulizaci
tetracainu a jeho instilaci na hlasivky pomociifrag laryngoskopie. VSechny
bronchoskopie byly provedeny Usty. Bronchoalvedl@awaz byla provedena

z praveho sedniho laloku fyziologickym roztokem zgtym na &lesnou teplotu
frakcionovar po 20 ml v celkovém mnozstvi 160 ml. VSichni vy8eani byli po
bronchoskopii sledovani po dobu 2 hodin, po pramidteli k dispozici kontaktni
telefonnicislo pro gipad zdravotnich komplikaci. VSechny vedlej&niy byly
zaznamenany po sk&eni bronchoskopie aimasledujici klinické kontrole za 2
tydny po bronchoskopii.

Zpracovani bronchoalveolarni tekutiny

Tekutina z bronchoalveolarni lavaze (BALTe) bylam zpracovana a bylo
provedeno jeji cytologické vy&eni, hodnocena navratnost a celkovygidurgk.
Hodnocena byla jen BALTe u BAL s dostatgm navratem a bénosti (nejméa
40% aplikované tekutiny, 0,5 xI®unsk v 1 ml).

Z bronchoalveolarni tekutiny byly separovany brayvaitieolarni biiky a z nich byla
izolovana celkova RNA. Byla provedena kvantitatikewerzni transkripce a
polymerazové&etzova reakce RT-PCR (Rotor-Gene 3000®), pomoci yi& fa
arovni mMRNA stanovena relativni exprese wematrix-metaloproteinaz MMP-2,
MMP-9 a tkdoveého inhibitoru TIMP-1. Pro komparativni kvant#ig byl pouZzit
referergni gen PSMB2 (proteasome, typ beta 2) [226, 227].

Pomoci spektrofotometrie vyuZivajici technologi&msfér (Luminex ®) byly
zjistény koncentrace metaloproteinaz MMP-2, MMP-9, MMRBR-@hibitoi TIMP-1
a TIMP-2 v bronchoalveolarni tekudn

Statistické vyhodnoceni bylo provedeno pomoci M#viritney U-testu.
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4.VYSLEDKY

4.1. Klinické charakteristiky souboru

Do studie bylo v dobod 15.4.2006 do 20.2.2008faaeno celkem 94 subjéit

z nichz 35 milo CHOPN, 26 subjektmélo asthma bronchiale a 33 subjikiyli
kontrolni jedinci, u nichZ nebylo prokazéano pliomemocgni. Demografické
charakteristiky a kithcka anamnézaimzenych subjeltjsou uvedeny v tabulce 3.

Tabulka 3: Klinické charakteristiky souboru

o mnozstvi vykou Fenych
podet |muzi/zen | V&K | nekuraka | AKVIICh | o jaka | cigaretuku Faka a
(pramér + SD) kuraka exku Fakua
(baliéko/rok G, pramér + SD)
CHOPN 35 25/10 64 £13 8 10 17 32+19
Asthma bronchiale 26 11/15 44 +18 13 7 6 8+10
Zdravi kontrolni jedinci 33 20/13 49 +15 23 3 7 16+9

Z 35 pacient s CHOPN bylo 5 paciefntv 1. stadiu CHOPN, 25 paciénte 2. stadiu
a 5 pacient ve 3. staddiu CHOPN. Jejich demografické charasti&gi a kuacka
anamnéza jsou uvedeny Vv tabulce 4. VSichni pacse@GtHOPN byli no¥
diagnostikovani a neténi a po zéazeni do studie u nich byla zah4jena terapie.
Postbronchodilatani spirometrické hodnoty paciéns CHOPN pi zafazeni do
studie ukazuje tabulka 5.

V prabé¢hu dvouletého trvani studie doSlo u 5 padid zlepSeni FEMv priméru o
vice nez 12% za rok (0 13% az 39%mérné o 21%) ve srovnani se stavemn p
zahdjeni terapie, ve vSecligadech se jednalo o pacienty ve 2. stadiu CHOBM. B
mezi nimi dva exkiaci a jeden kiék, ktery n&l produktivni kasel. Ostatni pacienti
v této podskupit byli bez produktivniho kasle. Dva pacienti z tptmskupiny
prodlali 2 nebo vice exacerbaci za rok.

U 11 pacient doSlo v ptib¢hu studie ke snizeni FE vice nez 12% za rok (o 13%
az 35%, pimérné o 16%) ve srovnani se stavem po zahjeni terapieh jeden

mel 3. stadium a zbyvajicich 10 bylo ve 2. stadiu GH Bylo mezi nimi 5 ktaki

a 3 exkuéci, 6 pacienit z této podskupiny #to chronicky produktivni kasel

s expektoraci a 4 pacienti pgtali pramérné 2 nebo vice exacerbaci za rok.

Zbyvajicich 19 pacieftmélo po zahajeni terapie hodnoty FENoMErné stacionarni
s rozdilem rovnym nebo nizSim nez 12% za rok. Ntamito pacienty byli 4 kiaci a

12 exkuaki, 7 pacieni s produktivnim kaSlem a zadnyézhto pacient neprodlal
2 nebo vice exacerbaci za rok.

Celkem 6 pacierits CHOPN proélalo v pribéhu studie pimérné 2 a vice
exacerbaci za rok. U 4 z nich doslo k vyraznémugsakFE\ (u dvou pacierit 0
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20%, respektive 35% za rok a u dalSich dvou patier25%, respektive 31% za 2
roky) ve srovnani se stavem kratce po zahgjenpieraaopak u dalSich dvou
pacienti doslo ke zlepSeni FEWe srovnani se stavem kratce po zahajeni terapie (
13%, respektive 39%).

Z 35 pacient s CHOPN nilo 14 pacieni dlouhodols perzistujici produktivni kaSel
s chronickou expektoraci purulentniho sputa, z diglacienti pdtli do podskupiny,
ktera prodlala pfimérné dvé nebo vice exacerbaci za rok, 6 padidntlo

v podskupig s poklesem FEVo vice nez 12% rok a naopak u 1 pacienta

s produktivnim kaslem dosSlo ke zlepSeni FBWice nez 12% rok. Zbyvajicich 21
pacienti bylo bez produktivniho kasle, z nich p&ali 2 pacienti d¥ nebo vice
exacerbaci za rok, u 5 pacigémoslo ke snizeni FEW vice nez 12% rok a u 4
pacienti doslo ke zvyseni FEM vice neZz 12% rok. (Tabulka 4, obrazek 3).

Tabulka 4: Klinické charakteristiky podskupiny paci entti s CHOPN

mnozstvi
vykou Fenych
. i cigaret u
poget | muzarzen | Ve | nekuaki | XN | exkufakil|  uraka a
exku rakua
(bali éko/rok u,
pramér + SD)
CHOPN I.st. 5 4/1 72+9 2 0 3 15+18
CHOPN Il.st. 25 16/9 65+ 10 5 8 12 38+15
CHOPN lll.st. 5 5/0 53+18 1 2 2 30+21
CHOPN se zlepSenim FEV ; 0 >12% za rok 5 4/1 55+18 2 1 2 28+18
CHOPN se zhorSenim FEV ; 0 >12% za rok 11 5/6 60 +13 3 5 3 34+23
CHOPN se zménou FEV ; € 12% za rok 19 16/3 709 3 4 12 29+16
CHOPN s 2 a vice exacerbacemi za rok 6 3/3 57+1 7 2 3 1 23+17
CHOPN s 0-1 exacerbaci za rok 29 2217 65+ 11 6 7 16 35+19
CHOPN s perzistujicim produktivnim kaSlem 14 10/4 66 +12 2 5 7 33+20
E:é(llPN bez perzistujiciho produktivniho 21 15/6 62 +13 6 5 10 32419
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Tabulka 5: Spirometrie pacient
bronchodilata €ni hodnoty)

U s CHOPN pfi zafazeni do studie (post-

vC VC (%) FEV, FEV: (%)
CHOPN celkem 3,54 £0,93 96,2 +15,8 1,86 + 0,49 66,1 +13,5
CHOPN l.st. 3,62+0,94 106,0 +11,0 2,25 +0,69 87,4 +10,8
CHOPN Il.st. 3,36 £0,84 92,5+13,8 1,80 £ 0,40 64,1+6,4
CHOPN lll.st. 4,16 £0,92 90,4 +8,9 1,67 £0,40 47,2 +5,3
CHOPN se zlepSenim FEV ; 0 >12% za rok 3,86 £1,25 87,0+6,8 1,84 +0,49 548+51
CHOPN se zhor$enim FEV ; 0 >12% za rok 3,45+0,98 104,3 +16,8 1,79 +0,40 68,3 +11,6
CHOPN se zménou FEV ; £ 12% za rok 3,57 +£0,76 94,4 + 14,8 2,08 £0,52 73,9+14,6
CHOPN s 2 a vice exacerbacemi za rok 3,49 1,39 97 ,0zx12,1 1,74 +0,45 63,2+9,2
CHOPN s 0-1 exacerbaci za rok 3,55 +0,80 96,1+16 ,5 1,89 £0,49 66,7 +14,2
CHOPN s perzistujicim produktivnim kaslem 3,33+0,70 96,1 +14,3 1,71 £0,37 64,9 +14,0
CHOPN bez perzistujiciho produktivniho kasle 3,68 +1,03 96,3 +16,7 1,96 £0,53 66,9 +13,1
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Obrazek 3: Klinicky pr abéh onemocn éni u pacient i s CHOPN
v podskupinach s produktivnim kaSlem a bez produkti vniho kasle

14

12

" Produktivni kaSel Bez produktivniho kasle

po et pacient
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>12%/rok
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VSichni pacienti s bronchialnim astmatensliqasné klinické projevy

s paroxysmalni duSnosti a exspirami piskoty. Po zahajeni terapie inkiaafixni
kombinaci dlouhodabicinnéhop,-mimetika a inhaléniho kortikosteroidu doslo u
vSech pacieritk vymizeni potizi a Upr&fyzikalniho nalezu, 24 paciant

s astmatem pak byladigerapii po celou dobu dalSiho sledovani pod Upliédebnou
kontrolou, u dvou pacief@itdoslo k jedné exacerbaci za rok, mezitim byli k&vbez
potizi. U 8 pacierits astmatem byl proveden bronchokonstrikest (BKT), u vSech
s pozitivnim vysledkem, u zbyvajicich 18 paciebyla diagndza bronchialniho
astmatu klinicky natolik jednoztiaa, Ze nebylo nutno BKT provéd VSichni
pacienti s bronchialnim astmatendlinspirometrické hodnoty v mezich normy po
celou dobu sledovani.
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U vSech zdravych kontrolnich jedinbylo vyloweno plicni onemoaimi a vSichni
meéli normalni hodnoty spirometrie. Po ukami jejich pneumologického vy$ehi

pak jiz nebyli dale sledovani.

4.2. Komplikace bronchoskopie

U zadného z pacieint pribéhu bronchoskopie nedoslo ke krvaceni, které by
vyZadovalo léebny zasah, u Zadného z padiemtdoslo ke vzniku pneumotoraxu, u
Zzadného z paciefnihedoslo v pibéhu bronchoskopie ani po ni ke komplikacim,
které by vyZadovalyifjeti k hospitalizaci.

4.3. Cytologické vySetreni bronchoalveolarni tekutiny

Vysledky cytologického vysegni bronchoalveolarni tekutiny jsou shrnuty v tabul

6.

Tabulka 6: Cytologické vySet Feni bronchoalveolarni tekutiny (BALTe) u

pacient i s astmatem a CHOPN

?°§t5}' Néavrat
. ecny BAL Makrofagy | Lymfocyty | Neutrofily | Eozinofily
Pocet | naviat | el utiny (%) (%) %) (%)

tekutiny (%)
Asthma bronchiale celkem 26 26 60,4 +10,2 759+14,2| 89+56 43+50 | 10,9+13.3
CHOPN celkem 35 29 |43,7+13,2 |81,2+185| 45+50 [13,1+184| 1,2%29
CHOPN L.st. 5 5 524+14 | 81,8+9,2 36+34 13,4 +8,0 1,2+ 1,3
CHOPN Il.st. 25 21 42,3+12,0 (825+206| 48+54 [11,9+204 0,9+2,6
CHOPN Ill.st. 5 3 445+16,1 | 74,0+£13,0| 6,0£3,0 |[150+150 5,0+£5,0
CHOPN se zlepSenim FEV ; 0 >12% za rok 5 4 50,2+9,4 [74,1+14,7 9,4+52 (12,8+10,5 3,7+49
CHOPN se zhorSenim FEV ; 0 >12% za rok 11 8 40,7+11,3 |858+11,0| 54+58 7,4+10,5 1,4+3.3
CHOPN se zmeénou FEV ; < 12% za rok 19 17 46,9+144 |79,1+215| 3,5+3,2 |16,8+22,0 0,7+0,9
CHOPN s 2 a vice exacerbacemi za rok 6 5 12,8 +9,8 81,9+13 6,5+35 |11,0+10,8 05+1,0
CHOPN s 0-1 exacerbaci za rok 29 24 p39+138 [81,0+195| 4,1+51 [135+196| 14+3,1
CHOPN s perzistujicim produktivnim kaSlem 14 13 |394+10,7| 77,7+24 | 3,1+3,0 [18,1+251 1,1+28
CHOPN bez perzistujiciho produktivniho kasSle | 21 16 |46,8+13,9(83,7+123| 56+5,8 9,3+9,2 14+29
CHOPN - aktivni ku Faci 10 9 45,1+128 | 89,9+8,2 4,8+57 3,6+4,38 1,7+3,1
CHOPN - neku faci a exku faci 25 20 43,2+13,3 |77,0+£20,5| 4,4+46 |17,6+20,6 1,0+2,7
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Navrat bronchoalveolarni tekutinyi AL byl signifikantné niZsi ve skupi&
s CHOPN ve srovnani se skupinou s astmatem, na@&tOPNcinil 43,7 = 13,2%,
u astmatu byl 60,4 + 10,2%, p = 0,000001. (Tab6lkabrazek 4).

Obrazek 4: Navrat bronchoalveolarni tekutiny (BALTe )
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Cytologické vySeaeni bronchoalveolarni tekutiny bylo provedeno uigrata, u nichz
byl navrat bronchoalveolarni tekutiny roven nebtsivnez 40% a celkovy pet
burgk v bronchoalveolarni tekutirbyl roven nebo vy$si nez 0,5X10uto
podminku splnili vSichni pacienti s astmatem, vBidtontrolni jedinci a 29 pacieint
s CHOPN. Pe&et pacieni v jednotlivych podskupinach CHOPN s dostatgn
navratem bronchoalveolarni tekutiny je uveden ulab6.

Mezi skupinou s CHOPN a astmatem byly signifikamtzidily v bugé¢ném profilu
bronchoalveolarni tekutiny. Diferencialnidad lymfocyti v BALTe byl vysSi ve
skupirg s astmatem (8,9 £ 5,6 vs. 4,5 + 5,0, p = 0,0a8)nsjako diferencialni

pocet eozinofiti (10,9 £ 13,3 vs. 1,2 + 2,9, p = 0,001). Naopalskepire s CHOPN

byl vy$Si diferencialni peget neutrofit (13,1 £ 18,4 vs. 4,3 £ 5,0, p = 0,02). (Tabulka
6, obrazek 5A, 5B).

Podskupina ktédkia s CHOPN nila v bronchoalveolarni tekutirsignifikantré vyssi
relativni diferencialni pget makrofag (89,9 £ 8,2 vs. 77,0 + 20,5, p = 0,03) ve
srovnani s podskupinou netélti a exkitaka s CHOPN. Relativni diferenciélni
pocet neutrofiti byl u kukaki s CHOPN nizSi nez u neldki a exkdiaki s CHOPN
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(3,6 £4,8vs. 17,6 £ 20,6, p = 0,013) pravdisledku vysSiho pau makrofag u
kuidki. To je patrno z absolutnich g6 burgk v BALTe, kde néli kuiaci s CHOPN
vy3si absolutni piet makrofag (2,29 + 1,54 x 10u kurékii s CHOPN vs. 0,62 +
0,66 x 16u nekuaki/exkuaki s CHOPN, p = 0,02), zatimco absolutnéfyo
neutrofili v BALTe se u obousthto skupin nelisily (0,084 + 0,132 x °10 kuraki

s CHOPN vs. 0,086 + 0,075 xl@nekuaki/exkiraki s CHOPN). (Tabulka 6,
obrazek 6).

Mezi jednotlivymi stadii CHOPN ani mezi dalSimi maipinami pacierits CHOPN
nebyly vyznamné rozdily v gech makrofad, lymfocyti, neutrofiki, eozinofil ani
v ndvratu bronchoalveolarni lavazni tekutiny.

Obrazek 5A: Vysledky cytologického vySet  feni bronchoalveolarni
tekutiny (BALTe)
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Obrazek 5B: Vysledky cytologického vySet
tekutiny (BALTe)

feni bronchoalveolarni
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Obrazek 6: Rozdily v cytologickém profilu bronchoal

veolarni tekutiny u

kuraka a neku raku (do skupiny neku Fakul jsou za Fazeni i exku Faci)
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4.4. Exprese mRNA MMP-2, MMP-9 a TIMP-1
v bronchoalveolarnich buikach

VySeteni exprese gémmetaloproteinaz MMP-2, MMP-9 a jejich inhibitordMP-1

na uarovni MRNA v bronchoalveolarnichitkéch bylo v ramci studie provedeno u 49
vzorki ze sledovaného souboru, kterélyrdostaténou burénost umoaujici

vySeteni (21 vzork pacienti s CHOPN, 12 vzorkpacieni s astmatem a 16 vzdrk

kontrolnich subjekt). Vysledky vySateni jsou shrnuty v tabulce 7.

Tabulka 7: Relativni exprese mRNA MMP-2, MMP-9 a TI

MP-1v

bronchoalveolarni tekutin & pacient i s astmatem a CHOPN

Pocet MMP-9 MMP-2 TIMP-1

exprese mMRNA exprese mRNA exprese mRNA

CHOPN celkem 21 0,106 + 0,140 0,066 + 0,064 3,635+ 4,385
Asthma bronchiale celkem 12 0,111 £ 0,110 0,113+0 ,128 2,327 £1,752
Zdravi kontrolni jedinci 16 0,022 £ 0,018 0,026 £+0 ,022 0,966 + 0,656
CHOPN L.st. 3 0,085 + 0,060 0,042 +0,016 1,848 £0,721
CHOPN Il.st. 15 0,092 +0,120 0,078 £0,070 3,024 + 3,242
CHOPN lll.st. 3 0,192 +0,229 0,032 +0,035 8,474 7,282
CHOPN se zlepSenim FEV ; 0 >12% za rok 3 0,293 +0,216 0,092 +0,080 1,177 £0,831
CHOPN se zhorSenim FEV ; 0 >12% za rok 6 0,021 +0,023 0,036 + 0,029 2,214 +1,286
CHOPN se zménou FEV ; £ 12% za rok 12 0,123 + 0,099 0,09 + 0,066 4,088 +5 ,326
CHOPN s 2 a vice exacerbacemi za rok 4 0,007 £0,00 8 0,022 £ 0,032 1,465 +1,028
CHOPN s 0-1 exacerbaci za rok 17 0,129 +0,146 0,07 7 +0,065 4,145 + 4,704
CHOPN s perzistujicim produktivnim kaSlem 9 0,044 + 0,065 0,045 + 0,063 5,567 + 6,028
CHOPN bez perzistujiciho produktivniho kasle 12 0,152 £ 0,162 0,083 + 0,059 2,185+1,221
CHOPN - aktivni ku Faci 9 0,065 0,110 0,05 £ 0,045 2,402 +1,208
CHOPN - neku faci a exku Faci 12 0,136 0,152 0,079 £0,072 4,559 + 5,528
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Vysledky relativni exprese mRNA u pacieni s CHOPN, astmatem a u
kontrolnich subjekti

Relativni exprese mMRNA MMP-9v bronchoalveolarnich lskach byla

signifikantré zvySena u pacietns CHOPN ve srovnani s kontrolni skupinou (0,106
+ 0,140 vs. 0,022 + 0,018, p = 0,01). Relativniresp mMRNA MMP-9 u pacieint

s bronchidlnim astmatem byla ra@Zrsignifikantré zvySena ve srovnani s kontrolni
skupinou (0,111 + 0,110 vs. 0,022 + 0,018, p = ,B&tom se signifikanta neliSila
relativni exprese mMRNA MMP-9 mezi skupinou pacientCHOPN a skupinou
pacienti s bronchialnim astmatem (tabulka 7, obrazek 7).

Relativni exprese mRNA MMP-2v bronchoalveolarnich lkach byla roviz
signifikantre zvySena u pacieits CHOPN ve srovnani s kontrolni skupinou (0,066
+ 0,064 vs. 0,026 £ 0,022, p = 0,01). Relativniresp mMRNA MMP-2 u pacieint

s bronchialnim astmatem byla r@zrsignifikantré zvySena ve srovnani s kontrolni
skupinou (0,113 + 0,128 vs. 0,026 = 0,022, p = 0,Bdtom se signifikanta neliSila
relativni exprese mMRNA MMP-2 mezi skupinou pacientCHOPN a skupinou
pacienti s bronchialnim astmatemigstoze pimérna hodnota u CHOPN byla nizsi
(p =0,27) (Viz tabulka 7, obrazek 8).

Relativni exprese mRNA TIMP-1v bronchoalveolarnich liikdch byla

signifikantre zvySena u paciefits CHOPN ve srovnani s kontrolni skupinou (3,635
+ 4,385 vs. 0,966 £ 0,656, p = 0,01). Relativhiresp mMRNA TIMP-1 u pacieint

s bronchialnim astmatem byla r@zrsignifikantr® zvySena ve srovnani s kontrolni
skupinou (2,327 + 1,752 vs. 0,966 * 0,656, p = )),B&lativni exprese mRNA
TIMP-1 ve skupig s CHOPN sice byla vysSi nez ve skypsnastmatem, rozdil vSak
nebyl signifikantni (p = 0,25). (Viz tabulka 7, ézek 9).

Vysledky relativni exprese mMRNA MMP-9, MMP-2 a TIMPv jednotlivych
podskupinach CHOPN rozlenych podle stadii CHOPN se vyznaimelisily.
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Obrazek 7: Relativni exprese mRNA MMP-9 v bronchoal

tekutin & pacient @ s CHOPN a astmatem

veolarni
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Obrazek 8: Relativni exprese mMRNA MMP-2 v bronchoal

tekutin & pacient 1 s CHOPN a astmatem
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Obrazek 9: Relativni exprese mRNA TIMP-1 v bronchoa
tekutin @ pacient it s CHOPN a astmatem

Iveolarni
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Vysledky relativni exprese mRNA v podskupinach paeinta s CHOPN

rozdélenych podlec¢etnosti exacerbaci

Pacienti s CHOPN, kieve dvou letech nasledujicich po bronchoskopiAs B
prodlali primérné 2 anebo vice exacerbaci za rokJilMiIMP-9 vyznamr nizsi nez
pacienti, kté& neprodlali Zadnou anebo preétali 1 exacerbaci za rok (0,01 £ 0,01

vs. 0,13 + 0,15, p = 0,004).

Pacienti s CHOPN, kieve dvou letech nasledujicich po bronchoskopiAs B
prodélali pramérné 2 anebo vice exacerbaci za rokjiraké MMP-2 vyznamaé
nizSi nez pacienti, kieneprodlali Zadnou anebo preétali 1 exacerbaci za rok (0,02

+ 0,03 vs. 0,08 0,06, p = 0,05).

Pacienti s CHOPN, kieproctlali pramérné 2 anebo vice exacerbaci za rokim
rovrez TIMP-1 vyznamg niZSi nez pacienti, kieneprodlali Zddnou anebo
procklali 1 exacerbaci za rok (1,46 + 1,03 vs. 4,15204p = 0,05).
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Obrazek 10: Relativni exprese mRNA MMP-9 a MMP-2 v
bronchoalveolarni tekutin & pacient 1 s CHOPN s riznou €etnosti
exacerbaci

Relativni exprese mRNA
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Obrazek 11: Relativni exprese mRNA TIMP-1 v broncho alveolarni
tekutin é pacient i s CHOPN s riznou €etnosti exacerbaci
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Vysledky relativni exprese mRNA v podskupinach paeinta s CHOPN
rozdélenych podle znény FEV v pribéhu ¢asu

Pacienti s CHOPN, u nichZlbem dvou let nasledujicich po bronchoskopii s BAL
doslo ke sniZzeni FEM vice nez 12% za rok,ansignifikantré nizsi expresi mRNA
MMP-9 nez pacienti, u nichZigtala hodnota FEMstejna anebo zénéna do 12% za
rok (0,02 + 0,02 vs. 0,12 + 0,10, p = 0,02). PatielCHOPN, u nichz doslo ke
zlepSeni FEY o0 vice nez 12%, #h jeSte vysSi expresi MMP-9 (0,29 + 0,22), rozdil
proti ostatnim podskupinam vsak nebyl statisticignamny.

Pacienti s CHOPN, u nichZlbem dvou let nasledujicich po bronchoskopii s BAL
doslo ke sniZzeni FEM vice nez 12% za rok,anexpresi mMRNA MMP-2

v praméru niZSi nez pacienti, u nichistala hodnota FEMstejna anebo zénéna do
12% za rok, rozdil vSak nebyl statisticky vyznant@y4 + 0,03 vs. 0,09 + 0,07, p =
0,11).

Exprese mRNA TIMP-1 naopak byla vyznaimizsi u pacierits CHOPN se
zlepSenim FEYo vice nez 12%, ve srovnani s pacienty senom FEV, rovnou
nebo mensi nez 12% (1,18 £ 0,83 vs. 4,09 + 5,330{94). Ritom se v3ak exprese
TIMP-1 vyznamg neliSila mezi pacienty, u nichZ doslo ke snizdeVEo vice nez
12% za rok, a pacienty s rozdilem FE@vnym nebo niz8§im nez 12%estoze
pramérna hodnota exprese TIMP-1 byla u paciesd snizenim FEMIZSI.

Obrazek 12: Relativni exprese mRNA MMP-9 v bronchoa  Iveolarni
tekutin & v podskupinach pacient G s CHOPN rozd élenych podle zm ény
FEV: v pribéhu ¢éasu
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Obrazek 13: Relativni exprese mRNA MMP-2 v bronchoa Iveolarni

tekutin é v podskupinach pacient G s CHOPN rozd élenych podle zm ény
FEV; v prubéhu €asu
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Obrazek 14: Relativni exprese mRNA TIMP-1 v broncho alveolarni
tekutin & v podskupinach pacient G s CHOPN rozd élenych podle zm ény
FEV; v prubéhu €asu
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4.5. Stanoveni koncentraci MMP-2, MMP-9, MMP-8,
TIMP-1 a TIMP-2 v bronchoalveolarni tekutin é metodou
LUMINEX

Stanoveni koncentraci metaloproteinaz MMP-2, MM#&}6jich inhibitofi TIMP-1,
TIMP-2 v bronchoalveolarni tekutirbylo provedeno u 87 vzoikze sledovaného
souboru (34 vzork pacient s CHOPN, 26 vzorkpacient s astmatem a 27 vzark
kontrolnich subjekt), koncentrace MMP-8 byla vy$eha u 51 vzork (16 vzorki
pacienfi s CHOPN, 17 vzorkpacienti s astmatem a 18 vzdarkontrolnich
subjekfi). Vysledky vySeteni jsou shrnuty v tabulce 8. VSechny hodnoty kotreei
MMP a TIMP jsou uvedeny v pg/ml.
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Tabulka 8: Koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1, TIMP-2

v bronchoalveolarni tekutin
TIMP-1 v bronchoalveolarni tekutin

é a hodnoty pom éru koncentraci MMP-9 /
é u pacient i s CHOPN a astmatem

| mwvpo | MMP-2| MMP8 | TIMP-1 | TIMP-2 | \uoomups
O | vBALTe (pg/ml) v BALTe v BALTe v BALTe v BALTe v BALTe
o (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
CHOPN celkem 34 | 14808 +13529 | 220+206 | 17559 +22389 | 4213 +3452 | 1626 + 1394 | 5,407 +6,944
Asthma 26 | 5939 +10676 | 247 +312 | 6744+ 16547 | 8467 +4034 | 1469 +805 | 0,396 + 0,661
bronchiale
Jze?jﬁ\é: kontrolni 27 | 2580+2956 | 128+60 | 1058+1857 |4025+4021 | 876 £347 | 1,374+1,623
CHOPN I.st. 5 | 17665+10342 |429+352 | 18203+ 11427 | 2084+701 | 1636 +586 | 8,282 + 4,088
CHOPN Il.st. 23 | 12098 +11423 |178+138 | 15283+ 21684 | 4518 + 3723 | 1576 + 1627 | 3,874 + 4,095
CHOPN IIl.st. 5 | 20489 +19647 |186+149 | 24501 + 30158 | 3433 + 1464 | 1667 +579 | 12,188+14,379
CHOPN se zlepSenim
FEV, 0 >19% 2o ok 5 | 17037 +13918 | 255+157 | 6356+0 | 4111+3728 | 1710 £391 | 9,957 + 13,449
CHOPN se zhorSenim | 1, | 13443112188 | 110+65 | 5102+5857 |4233+3595 | 1183 +747 | 4,07 +4,861
FEV; 0 >12% za rok
CHOPN se zménou 19 | 15806 +14002 | 320 + 244 | 18655 + 25684 | 3664 + 3269 | 2054 +1780 | 6,385 +4,2
FEV, £ 12% za rok
CHOPN s 2 a vice 6 | 12266+7627 | 103+12 | 7292+5224 |2504+1491 | 1201+ 658 | 6,379 + 5514
exacerbacemi za rok
CHOPN s 0-1 28 | 15353+14426 | 245 +219 | 22226 + 25436 | 4573 + 3655 | 1721 + 1493 | 5,191 + 7,205
exacerbaci za rok
CHOPN s chronickym
oroduktivaim kaglem 14 | 14007 + 13850 | 224 +254 | 22969 + 28282 | 4065 + 3399 | 1692 + 1939 | 4,705 + 4,676
CHOPN bez
chronického 20 | 15369 +13271 | 217 +164 | 13351 + 15117 | 4322 +3487 | 1578 +774 | 5925 +8,185
produktivniho kaSle
Eﬂgg“ - aktivni 10 | 9022 +11058 | 120+74 | 11397 + 16637 | 3652 +2039 | 1474 +924 | 4,116 5,477
CHOPN -nekufacia | 5 | 17919413732 | 261 +228 | 21257 + 24484 | 4424 + 3830 | 1684 + 1530 | 5,892 + 7,361

exku Faci

Koncentrace MMP-9 v bronchoalveolarni tekutérbyla signifikantg zvySena u
pacienti s CHOPN ve srovnani s kontrolni skupinou (14808%29 vs. 2580 +

2956, p = 0,00001). Zarokdyla koncentrace MMP-9 v BALTe byla signifikagtn

zvySena u pacietis CHOPN ve srovnani s astmatem (14808 + 13528939 +

10676, p = 0,007). Bmér koncentrace MMP-9 ve skugis astmatem byl sice vySSi
nez u kontrolni skupiny, rozdil vSak nebyl statisyi vyznamny. (Obrazek 15)

Koncentrace MMP-2 v bronchoalveolarni tekutérbyla signifikantg zvySena u
pacienti s CHOPN ve srovnani s kontrolni skupinou (220 & 2€. 128 + 60, p =
0,02). Koncentrace MMP-2 mezi skupinou s CHOPNtmatem se neliSila. Ve
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skupire s astmatem byl sicegmér MMP-2 vySSi neZ u kontrolni skupiny, rozdil
v3ak nebyl statisticky vyznamny. (Obrazek 16)

Koncentrace MMP-8 v bronchoalveolarni tekutérbyla signifikant@ zvySena u
pacientt s CHOPN ve srovnani s kontrolni skupinou (17522389 vs. 1058 +
1857, p = 0,01). Koncentrace MMP-8 ve sk@psrastmatem byla 6744 + 16547,
rozdily proti skupig s CHOPN ani s kontrolnimi subjekty nebyly sigréfikni.
(Obrazek 17)

Koncentrace TIMP-1 v bronchoalveolarni tekutérbyla signifikantg zvySena u
pacienti s astmatem ve srovnani s pacienty s CHOPN (848134 vs. 4213 + 3452,
p = 0,002) a také ve srovnani s kontrolnimi sulyj¢8467 + 4034 vs. 4025 + 4021, p
= 0,002). Fitom mezi skupinou s CHOPN a kontrolnimi subjeldykencentrace
TIMP-1 neliSily. (Obrazek 18)

Koncentrace TIMP-2 v bronchoalveolarni tekutérbyla signifikanti zvySena u
pacienfi s CHOPN ve srovnani s kontrolnimi subjekty (1626394 vs. 876 + 347, p
= 0,005). Ve skupiis astmatem byla koncentrace TIMP-2 r&vmvySena ve
srovnani s kontrolnimi subjekty (1469 + 805 vs. &7&47, p = 0,02). #itom mezi
skupinou s CHOPN a astmatem se koncentrace TIMyZ42amiE neliSily. (Obrazek
19)

Pomér koncentrace MMP-9 / TIMP-1 v bronchoalveolarni tekuténbyl

signifikantre zvySen u paciefits CHOPN ve srovnani s astmatem (5,407 + 6,944 vs.
0,396 + 0,661, p = 0,0003) i kontrolni skupinow(¥, + 6,944 vs. 1,374 £ 1,623, p =
0,003). Ritom rozdil mezi skupinou s astmatem a kontrolréobjekty byl roviz
statisticky vyznamny (p = 0,01). (Obrazek 20)

Obrazek 15: Koncentrace MMP-9 v bronchoalveolarnit ekutin @ u
pacient 1 s CHOPN a bronchialnim astmatem
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Obréazek 16: Koncentrace MMP-2 v bronchoalveolarnit ekutin @ u
pacient i s CHOPN a bronchialnim astmatem
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Obrazek 17: Koncentrace MMP-8 v bronchoalveolarnit  ekutin é u
pacient i s CHOPN a bronchialnim astmatem
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Obréazek 18: Koncentrace TIMP-1 v bronchoalveolarni  tekutin é u
pacient i s CHOPN a bronchialnim astmatem
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Obrazek 19: Koncentrace TIMP-2 v bronchoalveolarni  tekutin é u
pacient s CHOPN a bronchialnim astmatem
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Obrazek 20: Pom ér koncentraci MMP-9 / TIMP-1 v bronchoalveolarni

tekutin @ u pacient i s CHOPN a bronchialnim astmatem
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Koncentrace metaloproteinaz a jejich inhibitoni v BALTe u pacienti s CHOPN

v podskupinach rozdlenych podle stadia CHOPN

Koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1, TIMP-2 vdnchoalveolarni
tekuting a hodnoty porru koncentraci MMP-9 / TIMP-1 v bronchoalveolarni
tekuting u pacieni s CHOPN v podskupinach rasdnych podle stadia CHOPN jsou

uvedeny v tabulce 8 a na obrazku 21.

Koncentrace TIMP-1 v BALTe byla signifikaritivySsi u pacietitve 2. stadiu
CHOPN ve srovnani s 1. stadiem (4518 + 3723 vs4 20801, p = 0,01), ostatni

rozdily nebyly statisticky vyznamné.
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Obrazek 21: Koncentrace metaloproteinaz a jejich in  hibitor G
v bronchoalveolarni tekutin & podle stddia CHOPN
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Koncentrace metaloproteinaz a jejich inhibitoni v bronchoalveolarni tekutiné u
pacienti s CHOPN v podskupinach rozdlenych podleé¢etnosti exacerbaci

Koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1, TIMP-2 vdnchoalveolarni
tekutin® a hodnoty porru koncentraci MMP-9 / TIMP-1 v bronchoalveolarni
tekuting u pacieni s CHOPN v podskupinach ro#dnych podlesetnosti exacerbaci
jsou uvedeny v tabulce 8 a na obrazku 22.

Koncentrace MMP-2 v bronchoalveolarni tekgtiyla signifikanti vySsi u
pacienti, ktefi ve dvou letech nasledujicich po bronchoskopiAs Beprodlali
Zadnou nebo prathli 1 exacerbaci za rok ve srovnani s pacienty aevice
exacerbacemi za rok (245 + 219 vs. 103 + 12, 082),

Koncentrace TIMP-1 v bronchoalveolarni tekathyla signifikantg vysSi u
pacient, ktefi ve dvou letech nasledujicich po bronchoskopiAs Beprodilali
Zadnou nebo prathli 1 exacerbaci za rok ve srovnani s pacienty aevice
exacerbacemi za rok (4573 + 3655 vs. 2594 + 14&10/05).

Rozdily koncentraci MMP-9, MMP-8, TIMP-2 a péra MMP-9/TIMP-1
v bronchoalveolarni tekuténv podskupinach CHOPN rogénych podleetnosti
exacerbaci nebyly statisticky vyznamné.

Koncentrace metaloproteinaz a jejich inhibitoni v bronchoalveolarni tekutiné u
pacienti s CHOPN v podskupinach rozdlenych podle znény FEV; v priabéhu
casu

Koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1, TIMP-2 vdnchoalveolarni
tekuting a hodnoty porru koncentraci MMP-9 / TIMP-1 v bronchoalveolarni
tekuting u pacieni s CHOPN v podskupinach, razenych podle zreny FEV;

v pribéhu dvou let nasledujicich po bronchoskopii s BAoy uvedeny v tabulce 8
a na obrazku 23.

Koncentrace MMP-2 v BALTe byla signifikantmiZSi u pacierits poklesem FEV
0 vice nez 12% za rok ve srovnani s pacienty hgjmena FEV byla rovna nebo
nizsi nez 12% (119 + 65 vs. 320 + 244, p = 0,03).

Rozdily v koncentraci MMP-2 mezi ostatnimi podskwgmi a rozdily koncentrace
MMP-9, MMP-8, TIMP-1, TIMP-2 a pogtu MMP-9/TIMP-1 v bronchoalveolarni
tekuting v podskupinach CHOPN ro&énych podle zrny plicnich funkci nebyly
statisticky vyznamne.
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Obrazek 22: Koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1 , TIMP-2

v bronchoalveolarni tekutin & a hodnoty pom éru koncentraci MMP-9 a
TIMP-1 v bronchoalveolarni tekutin & u pacient i s CHOPN rozd élenych
podle €etnosti exacerbaci za rok
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Obrazek 23: Koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1 , TIMP-2

v bronchoalveolarni tekutin
TIMP-1 v bronchoalveolarni tekutin
podle zm ény FEV 1 v pribéhu ¢asu
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5. SOUHRNNE VYSLEDKY A DISKUZE

Studie se z&astnilo celkem 94 jediric ktefi tvorili t¥i skupiny. Skupina pacieint

s CHOPNitala 35 osob, skupina s bronchialnim astmateita @6 osob a 33 osoby
byly kontrolni jedinci. Skupinu paciens CHOPN bylo moZno roztit do

podskupin podle stadia nemoci, &my FEV; v pribéhu ¢asu,cetnosti exacerbaci a
kuractvi. V&tSina pacient s CHOPN byla ve druhém stadiu nemoci (25 osob),

v prvnim a tetim stadiu bylo shod@rpo 5 osobéach.

Ve studiich, které se zabyvaly vy&atim MMP pomoci BAL u CHOPN, byvalo
zarazeno obvykle 10-30 paciérd CHOPN a 3—-15 kontrolnich subjeéki91, 193,
194, 200, 201, 209, 211]. Skupina 35 padienCHOPN v nasem souboru je
ponerné velka a umoiuje srovnani se skupinou pacigstastmatem a kontrolnimi
subjekty zéazenymi do naSeho souboru. Také dovolujedend do podskupin
podle stadii tize CHOPN, ale také podlenych fenoty CHOPN, nagiklad do
podskupin siiznoucetnosti exacerbaci, 8anou rychlosti deklinace plicnich funkci
nebo s pitomnostici negitomnosti produktivniho kasle. Po r&iehi do takovych
podskupin je vSak et pacieni v nékterych podskupinach jiz natolik nizky, Ze
neumo#uje presné srovnani vysletlkmezi vSemi fenotypy, které se vyskytly

v nasem souboru.

V prab¢hu studie jsme sledovali zmy FEV; u pacieni s CHOPN a podle této
zmeny je zd&adili do i podskupin. Do podskupiny se zlepSenim Fivhe z#adili
pacienty s ptmérnym ra:nim zvySenim FEYo > 12%, do podskupiny se zhorSenim
FEV; byli zatazeni pacienti s fmérnym rainim snizenim FEVo > 12%, teti
podskupinu pak tvdi pacienti se pimérnou znénou FEV, < 12% za rok. K
zarazeni do podskupiny se zlepSenim nebo zhorSenim BEY nutné, aby doslo
k pramérné znén¢ FEV; 0 > 12% v pitbéhu kterychkoliv 12 po sabnasledujicich
mésial v doke trvani studie. Hodnota ziny FEV; na Urovni 12% byla procely této
studie zvolena tak, aby odpovidala hodnmiuzivané pro hodnoceni bronchialni
reverzibility [1]. Toto kritérium pouZzité v naSiustii je u pacient s CHOPN
ponerné prisné, v jinych studiich se obvykle pouzivaji niz8dnoty znény FEV;,
které odliSuji jednotlivé fenotypy CHOPN [32, 228hkto gisné zvolené kritérium
vSak umo#uje vy¢lenéni pacieni s CHOPN s vyraznou zmou plicnich funkci,
takZze do podskupiny se zlepSenim FE36u z&lereni pacientis CHOPN s velmi
dobrou reakci na terapii a naopak do podskupirghsesenim FEYjsou zdazeni
pacienti s CHOPN, u kterych navzdory terapii do¢kéazchlé deklinaci plicnich
funkci.

U vétSiny pacieni s CHOPN (19 paciefit byla ra:ni zména FEV, rovna nebo nizsi
nez 12%. Mezidmito pacienty byli 4 ktaci a 12 exkitaki, 7 pacieni

s produktivnim kaslem a zadnyeézhto pacient neprodlal vice nez 2 exacerbace za
rok. Celkem 11 paciefits CHOPN nilo rocni pokles FEY vysSi nez 12%, z nich 10
bylo ve druhém stadiu CHOPN a jeden ve 3. stadi®EN, bylo mezi nimi 5

kurakia a 3 exkwaci, 6 pacierit z této podskupiny o chronicky produktivni kasel

s expektoraci a 4 pacienti pgbali praimérné 2 ¢i vice exacerbaci za rok. Podskupinu
pacienti s CHOPN, u nichz doslo kdoimu zlepSeni FEMo vice nez 12%, twdo
pouze 5 jedini. VSichni nEli 2. stddium CHOPN, byli mezi nimi dva exiaci a
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pouze jeden kidk s produktivnim kaslem, ostatni byli bez kaSeea expektorace.
Dva z g@ti pacient: této podskupiny pradiali 2 ¢i vice exacerbaci za rok.

Produktivni kaSel, odpovidajici definici chronidi@nchitidy, se vyskytoval v
podskupir s rychlejSim poklesem plicnich funkci u 55% patfiepatimco

v podskupig s mensi zinou plicnich funkci jen u 37% pacién¥ podskupig se
zlepSenim plicnich funkci se produktivni kaSel wgekal pouze u jednoho pacienta
Z peti, zbyvajicictyii pacienti se zlepSenim plicnich funkci byli bégmnosti
chronické bronchitidy. Tyto vysledky sice mohou porbvat z&wr, Ze produktivni
kasSel mize do jisté miry predisponovat rychlejsi deklinalaenich funkci v piibéhu
¢asu u pacierits CHOPN, validita vysledkje vSak limitovana malym gtem
pacienti v podskupinach souboru. Vztahem chronického kagleklesu plicnich
funkci v pibéhu ¢asu se zabyva jen mélo studii. Pelkonen se spaopnéy @i
sledovani 1711 paciens CHOPN ve Finsku v fibchu 30 let zjistil nizSi hodnoty
FVC a FEM u pacieni s projevy chronické bronchitidy nez bez nich, &vsa
nesledoval vyvoj plicnich funkci v fib¢hu ¢asu [229]. Campbell se spolupracovniky
sledoval plicni funkce u 66 paciéra CHOPN Bhem 4 az 6 let a zjistil souvislosti
mezi jejich poklesem #dou jinych faktak, nezabyval se vSak produktivnim kaslem
a jeho vztahem na plicni funkce [230]. Sapey séugpacovniky v praci
publikované v roce 2010 zjistila, Ze polymorfismMiu$F-a je spojen s vySSim
vyskytem chronické bronchitidy a rychlejSim pokiasglicnich funkci v pitbéhu
¢asu [231]. Ve studii ECLIPSE, jejiz vysledky bylylgikovany ve druhé polovin
roku 2010 a ktera sledovala 2164 padiesiCHOPN vSech stadii, nebyl nalezen
vztah mezi produktivnim kasSlem a hodnotami plicrfighkci, studie se vSak
nezabyvala hodnocenim vztahu mezi produktivnimemad poklesem plicnich
funkci [32].

Mezi 14 pacienty s CHOPN s chronickym produktivikiasiem byli 4 pacienti
(28,6%) s fenotypersastjSich exacerbaci, tedy u nichz se vyskytl® exacerbace
za rok. Pacierits CHOPN bez chronického produktivniho kasle bgikem 21,

z nich dva (9,5%) pragdlalo > 2 exacerbace za rok. Vyskyt fenotypu CHOPN

s castjSimi exacerbacemi se tedy v naSem souboru vys&y®wastji mezi
pacienty s chronickou bronchitidou nez bez néskze se jedna o malyded

pacienti a vysledky jsou zatiZzeny statistickou chybou, mphaSe vysledky sdcit

pro souvislost fenotypu CHOPN:asgjSimi exacerbacemi a fenotypu CHOPN

s chronickou bronchitidou. K podobnym 2aun doSel Burgel, ktery sledoval
pacienty s CHOPN, z nichz 32Xk chronickou bronchitidu a 112 bylo bez
chronické bronchitidy. Pacienti s chronickou bratidbu n¢li pramérné 2,20
exacerbace za rok a u 55% z nich se vyskytly >2erkace za rok, zatimco pacienti
bez chronické bronchitidy prekhli pramérné 0,97 exacerbaci za rok a pouze u 22%
z nich se vyskytly >2 exacerbace za rok [232]. N&oye studii ECLIPSEetnost
exacerbaci sice vizstala s tizi CHOPN, avsak nijak se neliSila ve skupacieni s
produktivnim kaSlem a bezimo [32].

Fenotyp gasgjSimi exacerbacemi, tedy 2 a vice exacerbacenolkase v naSem
souboru vyskytl u 6 pacieins CHOPN. D¥ a vice exacerbaci za rok se

v podskupig 11 pacieni s rychlejSim poklesem plicnich funkci vyskytlytyi

osob, tedy u 36% pacigntzatimco mezi 19 pacienty s menSi¢mmu plicnich
funkci nebyl zadny pacients2 exacerbacemi za rok. To by mohl@dit pro vliv
exacerbaci na rychlost deklinace plicnich funk€@HOPN. V souladu s timto
zawrem jsou vysledkyidvejSich studii. Donaldson se spolupracovniky prokazal
behemctyiletého sledovani souboru 32 paciestCHOPN rychlejSi pokles plicnich
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funkci u pacient s ¢asgjSimi exacerbacemi. Pacienti, Ktprodlali v priméru vice
nez 2,9 exacerbace za rokélimo¢ni pokles FEY pramérné 40,1 ml za rok, zatimco
pacienti s nizstetnosti exacerbacidin pramérny roéni pokles FEVY 32,1 ml [233].
Kanner v ptibéhu 5 let trvajici studie, do nizizalil 5887 kiiaka s CHOPN,
prokazal rychlejSi pokles FE\WI kuraka, kteri meli vySSicetnost exacerbaci. U
kuraki, kteri prestali kotfit, ale Zadnou souvislost mezi deklinaci FEBE¢etnosti
exacerbaci nezaznamenal [234]. Naproti tomu sta@ielPSE sice prokazala vyssi
s cetrgjSimi exacerbacemi, ale rychlejSi deklinaci plitnfenkci v pfibéhu ¢asu u
pacienti s timto fenotypem neprokazala [235]. V rozporaSim vlastnim zé&vem

je skut&nost, Zze u dvou z&i pacienti s vyraznym zlepSenim plicnich funkcise
exacerbace za rok objevily také. Vydenim je Zejm¢ maly pdet pacieni

v podskupig se zlepSenim plicnich funkci, vysledky z této fogény jsou zatizeny
nédhodnou chybou a nedovolujfegrEjSi srovnani s ostatnimi podskupinami padient
s CHOPN.

Vysledky v naSem souboru ukazuji, Ze u padisn€HOPN je produktivni kaSel
castji spojen s rychlejSi deklinaci plicnich funkci ripéhu casu, dale Ze u fenotypu
castjSich exacerbaci roea ¢astji dochazi k rychlejSimu poklesu plicnich funkci
v pribéhu ¢asu. Ritom je v naSem souboru produktivni ka&as$€ji spojen s
fenotypemcastjSich exacerbaci.

Z 35 pacient s CHOPN v naSem souboru bylo 11 pacidBil,4%), u nichZ doSlo k
praimérnému zhorSeni FEM > 12% za rok. Zda se, Ze rychlejSi zhorSovéaonjah
funkci u CHOPN mze mit geneticky zaklad. Studie z r. 2009 prokgzada
polymorfismus genu kodujiciho interleukin-6 (IL-@liviiuje pokles plicnich funkci
u CHOPN. Nejvyraz§Si efekt byl zjis¢n pii jednonukleotidovém polymorfismu na
pozici 174 promotoru genu pro IL-6 vipact alely IL-6-174C, ktera byla spojena
s rychlym poklesem plicnich funkci viisehu 5-leté studie [236]. Mannino sledoval
pokles plicnich funkci v @ibéhu 3 let v rozs&hlé popuai studii, do nizZ bylo
zapojeno 15 536 osob veku 44 az 66 let, z nichz 3 451%¢lm CHOPN. Pémérny
pokles FEV v celém sledovaném soubafinil 62 ml rang, coz odpovidalo poklesu
0 1,5% re@n¢. Kvartil souboru s nejrychlejSim poklesem FEAUtdi ozn&ili jako
.rapid decliners", v této skupénbyl pokles FE\Y nejmért 0 2,7% a pimérny rocni
pokles FE\{ ¢inil 171 ml, coz odpovidalo poklesu o 4,7% protiwmi hodnat.
Pacienti s CHOPN, které Mannino ozitgako ,rapid decliners”, mili v jeho
souboru vyssi riziko umrti nez ostatni pacientidughém stadiu CHOPN byla jejich
mortalita 1,48 krat vysSi a ve 3.—4. stadiu 1,38 ky3SSi nez u paciens CHOPN

s pomalejSim poklesem plicnich funkci. [228]i. bdnoceni Manninovych zés
vSak je nutno brat v potaz skétest, Ze kritérium pro zazeni do skupiny ,rapid
decliners" v Mannino¥ studii neni pilis prisné, nebt do této skupiny dovoluje
zaradit cely kvartil celkoveé populace. Proto Manniradezlil mezi ,rapid decliners*”
také 20% zcela zdravych osob, 35% padiemt2. stadiu CHOPN a 51% pacigse
3.—4. stadiem CHOPN [228]. Naproti tomu kritériumolené v nasi praci,
odpovidajici pimérnému zhorSeni FEMb > 12% za rok, jeffsngjSi a dovoluje
osteji vyclenit skupinu paciefits CHOPN, u niz dosSlo ke klinicky vyznamné
deklinaci plicnich funkci.
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Pti provedeni bronchoskopie a bronchoalveolarni la&AL), kterou absolvovali
vSichni pacienti a vSechny kontrolni osobyazeené do naseho souboru, nedoslo ani
v jednom pipadt k zavaznym komplikacim. V souladu s literarnimug&&nostmi

jsme potvrdili, Ze bronchoskopie a BAL jsou relati\etrné metody, které Ize

pouzit k vySateni pacient s CHOPN a bronchialnim astmatem [64, 78, 79, B8], 8

U pacientt s CHOPN sefip provadni BAL setkavame se sniZzenou navratnosti
bronchoalveolarni tekutiny, coZie ovlivnit vysledky vyséeni. Literarni zdroje
uvadkji navrat bronchoalveolarni tekutiny u CHOPN v r@&zain10-40%, navratnost
je pritom tim menSi¢im vyrazrjSi je bronchialni obstrukcedm rozséhlejsi je
plicni emfyzém [68, 72, 73]. Také v naSi studii gspozorovali tendenci ke kolapsu
bronchi, které vedlo ke sniZzeni navratu bronchoalveol@iitiny a které bylo jen
casténg¢ ovlivnitelné technikou provedeni &pé aspirace bronchoalveolarni
tekutiny. Navrat bronchoalveolarni tekutiny u paties CHOPN byl signifikant#
niZsi ve srovnani s pacienty s bronchialnim astmate

Cytologické vySeaeni bronchoalveolarni tekutiny jsme provedli pouzéch
pacienti, u nichZ se poddo dosahnout navratu bronchoalveolarni tekutirespi
40% objemu instilované tekutiny a dostaté buricnosti s celkovym piem burk
> 0,5x10, protoZe ji niz8im navratu a niz$i b&mosti bronchoalveolarni tekutiny
je jeji hodnoceni nespolehlivé [64, 68]. Cytologicky/Seteni bronchoalveolarni
tekutiny jsme tedy mohli provést u vSech padienastmatem, u vSech paciestl.
stddiem CHOPN a u vSech kontrolnich subjeRro nedostat@y navrat nebo
bung¢nost bronchoalveolarni tekutiny nebylo cytologiekSeteni provedeno u 4
z 25 pacient s 2. stddiem CHOPN a u dvou &ipacienti se 3. stadiem CHOPN.

Zjistili jsme vyssi diferencialni get lymfocyti a vyrazg vyssi p@et eozinofiti v
bronchoalveolarni tekuténu pacieni s astmatem ve srovnéni s pacienty s CHOPN.
Naopak pacienti s CHOPNdatv bronchoalveolarni tekuténvyrazré vyssi
diferencialni poet neutrofiti. Tyto vysledky jsou statisticky vyznamné a odpayiid
znamym charakteristikdm obou nemoci [1, 2].

Podskupina kiaki s CHOPN v naSem souborila v bronchoalveolarni tekugin
signifikantre niZSi relativni diferencialni get neutrofiti nez skupina nekéaki a
exkurakia s CHOPN. Tento poémné neaekavany vysledek fize mit rgkolik
vyswtleni. Kuraci s CHOPN rdi v BALTe signifikantre vySSi relativni
diferencialni péet makrofag ve srovnani s nekéky a exkiaky s CHOPN, coz
odpovida znamym zkuSenostem [1]. Absolutrigtanakrofag v BALTe ngli
kuraci vyrazr vysSsi nez nekidci a exkici, zatimco absolutni pty neutrofia

v BALTe se u obougchto skupin neliSily. Relativni diferenciélni & neutrofifi
v BALTe u kuraki s CHOPN tedy mohl byt nizSi nez u neékki a exkdaka

s CHOPN pré¥ v diasledku vysSiho absolutnihodto makrofag u kukaki.

Jiné vys¥tleni naSich zjigini miZe souviset s dobou, kdy byla vykena posledni
cigareta ped bronchoskopii. Morrison ve své studii vy8eal bronchoalveolarni
tekutinu u 7 kiéka, ktefi kourili naposled 1 hodinufed bronchoskopii s BAL a
které oznail jako ,akutni kuraky*, dale u 8 kiaka, ktefi kourili naposled 12 hodin
pied bronchoskopii s BAL a u 7 nefélt. Podle dekavani zjistil, Ze kithci maji za
hodinu po vykoieni dvou cigaret relativni get neutrofifi v bronchoalveolarni
tekuting vySSi nez nekidci. AvSak kiaci, ktgi se po 12 hodin zdrzeli kéeni, neli
relativni p@et neutrofiti v bronchoalveolarni tekuémejenze signifikantnizsi nez
»=akutni kuraci“, ale dokonce nizsi nez ngki, byt tento rozdil nebyl signifikantni.
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Absolutni p@et neutrofifi v bronchoalveolarni tekuttru kuraka, kteti se po 12
hodin zdrzZeli koteni, byl sice vysSi neZz u nefaki, avSak rozdil nebyl signifikantni,
zatimco absolutni get neutrofiti v bronchoalveolarni tekutéru ,akutnich kiaki*
byl signifikantré vysSi nez u nekaka [237]. Pacienti — ki&ci v naSem souboru se
12 hodin ped bronchoskopii zdrzeli kéeni, to niize byt jednim z @vodi, prac

jsme u kiidki s CHOPN nezaznamenali zvySenétooneutrofifi

v bronchoalveolarni tekutin

Pacienti s CHOPN s chronickym produktivnim kaSledi mnaSem souboru

v praméru vySSi pdet neutrofifi v bronchoalveolarni tekuttmez pacienti bez
produktivniho kasle, rozdil vSak nebyl signifikantRacienti ve 3. stddiu CHOPN
meli v prameru vyssi relativni p&et neutrofiti a eozinofiti v bronchoalveolarni
tekutirg nez pacienti ve 2. stddiu CHOPN, rozdil vSak negyifikantni a kron
toho byl zatizen statistickou chyboti pnaléem p@tu pacient ve 3. stadiu CHOPN.
Pacienti s CHOPN, u nichz doSlo ke zlepSeni F&% 12% za rok, i sice

v praméru vySSi pdet eozinofiti v bronchoalveolarni tekuimez pacienti se
zhorSenim plicnich funkci nebo se&rou FEV 0< 12% za rok, coZ by mohlo
souviset s vyrazijSi odpowdi na I€bu, rozdil vSak nebyl signifikantni a krértoho
byl zatiZzen statistickou chybotii pnalém pd@tu pacieni se zlepSenim FEV
Pacienti s CHOPN s rychlejSim zhorSovanim plictiictkci a poklesem

FEV10 > 12% za rok ®&li vysSi relativni péet makrofag a nizsi relativni peet
neutrofili, rozdily proti ostatnim podskupinam vSak nebyétisticky vyznamné.
Mezi pacienty £etrgjSimi exacerbacemi CHOPN a pacienty BetzgjSich
exacerbaci nebyly rozdily v diferencialnimépoburek v bronchoalveolarni
tekuting.

VySeteni exprese gémmetaloproteinaz MMP-2, MMP-9 a jejich inhibitordMP-1

na uarovni MRNA v bronchoalveolarnichitkéch bylo v ramci nasi studie provedeno
u 49 vzork ze sledovaného souboru, kterélyrdostaténou burénost umo#ujici
vySeteni. Jednalo se o 21 vzargacienti s CHOPN, 12 vzorkpacient s astmatem
a 16 vzork kontrolnich subjeki.

Relativni exprese MMP-9 a MMP-2 byla u pacieatCHOPN i astmatem
signifikantre vysSi nez u kontrolnich subjékt¥itom exprese MMP-9 se mezi
skupinou s CHOPN a astmatem neliSila, zatimco egk&VIP-2 byla u CHOPN
nizsi nez u astmatu, avsak rozdil nedosahovalryastatistické vyznamnosti.
Podobr byla relativni exprese TIMP-1 u paciérs CHOPN i astmatem
signifikantre vySSi nez u kontrolnich subjékizarove byla exprese TIMP-1 vysSi u
CHOPN neZ u astmatu, rozdil vSak nebyl signifikarodobné vysledky v mensim
souboru jsme jiz idve publikovali [238].

NaSe vysledky jsou v souladu s literdrnimi Udajiglle nichz je exprese MMP-2 a
MMP-9 zvySena u pacieins CHOPN [174, 201, 203, 206] a astmatem [206 214,
215]. Hodnoty aktivity TIMP jsou viznych studiich odliSné. V indukovanym sputu
pacienti s CHOPN byla exprese TIMP-1 signifikaatvySSi nez u lehkého astmatu,
zatimco u&zkych astmatilk se hodnoty exprese TIMP-1 pohybovaly v Sirokém
rozmezi a rozdily nebyly signifikantni [208]. Naggdaopa&nému zavru dosla

studie, v niz byly hodnoty TIMP-1 v bronchoalveolidekutiré u pacieni

s CHOPN signifikant& nizSi nez u zdravych kaka a jeS€ vyrazreji nizsi ve
srovnani se zdravymi nekaky [209].
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Pacienti s CHOPN, kiepo zd&azeni do nasi studie prédli 2 nebo vice exacerbaci
za rok, néli vyznamre nizsi relativni expresi MMP-2, MMP-9 a také TIMPé&z
pacienti s CHOPN, ktéproctlali mére nez 2 exacerbace za rok. Ve vSetipgdech
byly rozdily statisticky vyznamné, nejvyragsi rozdil byl u MMP-9.

Pacienti s CHOPN a s rychlym poklesem plicnich @ink nichz doslo k poklesu
FEV1 0 > 12% za rok, #li vyznamre nizsi relativni expresi MMP-9 a
nesignifikant® nizsi relativni expresi MMP-2 neZz pacienti s CHO$8\Nzn¢nou
rovnou nebo mensi nez 12% za rok. Naopak pacieriepSenim FEMo > 12% za
rok meli relativni expresi MMP-9 vysSi nez pacienti s maknenou plicnich funkci
a vyrazi vysSi ve srovnani s pacienty se zhorSenim plichickci. Exprese MMP-2
se neliSila mezi skupinou se zlepSenim plicniclkdéiia skupinou ze zénou FEM
rovnou nebo mensi nez 12%.

NizSi relativni exprese MMP-9 a MMP-2 v naSem saulpedikovala vys&ietnost
exacerbaci a rychlejSi deklinaci plicnich funkgnibéhu ¢asu. Naopak vyssi
relativni exprese MMP-9 a MMP-2 predikovala nizketnost exacerbaci a
pomalejSi pokles nebo dokonce zlepSeni plicnickdium pribéhu ¢asu. Rozdily
mezi jednotlivymi skupinami fenotyppCHOPN v naSem soubortitom byly
vyrazrgjsi u MMP-9 nez u MMP-2.

Zjistené vysledky implikuji zagr, Ze nizSi relativni exprese MMP-9 a MMP-2i4a
byt predikci horSiho fibéhu CHOPN s vyS&ietnosti exacerbaci a rychlejsi
deklinaci plicnich funkci v gibéhu ¢asu. Vys¥tleni takoveho z&ru neni
exacerbace dochazi ke zvySeni koncentrace MMPeklagu TIMP-1 ve sputu
[212, 239]. Je vSak jen malo praci, které by sletiomnatrix-metaloproteinazy

v dychacich cestach ve stabilni fazi CHOPN a jejichna cetnost exacerbaci a
vyvoj plicnich funkci a celkovzhodnotily jejich schopnost predikovatipéh
onemocgni.

Donaldson v r. 2005 poprvé sledoval vliv #ndychacich cest ngetnost
exacerbaci a na rychlost poklesu plicnich funk€HOPN. Zjistil, Ze rychlejsi
pokles FEV v pribéhu ¢asu je spojen s vySSi koncentraci IL-6 ve sputySgim
poétem neutrofili a eozionofili ve sputu, zatimco vySSi §gt makrofag a
lymfocyta neovliviiuje deklinaci FEY [240]. Omachi zjistil asociaci mezi vysSi
hodnotou MMP-9 v plazia vysSicetnosti exacerbaci a rychlejSim zhorSenim
plicnich funkci u pacieits defektemu;-antitrypsinu [241]. PodokinHigashimoto
prokazal u dvanacti paciéns CHOPN s rychlym poklesem FEXA/ySené hodnoty
C-reaktivniho proteinu (CRP) a MMP-9 v séru, zatireéroveé hodnoty TNE;
TGFB, IL-6, IL-8, neutrofilni elastazy a fibrinogenuychlosti poklesu FEVhijak
nekorelovaly [242].

V fack praci byla popsana souvislost polymorfismutgeratrix-metaloproteinaz a
rychlosti zhorSovani plicnich funkci. Van Diemeistdj asociaci
jednonukleotidového polymorfismu gepro TIMP-1 a MMP-2 s rychlejSim
poklesem plicnich funkci u zdravé populace i u CNIOPodobna asociace nebyla
zjisténa pro polymorfismus gémpro MMP-1, MMP-9 a MMP-12 [243].iRom byla
zZjiSténa asociace jednonukleotidového polymorfismu gePVL2 a zlepSeni FEV
u ckti s astmatem i u do&lych kuraki. Tato alela genu pro MMP-12 by mohla
shiZzovat riziko vzniku CHOPN u do&gch kuraka [244]. V jiné prace byla zji8ha
asociace jednonukleotidového polymorfismu genuAid@M-33 (A disintegrin and
metalloproteinas@3) a rychlejSiho zhorSovani plicnich funkci u pati s CHOPN
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a astmatem, ale také u zdravé populace. Jednonigkiep polymorfismus genu pro
ADAM-33 tak miZe byt rizikovym faktorem pro vznik CHOPN [245].

Podskupina pacieins CHOPN s rychlejSim poklesem plicnich funkciytbdrsim
pribéhem nemoci, #la nejen signifikanté nizsi expresi MMP-9 a nesignifikartn
nizsi expresi MMP-2 nez podskupina sesaou FEV, < 12%, ale také nizsi
pramérny poner neutrofili v bronchoalveolarni tekutinve srovnani s podskupinou
se znénou FEM, < 12%, i kdyz rozdil nebyl signifikantni. Naopalkaip@rny poner
makrofag v bronchoalveolarni tekutirbyl v podskupi# s rychlejSim poklesem
plicnich funkci vysSi nez v podskupiee znénou FEV, < 12%, rozdil rovaz nebyl
signifikantni. V podskupinach&etrgjSimi a méw cetnymi exacerbacemi se hiwné
parametry zattu v bronchoalveolarni tekutirpodstatg neliSily.

NiZ8i exprese MMP-9 a MMP-2 v bronchoalveolarniohidach u pacierits
CHOPN s¢astjSimi exacerbacemi a u paciérs rychlejSim poklesem plicnich
funkci, kt&i navic maji nizsi gimeérny poner neutrofili v bronchoalveolarni
tekutirg, neni jednoznmg¢ vyswitlitelna. Snad mize byt zagicinéna vlivem
regulanich mechanisi které u pacieiits nejézSim pfibchem CHOPN vedou k
potlateni rekterych zastlivych mediatot.

Stanoveni koncentraci matrix-metaloproteinaz MMRARIP-9 a jejich inhibitoé
TIMP-1, TIMP-2 v bronchoalveolarni tekutifbylo provedeno u 87 vzaikze
sledovaného souboru. Jednalo se o 34 vzpdcient s CHOPN, 26 vzorkpacient
s astmatem a 27 vzarlkontrolnich subjekt Koncentrace MMP-8 byla vy&enha u
51 vzork, z toho u 16 vzorkpacient s CHOPN, 17 vzorkpacienti s astmatem a
18 vzorki kontrolnich subjekt

Koncentrace vSech vy$etanych matrix-metaloproteinaz byla u paciestCHOPN
signifikantre vysSi nez u kontrolni skupiny. Nejvyragsi rozdily byly u MMP-9,
jejiz koncentrace byla nejvyssi ve skuptnCHOPN, vyznamnnizsi ve skupié

s astmatem a nejnizsi v kontrolni skupirozdil mezi astmatem a kontrolnimi
subjekty vSak jiz nedosahoval statistické vyznartingencentrace MMP-2 a MMP-
8 byla rovigz nejvyssi ve skupins CHOPN, u astmatikbyla nizSi a v kontrolni
skupirg nejnizsi, statisticky vyznamny vSak byl rozdilankentracidchto matrix-
metaloproteindz pouze mezi skupinou s CHOPN a &britskupinou.

Koncentrace TIMP-1 byla nejvysSi ve skupgiastmatem. Skupina s CHOPN a
kontrolni skupina rély koncentraci TIMP-1 vyznammiZzSi a mezi sebou navzajem
se neliSily. Naproti tomu koncentrace TIMP-2 byl&si u CHOPN i astmatu, mezi
témito skupinami se vyznanmimeliSila, avSak u obogdhto skupin byla

signifikantre vysSi nez u kontrolni skupiny.

Poner koncentraci MMP-9/TIMP-1 vyjadje v bronchoalveolarni tekutirprevahu
metaloproteindz nad jejich inhibitory. Pénkoncentraci MMP-9/TIMP-1 v naSem
souboru byl nejvyssi ve skugis CHOPN, vyznamiinizSi u kontrolnich subjekta
nejnizsi ve skupis astmatem. Rozdily mezi vdemi skupinami dosalyosgdokého
stupre statistické vyznamnosti. Tyto vysledkyeskti o tom, Ze zatimco u CHOPN
jsou metaloproteinazy wevaze nad svymi inhibitory, naopak u bronchialniho
astmatu pevazuje TIMP-1 nad MMP-1, a to jédtyrazrgji nez u zdravych jedinc

NaSe vysledky jsou v souladu se zkuSenostmi pwdikgmi v literatie [206, 219,
225] a s¥dci pro to, Ze nerovnovaha systému matrix-metalopraiea jejich
inhibitord hraje roli v patogenezi CHOPN i bronchialniho atum VysSi
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koncentrace TIMP-1 a s tim spojené nizké hodnotgépe MMP-9/TIMP-1 u
astmatiki vedou k proliferaci myofibroblasta ke ztludini bazalni membrany [246,
247] a jsou spojeny s horSi odgdv na terapii inhakenimi kortikosteroidy [225], na
druhé straé vSak terapie inhataimi kortikosteroidy sama sniZuje pénmvMP-
9/TIMP-1 u astmatik a vede k redukci ztludti bazalni membrany, takze se zda, ze
pokles pordiru MMP-9/TIMP-1 zlepSuje remodelaci dychacich eeastmatik

[224].

Mezi jednotlivymi stadii CHOPN se koncentrace matrietaloproteinaz a jejich
inhibitora neliSily s vyjimkou TIMP-1, jehoz koncentrace vsitadiu CHOPN byla
vyznamt niz8i nez ve 2. stadiu CHOPN.

Pacienti s CHOPN, kieproctlali dvé a vice exacerbaci za rokghmizsi
koncentrace vSech vygevanych matrix-metaloproteinaz i jejich inhibitor

v bronchoalveolarni tekuténve srovnani s pacienty s 0—1 exacerbaci za rdlakav
pouze v pipadt MMP-2 s TIMP-1 byly rozdily mezimito podskupinami statisticky
vyznamne.

Pacienti s CHOPN, u nichZ doSlo ke zhorSeni plicifdnkci se snizenim

FEV10 > 12% za rok, &#i nizSi koncentraci MMP-2 a MMP-8 v bronchoalveoiia
tekutirg ve srovnani s pacienty, u nichZ bylagma FEM 0 < 12% za rok, avSak
pouze u MMP-2 byl tento rozdil statisticky vyznamainé vyznamné rozdily mezi
podskupinami roz&lenymi podle zminy FEV; v pribéhu ¢asu v naSem souboru
nebyly zjiSeny.

Niz§i koncentrace MMP-2 v bronchoalveolarni tekutirpacieni s CHOPN

s castjSimi exacerbacemi a rychlejSim poklesem plicnictk€i, steji jako nizsi
koncentrace TIMP-1 v bronchoalveolarni tekétinpacieni s CHOPN sasgjSimi
exacerbacemi nejsou jednozZnavyswitlitelné, podobg jako nizsi exprese MMP-9
a MMP-2 v bronchoalveolarnich fikach, ktera v naSem souboru ré¥ryla
spojena s horSim fiochem CHOPN. MoZnym vystlenim mohou byt regutai
mechanismy slozitého procesu patogeneze CHOPNehdZ psou matrix-
metaloproteinazy a jejich inhibitory zapojeny. daém gipact je otazkou, zda
nemohou Bkteré z regulénich mechanisinu pacieni s nejtzsim piibéhem
CHOPN vést k potkgeni rekterych zastlivych mediatod.
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6.ZAVER

Byla vypracovana metodika vy$ehi zagtu dychacich cest za pouziti
bronchoskopie a bronchoalveolarni lavaze. V raotobto projektu byla provedena
studie, do niz bylo zazeno 35 pacietits CHOPN, 26 pacieiits bronchialnim
astmatem a 33 kontrolnich jedinc

Zhodnoceni naseho souboru ukazuje, Ze u pacsee@HOPN je produktivni kaSel
castji spojen s rychlejsi deklinaci plicnich funkci ripéhu ¢asu, déle Ze u fenotypu
castjSich exacerbaci roen casgji dochazi k rychlejSimu poklesu plicnich funkci
v prab¢hu ¢asu. Bitom byl v naSem souboru produktivni ka&asgji spojen s
fenotypemcastjSich exacerbaci.

Zjistili jsme vySSi diferencialni pet lymfocyth a vyrazg vyssi p@et eozinofifi v
bronchoalveolarni tekuténu pacieni s astmatem ve srovnani s pacienty s CHOPN.
Naopak pacienti s CHOPNdav bronchoalveolarni tekuténvyrazre vyssi
diferencialni poet neutrofiti. Tyto vysledky byly statisticky vyznamné a odpalid
znamym charakteristikAm obou nemoci. Waki s CHOPN jsme zjistili vyznangn
vySSi p@et makrofag a nizsi relativni diferencialni pet neutrofiti.

Zjistili jsme zvySenou expresi MMP-9, MMP-2 a TIMPv bronchoalveolarnich
bunkadch u CHOPN i astmatu ve srovnani s kontrolnihing. Zjistili jsme, Ze
koncentrace MMP-9, MMP-2, MMP-8 a TIMP-2 byla v hohoalveolarni tekutiu
pacienti s CHOPN zvySena signifikarita u paciernit s astmatem nesignifikarine
srovnani s kontrolnimi subjekty. U pacigistastmatem byla vyznamavysena
koncentrace TIMP-1 v bronchoalveolarni tek&éte srovnani s pacienty s CHOPN i
s kontrolnimi subjekty. Potn MMP-9/TIMP-1 byl u pacierit s astmatem vyznamin
nizsi nez u kontrolnich jedidgcnaopak u pacietits CHOPN byl vyznamhvySSi nez
u kontrolnich jeding.

Zjistili jsme, Ze pacienti 8astjSimi exacerbacemi CHOPNaniZsi expresi
MRNA MMP-9, MMP-2 a TIMP-1 a niZSi koncentraci MMPa TIMP-1 nez
pacienti s méhcastymi exacerbacemi. Pacienti s CHOPN s rychlepgikiesem
FEV1 nmeli niz8i expresi mRNA MMP-9 a TIMP-1 a niZSi konteci MMP-2 nez
pacienti se zknou FEV1< 12% za rok. Zjiginé vysledky mohou znamenat, ze
niZsi relativni expreseskterych matrix-metaloproteinazirbe byt predikci horSiho
pribéhu CHOPN s vysS&ietnosti exacerbaci a rychlejsi deklinaci plicniahkei

v pribéhu ¢asu. Vys¥tleni takového zaru neni jednozraé. Roli mize hrat vliv
regul&nich mechanisinv procesu patogeneze CHOPN, @ébov jsou matrix-
metaloproteindzy a jejich inhibitory zapojeny.

Zjisteneé vysledky ukazuji, Zze matrix-metaloproteinazjrcieinhibitory a jejich
vzajemna rovnovaha hraji roli v patogenezi CHORManchidlniho astmatu. Nase
vysledky dale nazriaiji, Ze rekteré charakteristiky z&tu u rekterych fenotyg
CHOPN se mohou odliSovat a MMP a jejich inhibitamghou tyto rozdily odraZet.
Na provedenou studii bude navazovat dalSi vyzkuerykyuZzije vypracovanou
metodiku na ¥tSim souboru pacieita umozni pesrgjSi vySeteni charakteristik
bronchialniho z&tu u riznych fenoty CHOPN.
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7. ABSTRAKT

Invazivni endoskopické techniky v diagnostice zaita dychacich cest

Uvod: Chronicka obstrusni plicni nemoc (CHOPN) a astma bronchiale jsou
chronicka zaétliva onemocsni, postihujici pedevSim dychacich cesty. Z&anu
téchto nemoci majiiizné charakteristiky a jsou dominaéifpodmirgny riznymi
bunkami a mediatory. Matrix-metaloproteinazy (MMP)useelkou skupinou
protedz, které se uptatji v patogenezi z&tu dychacich cest u CHOPN a
bronchialniho astmatu. Bronchoskopie a bronchoddveblavaz (BAL) jsou
invazivnimi technikami, které umaaji piimé vySeteni zagtu v dychacich cestach.

Cil: Cilem této prace bylo vyhodnotit u CHOPN a broabitiho astmatu pomoci
imunologického vySéeni bronchoalveolarni tekutiny btimé parametry zatu
perifernich dychacich cest a alvieotxpresi mRNA #kterych matrix-
metaloproteinaz a jejich inhibitbv bronchoalveolarnich kikach, koncentraci
n¢kterych matrix-metaloproteinaz a jejich inhibiior bronchoalveolarni tekutimna
zZjistené parametry z&tu pak porovnat u CHOPN a bronchiélniho astmatu a
zhodnotit v zavislosti na tizi a&kterych fenotypech CHOPN.

Metodika: Z 94 subjeki za‘azenych do studie bylo 35 pacig@st CHOPN, 26
pacienti s bronchialnim astmatem a 33 kontrolnich jedliadny z paciefitnens
pied z@#azenim do studie inhalai 1&bu ani jinou terapii CHOPN nebo astmatu.
Pred zahajenim terapie byla kazdému pacientovi i V§amirolnim jediném
provedena flexibilni bronchoskopie v lokalni anesta bronchoalveolarni lavaz
(BAL). Bylo provedeno cytologické vydeni bronchoalveolarni tekutiny, stanoveni
relativni exprese mRNA MMP-2, MMP-9 a TIMP-1 v baohalveolarnich hikach

a zjiséni koncentrace MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1 a TIMP-2

v bronchoalveolarni tekuténV praibéhu nasledujicich dvou let byly u vSech padient
s CHOPN sledovany zny plicnich funkci a&etnost exacerbaci. Pacienti s CHOPN
pak byli rozaleni do podskupin se zlepSenim FEY> 12% za rok, se zZmou
FEV10< 12% za rok a se zhorSenim FRY> 12% za rok, dale do podskupiny

s castymi exacerbacemix2 za rok) a bezastych exacerbaci (0—-1 za rok) a dale do
podskupiny s chronickou bronchitidou a bez ni.

Vysledky: Ve skupirg s astmatem byl v bronchoalveolarni tek&iBALTe) vysSi
diferencialni poet eozinofiti (10,9 £ 13,3 vs. 1,2 + 2,9, p = 0,001) a lymfdc{&,9
+5,6 vs. 4,5+5,0, p=0,005) proti skupsmmCHOPN. Ve skupihs CHOPN byl
vysSi diferencialni pget neutrofih (13,1 + 18,4 vs. 4,3 £ 5,0, p = 0,02) ve srovnani
s astmatem. Podskupinarkis s CHOPN nila v BALTe vysSi relativni
diferencialni péet makrofag (89,9 + 8,2 vs. 77,0 + 20,5, p = 0,03) a nizSitreta
diferencialni pset neutrofit (3,6 £ 4,8 vs. 17,6 £ 20,6, p = 0,013) ve srovrgni
podskupinou nekiaki a exkdaki s CHOPN.

Exprese mMRNA MMP-9 u pacieghs CHOPN byla zvySena ve srovnéni s kontrolni
skupinou (0,106 + 0,140 vs. 0,022 + 0,018, p =,Pbdobg byla exprese mRNA
MMP-9 u pacieni s bronchialnim astmatem zvySena ve srovnani sdant
skupinou (0,111 + 0,110 vs. 0,022 + 0,018, p = ,B&tom se signifikant neliSila
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exprese MRNA MMP-9 mezi skupinou paciestCHOPN a skupinou paciérg
bronchialnim astmatem. Exprese mRNA MMP-2 u patisffEHOPN byla zvySena
ve srovnani s kontrolni skupinou (0,066 + 0,0640y826 + 0,022, p = 0,01).
Podobr byla exprese mMRNA MMP-2 u paciérg bronchialnim astmatem zvySena
ve srovnani s kontrolni skupinou (0,113 + 0,1280y826 + 0,022, p = 0,04)fiom
se signifikantg neliSila exprese mRNA MMP-2 mezi skupinou padienCHOPN a
skupinou pacierits bronchialnim astmatem. Exprese mRNA TIMP-1 uqudt s
CHOPN byla zvySena ve srovnani s kontrolni skupif3635 + 4,385 vs. 0,966 +
0,656, p = 0,01). Podobibyla exprese mMRNA MMP-2 u paciérg bronchialnim
astmatem zvySena ve srovnani s kontrolni skupiB@27 + 1,752 vs. 0,966 + 0,656,
p = 0,03). Exprese mRNA TIMP-1 ve skupism CHOPN sice byla vysSi nez ve
skupirg s astmatem, rozdil vSak nebyl signifikantni. Pattie CHOPN $ 2
exacerbacemi za rokdh nizsi expresi mMRNA MMP-9 (0,01 + 0,01 vs. 0,19A5,

p = 0,004), MMP-2 (0,02 £ 0,03 vs. 0,08 £ 0,06, §,85) a TIMP-1 (1,46 £+ 1,03 vs.
4,15 + 4,70, p = 0,05) nez pacienti s < 2 exacenma€HOPN za rok. Pacienti

s CHOPN se snizenim FEV1 o > 12% za roéj mizSi expresi mMRNA MMP-9
(0,02 £0,02 vs. 0,12 £ 0,10, p =0,02) a TIMP-1181+ 0,83 vs. 4,09 £+ 5,33, p =
0,04) nez pacienti se Zmou FEV1< 12% za rok.

Koncentrace MMP-¥ BALTe byla zvySena u pacians CHOPN ve srovnani

s kontrolni skupinou (14808 + 13529 vs. 2580 + 29566 0,00001) i s astmatem
(14808 + 13529 vs. 5939 + 10676, p = 0,007unk&r koncentrace MMP-9 ve
skupirg s astmatem byl sice vy3Si neZ u kontrolni skupiogglil vSak nebyl
statisticky vyznamny. Koncentrace MMP+BALTe byla zvySena u pacigns
CHOPN ve srovnani s kontrolni skupinou (220 + 266128 + 60, p = 0,02).
Koncentrace MMP-2 mezi skupinou s CHOPN a astmatmeliSila. Koncentrace
MMP-8 v BALTe byla zvySena u pacieans CHOPN ve srovnéni s kontrolni
skupinou (17559 + 22389 vs. 1058 + 1857, p = 0,Abhcentrace TIMP-1 BALTe
byla zvySena u pacieiht astmatem ve srovnani s pacienty s CHOPN (848¥34

vs. 4213 + 3452, p = 0,002) a také ve srovnaningr&atmimi subjekty (8467 + 4034
vs. 4025 + 4021, p = 0,002)iitdm mezi skupinou s CHOPN a kontrolnimi subjekty
se koncentrace TIMP-1 neliSily. Koncentrace TIMPRALTe byla zvySena u
pacientt s CHOPN ve srovnani s kontrolnimi subjekty (1626394 vs. 876 + 347, p
= 0,005). Ve skupiis astmatem byla koncentrace TIMP-2 r&vmvySena ve
srovnani s kontrolnimi subjekty (1469 + 805 vs. &7&47, p = 0,02). #itom mezi
skupinou s CHOPN a astmatem se koncentrace TIMy42amiE neliSily. Pongr
koncentrace MMP-9/TIMP-1 v BALTe byl zvySen u paities CHOPN ve srovnani
s astmatem (5,407 + 6,944 vs. 0,396 + 0,661, MBAR) i kontrolni skupinou (5,407
+6,944 vs. 1,374 + 1,623, p = 0,003jitén rozdil mezi skupinou s astmatem a
kontrolnimi subjekty byl row¥ statisticky vyznamny (p = 0,01). Koncentrace
TIMP-1 v BALTe byla signifikanta vysSi u pacieritve 2. stadiu CHOPN ve
srovnani s 1. stadiem (4518 + 3723 vs. 2084 + §310,01). Pacientis CHOPN s <
2 exacerbacemi za rokéthv BALTe vysSi koncentraci MMP-2 (245 + 219 vO3L
+12, p=0,002) a TIMP-1 (4573 = 3655 vs. 2594481, p = 0,05) nez pacientks

2 exacerbacemi CHOPN za rok. Pacienti s CHOPN igersim FEV1 o0 > 12% za
rok, meéli niz8i koncentraci MMP-2 v BALTe (119 £ 65 vs.(B2 244, p = 0,03) nez
pacienti se zgnou FEV1 o< 12% za rok.

Zavéry: Zjistili jsme zvysSenou expresi mMRNA MMP-9, MMP-ZTHVIP-1
v bronchoalveolarnich likach u pacierits CHOPN a bronchialnim astmatem ve
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srovnani se kontrolnimi jedinci, rozdily mezi exgire CHOPN a astmatu nebyly
signifikantni.

Zjistili jsme zvySenou koncentraci MMP-9, MMP-2, MMB a TIMP-2

v bronchoalveolarni tekutiu pacieni s CHOPN ve srovnani se zdravymi subjekty.
Koncentrace MMP-9 byla ve skugis CHOPN zvySena také proti skupin

s astmatem. Koncentrace TIMP-1 byla ve skéigimstmatem zvySena proti skupin
s CHOPN a takeé ve 2. stadiu CHOPN ve srovnansgtliem CHOPN. Pogn
koncentrace MMP-9/TIMP-1 byl ve skugis CHOPN vyznamhvysSi nez

v kontrolni skupig a ve skupit s astmatem naopak vyznagmizsi nez v kontrolni
skupire.

Pacientis CHOPN 3 2 exacerbacemi za rokémnizsi expresi mRNA MMP-9,
MMP-2 a TIMP-1 a nizsi koncentraci MMP-2 a TIMP-@zpacienti s < 2
exacerbacemi CHOPN za rok. Pacienti s CHOPN sesimzFEV1 o > 12% za rok

meéli niZSi expresi MRNA MMP-9 a TIMP-1 a nizSi kontecti MMP-2 neZ pacienti
se zménou FEVI< 12% za rok.

Zjisténé vysledky ukazuji, Ze matrix-metaloproteinazgjech inhibitory hraji roli

v patogenezi CHOPN a bronchialniho astmatu. NasSkedly dale nazriaiji, Ze
nékteré charakteristiky zé&tu u rekterych fenoty CHOPN se mohou odliSovat a
MMP a jejich inhibitory mohou tyto rozdily odrazétaSe vysledky dale vybizeji
k tomu, aby v budoucnu byl proveden rozsahlejSkugiz, ktery vyuzije
vypracovanou metodiku n&t$im souboru pacielia umozni pesrEjsSi vyseteni
charakteristik bronchialniho z&uo u iznych fenotyg CHOPN.

Kli ¢éova slova:Chronicka obstruni plicni nemoc (CHOPN), bronchialni astma,
bronchoalveolarni lavaz (BAL), bronchoalveolariiuina, matrix-metaloproteinazy
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8. SUMMARY

Invasive endoscopic techniques for diagnosing airwanflammation

Introduction: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD) aoddrial asthma
are chronic inflammatory diseases mainly affecthregairway. In these conditions,
inflammation has various characteristics and islpn@nantly conditioned by various
cells and mediators. Matrix metalloproteinases (MM a large group of proteases
involved in the pathogenesis of airway inflammatioiCOPD and bronchial asthma.
Bronchoscopy and bronchoalveolar lavage (BAL) avasive techniques used for
direct assessment of inflammation in the airways.

Objective: The study aimed at assessing cellular parametg@eripheral airway and
alveolar inflammation, expression of mRNA for cert®MPs and their inhibitors in
bronchoalveolar cells, and concentration of cemaiviPs and their inhibitors in the
bronchoalveolar fluid in COPD and bronchial asthmeng immunological assays, at
comparing the inflammatory parameters in COPD aonddhial asthma, and
assessing them depending on the severity and c@hanotypes of COPD.

Methods: A total of 94 subjects included in the study coisgal 35 COPD patients,
26 patients with bronchial asthma and 33 contfitgr to their inclusion in the
study, none of the patients received inhalatioarmther therapy for COPD or
asthma. Before the therapy was initiated, all pagi@nd controls underwent flexible
bronchoscopy under local anaesthesia and BAL. Tiag/ses included cytological
examination of the bronchoalveolar fluid, deternimra of relative expression of
MRNA for MMP-2, MMP-9 and TIMP-1 in bronchoalveoleglls and measurement
of MMP-2, MMP-9, MMP-8, TIMP-1 a TIMP-2 concentrati in the
bronchoalveolar fluid. In the subsequent two yealls<COPD patients were followed
for changes in pulmonary function and frequencgxacerbations. Then the COPD
patients were divided into the following subgroupgy; improved by > 12% per
year, FEV changed by 12% per year, and FE\deteriorated by > 12% per year;
with frequent exacerbations(2 per year) and without frequent exacerbationg (0—
per year); and with chronic bronchitis and witholtonic bronchitis.

Results: The asthma patients had higher eosinophil (10.9.31s. 1.2 £2.9,p =
0.001) and white blood cell (8.9 £ 5.6 vs. 4.5 &, % = 0.005) differential count in
the bronchoalveolar fluid (BALF) as compared witbge with COPD. The COPD
patients had higher neutrophil differential courdrt the asthma group (13.1 + 18.4
vs. 4.3 £5.0, p = 0.02). A subgroup of smokerqw@d©OPD had higher macrophage
(89.9£8.2vs. 77.0 £ 20.5, p = 0.03) and lowartraphil (3.6 + 4.8 vs. 17.6 + 20.6,
p = 0.013) relative differential count as compangith COPD non-smokers and ex-
smokers.

Expression of mMRNA for MMP-9 was increased in ti@RD patients as compared
with the controls (0.106 = 0.140 vs. 0.022 + 0.04&,0.01). Similarly, expression
of MRNA for MMP-9 was increased in the patientsdmatonchial asthma as
compared with the controls (0.111 + 0.110 vs. 0822018, p = 0.02). There was
no significant difference in MMP-9 mRNA expressiogtween the patients with
COPD and bronchial asthma. Expression of mRNA fMR2 was increased in the
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COPD patients as compared with the controls (0206®64 vs. 0.026 + 0.022, p =
0.01). Similarly, expression of mRNA for MMP-2 wiagreased in the patients with
bronchial asthma as compared with the controlsl@®+0.128 vs. 0.026 + 0.022, p =
0.04). There was no significant difference in MMPIRNA expression between the
patients with COPD and bronchial asthma. ExpressionRNA for TIMP-1 was
increased in the COPD patients as compared withdhgols (3.635 *+ 4.385 vs.
0.966 + 0.656, p = 0.01). Similarly, expressiomd®NA for TIMP-1 was increased
in the patients with bronchial asthma as companéu the controls (2.327 £ 1.752
vs. 0.966 + 0.656, p = 0.03). Although expressibmBNA for TIMP-1 was higher

in the COPD group than in the asthma group, tHergifice was not statistically
significant. The COPD patients with2 exacerbations per year had lower expression
of MRNA for MMP-9 (0.01 + 0.01 vs. 0.13 + 0.15, ©:804), MMP-2 (0.02 £ 0.03
vs. 0.08 £ 0.06, p = 0.05) and TIMP-1 (1.46 = 1v834.15 £ 4.70, p = 0.05) than
patients with < 2 exacerbations per year. The CQ&tiznts with FEY decreased by
> 12% per year had lower expression of mMRNA for MRIFD.02 + 0.02 vs. 0.12 £
0.10, p =0.02) and TIMP-1 (1.18 + 0.83 vs. 4.08.33, p = 0.04) than those with
FEV; changed by 12% per year.

Concentration of MMP-9 in the BALF was increasedhe COPD patients as
compared with both the controls (14,808 + 13,522ys80 + 2,956, p = 0.00001)
and asthma patients (14,808 * 13,529 vs. 5,9396780p = 0.007). Although the
mean MMP-9 concentration was higher in the asthrnagthan in the controls, the
difference was not statistically significant. Contration of MMP-2 in the BALF

was increased in the COPD patients as comparedhétbontrols (220 + 206 vs.

128 =+ 60, p = 0.02). There was no difference in MRIBoncentration between the
COPD and asthma groups. Concentration of MMP-8@BALF was increased in
the COPD patients as compared with the control$8Br+ 22,389 vs. 1,058 +

1,857, p = 0.01). Concentration of TIMP-1 in thelBAwas increased in the asthma
patients as compared with the COPD patients (846034 vs. 4,213 + 3,452, p =
0.002) and the controls (8,467 + 4,034 vs. 4,025021, p = 0.002). There was no
difference in TIMP-1 concentration between the CCHPid control groups.
Concentration of TIMP-2 in the BALF was increasedhe COPD patients as
compared with the controls (1,626 + 1,394 vs. 873Z, p = 0.005). In the group
with asthma, TIMP-2 concentration was also incréasecompared with the controls
(1,469 + 805 vs. 876 + 347, p = 0.02). There wasigoificant difference in TIMP-2
concentration between the COPD and asthma groingsMMP-9/TIMP-1
concentration in the BALF ratio was increased mm@OPD patients as compared
with both the asthma patients (5.407 + 6.944 \89®=+ 0.661, p = 0.0003) and
controls (5.407 £6.944 vs. 1.374 + 1.623, p = B)0OUhe difference between the
asthma patients and controls was also statistisalyificant (p = 0.01).
Concentration of TIMP-1 in the BALF was significgnhigher in patients with stage
2 COPD than in those with stage 1 disease (4,53,823 vs. 2,084 = 701, p = 0.01).
The COPD patients with < 2 exacerbations per yadriigher BALF concentration
of MMP-2 (245 + 219 vs. 103 + 12, p = 0.002) ant1Pt1 (4,573 * 3,655 vs. 2,594
+ 1,491, p = 0.05) than patients witt2 exacerbations per year. The COPD patients
with FEV; decreased by > 12% per year had lower BALF conagoh of MMP-2
than those with FEMchanged by 12% per year (119 + 65 vs. 320 + 244, p = 0.03).

Conclusions:The patients with COPD and bronchial asthma wewed to have
increased expression of MRNA for MMP-9, MMP-2 antfiP-1 in bronchoalveolar
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cells as compared with the healthy individualshviite difference in expression
between COPD and asthma being non-significant.

The patients with COPD were found to have increasedentration of MMP-9,
MMP-2, MMP-8 and TIMP-1 in the bronchoalveolar ias compared with the
healthy subjects. Concentration of MMP-9 was highéhe COPD group than in the
asthma group. Concentration of TIMP-1 was increasedde asthma group as
compared with the COPD group and also in stage R[T@&s compared with stage 1
of the disease. The MMP-9/TIMP-1 concentrationoratas significantly higher in
the COPD group than in the controls but signifibaltwer in the asthma patients
than in the controls.

The COPD patients with 2 exacerbations per year had lower expressionRi¥l A
for MMP-9, MMP-2 and TIMP-1 as well as lower MMPaad TIMP-1

concentration than patients with < 2 exacerbatparsyear. The COPD patients with
FEV; decreased by > 12% per year had lower expres$imiRdIA for MMP-9 and
TIMP-1 as well as lower MMP-2 concentration thaos with FE\ changed by
12% per year.

The results show that matrix metalloproteinasestheid inhibitors play a role in the
pathogenesis of COPD and bronchial asthma. Moretweresults suggest that there
might be a difference in certain inflammatory cludesaistics in some COPD
phenotypes, and that MMP and their inhibitors neflect the difference. A larger
study should be carried out in the future, usirgahove methods to study a larger
group of patients to provide more precise assessofi¢he characteristics of
bronchial inflammation in various COPD phenotypes.

Key words: Chronic obstructive pulmonary disease (COPD), bn@i@asthma,
bronchoalveolar lavage (BAL), bronchoalveolar lax#igid, matrix
metalloproteinases
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9. PREHLED ZKRATEK

ADAM
ATS
BAL
BALTe
BKT
ce”
CCL5
CCL11
CCR1

CCR2
CD4+
CD8+
CRP
CXCL1
CXCR2
CXCR3
CIPA
COPN
ECLIPSE

EGF
EGFR

ENA-78
EKG
ERS
EUR
FEV1
FGF
FVC

A disintegrin and metalloproteinase domain
American Thoracic Society (Americka hrudnilgpoost)
Bronchoalveolarni lavaz

Bronchoalveolarni tekutina

Bronchokonstrikni test

Dvojmocny ion vapniku

Chemokin CCL5, ozgavany téZ jako RANTES
Chemokin CCL11, oznavany téz jako Eotaxin

Receptor pro chemokin MIR:-{macrophage inflammatory protein-
la)

Receptor pro chemokin MCP-1 (monocyte chétramaant protein-1)
CD4+ receptor pomahajicich (helper) T-lynytdc

CD8+ receptor cytotoxickych T-lymfodiyt

C reaktivni protein

Chemokin CXCL1 (GR@, Growth regulated oncogerng-
Receptor pro chemokin Growth regulated onoegeg(CXCL2)
Receptor pro chemokin Cytokine responsiveege) (CXCL9)
Ceska iniciativa pro astma

Ceské obanské sdruzeni proti chronické obstmikplicni nemoci
Evaluation of COPD Longitudinally to IddgtiPredictive Surrogate
Endpoints (n4zev studie)

Epidermal Growth Factor (epidermaliistovy faktor)

Epidermal Growth Factor Receptor (receptorgmidermalniistovy
faktor)

Epithelial Cell-Derived Neutrophil-ActivatinPeptide-78 (CXCL5)
Elektrokardiografie, elektrokardiogram

European Respiratory Society (Evropska rasygispol€nost)

Euro (ndna)

Objem vzduchu vydechnuty za prvni sekundu usétanvydechu
Fibroblast Growth Factoristovy faktor fibroblast)

Usilovna vitalni kapacita plic, vitalni kaptcii usilovném vydechu
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FEV./FVC
g

GINA
GM-CSF

GOLD

GRO,
CHOPN
HR CT

[FN-y
IgE
IGF

IL-1 az IL-18

IL-6-174C

IPF
kDa
LTB4
LTC4
LTD4
LTE4
MCP-1
MIP
ng

ml

mm
mmHg
MRNA

Pomér FEV; a FVC

Gravita&ni zrychleni (9,8 m:9, jednotka odsedivého zrychlenii
centrifugaci

Global Initiative for Asthma (Globalni inidi@a pro astma)

Granulocyte-macrophage colony stimulatirggda(faktor stimulujici
granulocyty-makrofagy)

Global Initiative for Chronic Obstructive Luigjsease (Globalni
inciativa pro CHOPN)

Growth-Regulated Oncogereg{CXCL1)
Chronicka obstrghki plicni nemoc

Vypaetni tomografie s vysokym rozliSenim (High Resalnti
Computed Tomography)

Interferony

Imunoglobulin E

Insulin-like Growth Factor, inzulinu podobnistovy faktor
Interleukin-1 az interleukin-18

Alela i jednonukleotidovém polymorfismu na pozici 174 ipiatoru
genu pro IL-6

Idiopaticka plicni fibroza

kilodalton

Leukotrien B4

Leukotrien C4

Leukotrien D4

Leukotrien E4

Monocyte Chemoattractant Protein-1 (CCL2)
Macrophage Inflammatory Protein
mikrogram

mililitr

milimetr

milimetr rte'ového sloupce, jednotka tlaku
Messengerova ribonukleova kyselina

MMP-1 aZ 25 Matrix-metaloproteinaza-1 az 25

MT-MMP
NF-xB

NHLBI

Membranové metaloproteinazy (Membrane-typetatioproteinases)

Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer oheaated B cells
(proteinovy komplex kontrolujici transkripci deokyonukleové
kyseliny)

National Heart, Lung, and Blood Institute (fdéni institut pro srdce,
plice a krev)
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p
PDGF

pg/mi
PGD5

pH
pro-MMP
pro-TNF-u
PSMB2

RANTES
RASI-1

RT-PCR
SCF
SD

Tcl
TGF
TGF
Th2

TIMP-1az 4

TNF-a
usbD
VEGF

WHO
zn?t

p-value, hladina vyznamnosti

Platelet-Derived Growth Factor, désbivy raistovy faktor

pikogram na mililitr

Prostaglandin D5

potential of hydrogen (vodikovy exponent, nacadity ¢i zasaditosti)
Inaktivni proenzymy matrix-metaloproteinaz

Prekurzor pro Tumor necrosis factor-

Proteasome, typ beta 2 (reférdrgen pouzivany pro komparativni
kvantifikaci)

Chemokin CCL5 (Regulated upon Activationridal T-cell
Expressed, and Secreted)

Rheumatoid arthritis synovium inflammed-tgrsi ozné&eni pro
MMP-19

Reverzhtranskriptdzova polymerazoy@igzova reakce

Stem Cell Factor

Smérodatna odchylka (standard deviation)

Subtyp cytotoxickych CD8+ lymfoayt

Transforming Growth Factar{transformujici tistovy faktorer)
Transforming Growth Factd¥{transformujici istovy faktorg )
Subtyp pomahajicich CD4+ lymfoayhelper)

Tissue inhibitor of metalloproteinadeaz 4 (tk&ovy inhibitor
metaloproteinaz)

Tumor Necrosis Factar{tumor nekrotizujici faktor)
Americky dolar (réna)

Vascular-Endothelial Growth Factor (vaskularigtovy endotelovy
faktor)

World Health Organization (8wva zdravotnické organizace)

dvojmocny ion zinku
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