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Asthma bronchiale patii mezi onemocnéni postihujici vyznamnou ¢ast celosvétoveé
populace. Je nejcastéj$i chronickou nemoci détského veéku a predstavuje
nezanedbatelnou medicinskou, socidlni 1 ekonomickou zatéz pro nemocného, jeho
rodinu, ale i pro celou spolecnost. (25)

Na svéteé je dnes asi 300 milioni astmatikli. Toto onemocnéni se vyskytuje
ve vSech oblastech svéta, Castéjsi je v zemich ekonomicky vice rozvinutych. V Evropé
a Spojenych statech je prevalence astmatu 5-10 %, u déti 10-15 %. Celkova prevalence
astmatu v CR se pohybuje kolem 8 %, u déti je vyssi, 12-15 %. Diagnoza astmatu je
véak ivCR vpraxi lékaii stale podhodnocovana. Odhaduje se, Ze je u nas
nediagnostikovano cca 250 000-350 000 astmatikd. (25)

Dvé¢ tretiny vSech diagnostikovanych pifipadi astmatu spadaji do détského véku
a do puberty. V détstvi pfevazuje vyskyt astmatu u chlapci (téméf 2:1 k divkam), ustup
priznakl po puberté se pak pozoruje rovnéz Castéji u chlapcii, zejména pii negativni
anamnéze atopie. V puberté se pomér pohlavi vyrovnava a ve véku nad 40 let vyznamné
pfevazuji Zeny. Vliv Zenskych pohlavnich hormonli naznacuje Casto pozorovana
exacerbace obtizi pted menstruaci nebo v jejim pribéhu (premenstrualni astma). U Zen
se také udava vyssi mortalita zvIasté v souvislosti s vyssi incidenci astmatu s rychlym
a nepredvidatelnym néastupem zhorseni. (25)

Prevalence astmatu se v riiznych ¢astech svéta podstatné 1isi, vyssi je na severni
a zapadni polokouli, ovSem s vyjimkou Australie (11,9 % v Melbourne), Nového
Zg¢landu a Brazilie, kde vyskyt odpovidd Severni Americe. Tradi¢né se uvadi mizivy
vyskyt mezi Eskymaky v kontrastu s Karolinami ¢i Maledivami, kde je postiZzena
polovina celkové populace. Vyskyt se vyrazné 1isi 1 v rdmci jedné oblasti, prevalence
na ostrovech Papua — Nova Guinea, které jsou v blizkosti Karolin, je také prakticky
nulova. (25)

Astma postihuje piislusniky vSech ras a o vyskytu rozhoduji mnohem vice faktory
prostiedi nez faktory genetické. Vyskyt astmatu je spojovan s fadou rizikovych faktord,
mezi které patii napt. koufeni tabaku, expozice alergentim, znecisténé ovdusi, anamnéza
alergie ¢i astmatu v rodin¢ atd. (25)

Vzhledem ktomu, Ze asthma bronchiale je pomérné casté onemocnéni, jak
v dospélé, tak v detské populaci, je potieba stale vyvijet novou lécbu. Pokrok
ve farmacii a v medicin€ je vSak do zna¢né miry zavisly na experimentech provadénych
na zviratech. Experimenty in vivo zde maji stale nezastupitelnou roli, nebot’ ve srovnani

s pokusy in vitro nebo pokusy na izolovanych organech poskytuji moznost zapojeni



komplexu reakci a fyziologickych regulaci v rdmci celého organizmu. Zvlast patrny je
jejich vyznam pfi ovéfovani ucinku potencidlnich 1€ékd. Zékladnim predpokladem
pro ovéfeni zkoumané hypotézy jsou vhodné zvoleny model a uspotfadani pokusu,
zajisténi definovanych podminek (véetné zvifat ze standardniho chovu), vybér fadné
propracované metodiky, standardni provadéni pokusu, vCetné pouziti negativni a/nebo
pozitivni kontroly a spravné vyhodnoceni a interpretace vysledkl. K experimentalnim
ucelim se dnes uziva mnoho zivocisnych druhti, zejména vSak mysi, potkand, morcat,
kralikd, opic, psu, ovci atd. (21) Problém pfedstavuje znaéna ekonomicka naro¢nost
téchto experimentl a také etické hledisko prace se zviraty. Vyzkumny pracovnik musi
vzdy hledét na zvife jako na Zivého tvora a fidit se zakladnimi etickymi pravidly
pro praci se zvitaty, pfedevsim koncepci 3R. VSechny pokusy na zvifatech provadéné
na Farmaceutické fakulté probihaji az po schvaleni etickou komisi. (29)

Tato rigorozni prace navazuje na moji praci diplomovou a v mnoha bodech z ni
také vychdzi. Jejim cilem byla dal$i optimalizace modelu alergického astmatu
u potkana.

Cil prace:

1. Pomoci stanoveni poc¢tu bunék v bronchoalveolarni lavazi zjistit u potkant
Wistar, ktery casovy interval (1 hodina nebo 24 hodin) je vhodnéjsi
pro hodnoceni zvoleného modelu astmatu.

2. Ve zjisténém vhodngj$im casovém intervalu provést srovnani potkantt Wistar
a potkani Brown Norway.

3. U potkanii Brown Norway zjistit dal$i parametry — hodnoty EPO a proteini
Vv bronchoalveolarni lavazi.

4. Ovéfit navozeni zkoumaného modelu u kazdého kmene srovnanim s kontrolni

skupinou nealergickych zvitat.



Il. TEORETICKA CAST



1. Patogeneze asthma bronchiale

Asthma bronchiale je definovéano jako chronické zanétlivé onemocnéni dychacich
cest, ve kterém hraje diilezitou ulohu fada bun¢k a jejich mediatorti. Chronicky zanét
zpusobuje s astmatem spojenou bronchialni hyperreaktivitu a opakované epizody
piskotii, dusnosti, kaSle, tihy na hrudi, zvlasté¢ v no¢nich nebo c¢asnych rannich
hodinach. Tyto epizody jsou obvykle spojeny s povsechnym, ale variabilnim zuzenim

dychacich cest, které je reverzibilni spontanné nebo pii 1écbé. (25)

1.1 Buiiky podilejici se na patogenezi asthma bronchiale

Na rozvoji patologické zanétlivé reakce u asthma bronchiale se podili fada bunék.
1. Eozinofily
Neutrofily
. Zirné buiiky (mastocyty)

2

3

4. T-lymfocyty
5. B-lymfocyty
6. Bazofily

7

. Monocyty/makrofagy

1. EOZINOFILY

Eozinofily maji jednozna¢nou tlohu v patogenezi chronického alergického zanétu.
Uvolnéné eozinofilni proteiny — napt. hlavni bazicky protein, eozinofilni kationicky
protein a produkty oxidaéniho metabolismu jsou zodpovédné za rozvoj zéanétu
a poskozuji epitel dychacich cest. (26)

Eozinofily patii mezi leukocyty obsahujici ervend hruba granula a dvojlalo¢né
jadro. Jejich velikost se pohybuje v rozmezi 12-17 um a v kostni dieni jsou zastoupeny
3,0-3,5 %. (26)

Obr. ¢. 1 Eozinofilni granulocyt. Pfevzato z www.med.univ-angers.fr
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Evoluce a fylogeneze eozinofilu

Je pravdépodobné, ze evoluce eozinofili byla zahajena pted 100 miliony let, pfesto
vSak vyzkumné prace na téchto krevnich bunkach byly zahajeny az v roce 1988. (26)

Nejsou zadné zpravy o pritomnosti krevnich bunék typu eozinofilti u fosilnich
organismt, ale eozinofily byly prokadzany u mladsich forem ¢asnych obratlovcli vyjma
slizovek. U nékterych primat, mezi které patii 1 Cloveék, byly prokazany dva geny
pro tvorbu proteint eozinofilnich granul EDN a ECP, kjejichz duplikaci
pravdépodobné doslo pied 25-40 miliony let. (26)

V roce 1956 Undritz, ktery pracoval v belgickém Kongu, prvni zjistil, Ze eozinofily
nékterych zvifecich druhtt — kocéek, hyen, okapi a nosorozcti — neobsahuji EPO.
Neptitomnost krystaloidniho jadra v eozinofilech je dokonce spole¢nym znakem vyse

uvedenych zvitat. (26)

Zivotni cyklus eozinofild

Vétsina z celkového poctu eozinofilii v organismu se nachazi v tkanich, a to
i tehdy, kdyZ jejich pocet v periferni krvi neni vysoky. Lze proto piedpokladat, ze
tkanové eozinofily prezivaji déle. Neni vSak znamo, jak dlouho v tkdnich piezivaji,
ackoliv se da predpokladat, ze zde mohou setrvavat n¢kolik dnt az tydnt. (26)

V kostni dfeni zdravého dospélého Cloveka je 3,0-3,5 % eozinofild. Vyplavovaci
¢as eozinofilll (tzn. ¢as od konce posledniho bunééného déleni do jejich objeveni se
Vv perifernim fecisti) je u zdravych jedinci 2,5 dne. Primérny obrat eozinofili je
0,22x10° bundk za den a priméma doba zrani eozinofili v kostni dfeni a jejich
skladovani je 103 hodin. (26)

Polocas Zivota eozinofill v perifernim fecisti u zdravych lidi je 18+2,1 hodiny
(u eozinofilie je vyrazn¢ prodlouzen) a primérna doba ob&hu je 2643 hodiny, ta je
stejna jako u neutrofilt. (26)

Bezpatogenni zvifata nemaji Zadné eozinofily v perifernim fecisti a je velmi
obtizné je prokéazat v tkanich. NejcastéjSim mistem, kde se nachazeji lidské eozinofily
jsou cylindrické povrchové epitely, které jsou vystaveny negativnim vliviim zivotniho

prostiedi. (26)
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Mechanismus vzniku eozinofilie

Eozinofilii a akumulaci eozinofili v tkdnich vyvolavaji zévazné choroby —
alergické nemoci, parazitarni infekce a nadorova onemocnéni. Definujeme ji jako
zvyseni absolutniho poctu eozinofilii a podle toho ji také rozliSujeme na:

> lehkou

» stiedni

» zévaznou
Je dulezité si uvédomit, ze eozinofilie:

v je pod kontrolou T-lymfocyti

v znamena izolované zvySeni potu eozinofilii nezavislé na vzestupu poctu jinych

leukocytt

v’ byla prokdzana jen u omezeného poCtu chorob, coz signalizuje, Ze imunitni

systém je schopny odlisit jednotlivé antigeny od zmén celku, které nevyvolavaji
eozinofilii.

Vyvoj eozinofili v kostni dieni z pluripotentnich kmenovych bun¢k a jejich
naslednou diferenciaci reguluji GM-CSF, IL-3 a IL-5. Migrace eozinofili z krevniho
reCiSté je zahdjena vzdjemnou interakci mezi eozinofily a endotelidlnimi butikami.
Ptestup eozinofilti do tkdni je iniciovan lokalnimi molekulami chemoatraktantti, jednak
fyziologicky do lamina propria GIT a jednak vramci rozvoje zanétlivé odpoveédi
do tkani. Mezi chemotaktické latky eozinofilli patii derivaty arachidonové kyseliny,
PAF, bakterialni produkty, interleukiny — napt. IL-16 a chemokiny. Relativné specifické
pro eozinofily jsou eotaxin-1 a 2. (26)

Po expozici alergenem se béhem nékolika dnli rozviji pozdni alergicka odpovéd
spojend s vcestovanim zanétlivych bunék, které vyvolavaji az rozvoj chronického

alergického zanétu. (26)

Normodenzni a hypodenzni eozinofily

Z granulocytl v periferni krvi maji eozinofily zdravych jedinci nejvétsi denzitu.
V zavislosti na hustoté¢ obsahu buiiky je rozd€lujeme do 2 zékladnich skupin —

normodenzni a hypodenzni. (26)

1. Normodenzni eozinofily

Normodenzni eozinofily vykazuji v elektronovém mikroskopu charakteristickou

ultrastrukturu. Pozorujeme v nich zpravidla dvousegmentové jadro s nahromadénim
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denzniho heterochromatinu v periferni ¢asti pod jadernym obalem a s nukleoly
V centralni ¢asti. V cytoplazmé jsou typickd eozinofilni granula se svétlejsi homogenni
nebo jemné zrnitou matrix a s denznim krystaloidem uprostfed. Kromé téchto typickych
granul nachazime v téchto bunikach ojedinéle vétsi granula s homogenni, znacné denzni

matrix — obr. &. 2.

Obr €. 2 Normodenzni eozinofilni leukocyt; elektronovy mikroskop, zvétSeni 22 000x. Pfevzato

z Kopfiva, 2003.

V nékterych fezech zachytime typicky Golgiho komplex, tvofeny pfevdzné mensSimi
cisternami a drobnymi vacky. Obdobné drobné vezikuly se vyskytuji v mensim
mnozstvi rozptyleny v celé cytoplazmé. Vaky granularniho endoplazmatického retikula
jsou pomérné malé, spiSe ojedinélé. Rovnéz ribozomy, ve formé polyribozoml nebo
izolované, nejsou pfili§ cetné. Ddle se v cytoplazmé vyskytuji drobné mitochondrie,

MV

sférického nebo ovalného tvaru s pficné usporadanymi kristami. (26)

2. Hypodenzni eozinofily

Aktivitou medidtort a cytokini se méni klidovy normodenzni eozinofil
v aktivovany hypodenzni eozinofil, ktery je charakterizovan takto: (26)
» niz8i denzitou, neZ ma normodenzni eozinofil
» polymorfii granul, vakuolizaci cytoplazmy
» pritomnosti vétsi exprese Fc receptorti pro Ig, pro komplement i pro estrogeny
» zvySenou cytotoxicitou, vyS$i indukovanou sekreci leukotrienu (LTCy)

po stimulaci

Y

vy$$i afinitou receptort pro IL-2, CD25

» zvySenou expresi CD44, ale ne CD69, Mac-1, VLA-4 a LFA-1, Fcy RII (CD32),
CD11a, CD45

» prevahou exprese proteini Bel-x-1

» vétsi tvorbou kyslikovych radikalti a PAF

13



» pritomnosti v tkanich i v BAL kde je vétSina hypodenznich eozinofill, coz je
v souhlase s nalezem i v periferni krvi
» vyssi tvorbou IL-17 hypodenznimi eozinofily, kterd byla prokazana v periferni

krvi, indukovaném sputu i v BAL

Hypodenzni eozinofily se odliSuji od normodenznich ptedevsim ultrastrukturnim
vzhledem specifickych granul. V cytoplazmé nachazime nékolik (nejméné pét
rozdilnych typi granul): (26)

1. PtfedevSim jsou to granula, ktera maji tmavsi zakladni matrix a naopak znacné
svétly krystaloid, takze se jevi jako negativni obraz normalnich eozinofilnich

granul — obr. ¢. 3.

. YT 4
Obr. ¢. 3 Hypodenzni eozinofilni leukocyt; elektronovy mikroskop, zvétseni 22 000x. Pfevzato

z Koptiva, 2003.

2. Dale jsou to granula, jejichz homogenni matrix je svétld v celém rozsahu
a neobsahuji krystaloid — obr. ¢. 4.
3. V nékterych oblastech cytoplazmy se vyskytuji (zpravidla ve shlucich) velka

sféricka granula se svétlym obsahem a tmav§im okrajovym lemem — obr. ¢. 5.

Obr. ¢. 4 a 5 Atypicka eozinofilni granula v cytoplazmé hypodenzniho eozinofilu; elekronovy

mikroskop, zvétseni 55 000x. Prevzato z Kopfiva, 2003.
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4. Dal$im typem jsou vétSi ovalnd granula, vyplnénd v celém rozsahu znacné
denzni matrix bez zfetelného krystaloidu, ktera se vyskytovala v mensim
mnozstvi 1 v normodenznich eozinofilech.

5. Typicka eozinofilni granula se svétlou zdkladni matrix a denznim krystaloidem
nachdzime v hypodenznich eozinofilech zcela ojedinéle. Kromé uvedenych péti

typt granul se mohou vyskytovat jesté jejich ptechodné formy — obr. ¢. 3.

Dal$im odliSnym znakem v hypodenznich eozinofilech je zvySena vakuolizace

cytoplazmy — obr. ¢. 6.

Obr. ¢. 6 Velka vakuolizace v oblasti Golgiho komplexu v hypodenznim eozinofilu; elektronovy

mikroskop, zvétSeni 53 000x. Prevzato z Kopfiiva, 2003.

Drobné cytoplazmatické vezikuly nebo tubuly, které pochézeji pravdépodobné
z Golgiho komplexu, nachazime ve vétSim mnoZstvi rozptyleny v celé cytoplazmé.
Misty dokonce tvofi shluky vypliujici celé oblasti cytoplazmy, zvlasté na periferii

bunky — obr. ¢. 7.

Obr. ¢. 7 ZmnoZeni cytoplazmatickych vezikul a tubuli v hypodenznim eozinofilu; elektronovy

mikroskop, zvétseni 53 000x. Prevzato z Kopiiva, 2003.

Ve vyskytu a ultrastrukturnim vzhledu ostatnich organel, tj. mitochondrii, granularniho
endoplazmatického retikula a ribozomu, nebyly pozorovany podstatné rozdily proti

normodenznim eozinofilim. (26)
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Zvysené procentudlni zastoupeni hypodenznich eozinofili prokdzal u pacientt
s asthma bronchiale Fukuda vroce 1985, s alergickou rymou Frick vroce 1988

a s hypereozinofilnim syndromem Winquist v roce 1982. (26)

Eozinofilni mediatory

Eozinofily jsou potentni efektorové bunky zanétu uvoliujici mediatory
a cytotoxické granularni proteiny. Prehled zakladnich eozinofilnich mediatort uvadi

tab. ¢. 1. (26)

hlavni bazicky protein

., . eozinofilni kationicky protein
bazické proteiny

eozinofilni peroxidaza

eozinem produkovany neurotoxin

arylsulfataza

histaminaza

enzymy fosfolipaza

nespecifické esterazy

hexosaminidaza

MEDIATORY IL-1a

TVORENE :t;
GRANULY -

o IL-4
EOZINOFILU o

cytokiny IL-6

IL-8

GM-CSF

TGFa

TGFp

TNFa
MIP-a

chemokiny RANTES

eotaxin

LTC,

PAF

MEDIATORY VYTVORENE Z BUNECNE 15-HETE

STENY PGE,

PGF,

TXB,

Tabulka €. 1 Prehled zakladnich eozinofilnich mediatord. Prevzato z Kopfiva, 2003.

Krystaloidni jadro granul obsahuje hlavni bazicky protein a v matrix se nachazeji

ribonukleazy — ECP a EPO a EPX/EDN, které se uvoliuji degranulaci. (26)
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LTC, je dale metabolizovan na LTD, a LTE4. Tyto lipidové medidtory zvySuji
cévni permeabilitu, sekreci hlenu a vyvolavaji znacnou kontrakci hladkého svalstva.
Eozinofilni kationicky protein (ECP) vyvolava elektrickou necitlivost, naruSuje
celistvost bunééné membrany a umoziuje nitrobunéény prinik dalSich toxickych latek.
Hlavni bazicky protein (MBP) zvysSuje reaktivitu hladkého svalstva, degranulaci
mastocytl a bazofili. Eozinofily posiluji zanétlivou kaskéddu tvorbou vlastnich
chemoatraktantii (RANTES, eotaxinu a PAF), které urychluji vstup eozinofilli do mista
zan&tu. Toxické poSkozeni vyvolavaji produkované kyslikové radikaly a ionty

halogenti. (26)

Obr. ¢. 8 Aktivita eozinofilnich cytokinii v procesu zanétlivé odpovédi u asthma bronchiale.

Ptevzato z Kopfiva, 2003.

Metody zobrazeni

Barevné desky ve svételném mikroskopu nabarvenych krevnich eozinofilli byly
poprvé publikovany Shapirem v roce 1919, avSak ultrastruktura krevnich eozinofild
byla definovana Millerem az o 47 let pozdéji, v roce 1966. In vitro nebo v tkanich se

eozinofily zobrazuji jako tenké cytoplazmatické prsty pruméru kolem 20 pm. (26)
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Vétsina metod pouzivanych k prikazu a definovani v tkanich je zalozena
na pritomnosti velkého mnozstvi kationickych proteind v jejich granulech. (26)

Pro barveni eozinofili se pouziva celd fada barviv, nejvice pouzivanym je eozin
(neni specifickym barvivem pro eozinofily), dale se vyuziva napi. chromotrop 2R
rozpustény ve fenolu, Biebrichovo Sarlatové barvivo ¢i Adamsovo barvivo. (26)

Nejrozsifengj$i barvici metodou pouzivanou k prukazu eozinofild v Krvi

a ve vzorcich kostni dfen¢ je Romanovského barvici technika. Hanselnovo barvivo je

pouzivano pii stanoveni eozinofili v mo¢i u pacientl s intersticidlni nefritidou

a eozinofilni cystitidou. (26)

Obr. ¢. 9 Normodenzni eozinofilni leukocyty; Obr. ¢. 10 Hypodenzni eozinofilni leukocyty;
svételny mikroskop, zvétSeni 950x. svételny mikroskop, zvétSeni 950x.
Ptevzato z Kopfiva, 2003. Pievzato z Kopfiva, 2003.

2. NEUTROFILY

Neutrofilni granulocyty jsou pfevazujicim druhem cirkulujicich leukocytii. Jsou
odpovédné predevSim za obranu téla proti pronikajicim mikroorganismim a hlavni
mérou se podileji na rozvoji akutniho zanétu. (26)

Vznikaji z pluripotentni kmenové bunky v kostni dfeni. Jejich proliferaci
a diferenciaci stimuluji G-CSF, GM-CSF a IL-3. (26)

Jadro neutrofilu byva €lenéno na 2-5 segmentl a v jejich cytoplazmé se nachaze;ji
drobna granula, ktera se zbarvuji rizove. (26)

Na epitelialnich povrSich zdravych tkani, jez jsou v kontaktu s vnéj$im prostiedim,
jsou pfitomny minimdlné a jejich pocet se zvySuje po zahajeni zanétlivého procesu.
Mezi bunécéné zdroje neutrofilnich chemotaktickych faktort patii bakterie, makrofagy,

lymfocyty, trombocyty a zirné bunky. (26)
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Pfi Omrti neutrofilu nebo wvyliti obsahu cytoplazmatického granula
do extracelularniho prostoru, se mize obsah cytoplazmatickych granul uvolnit mimo
buniku. Tato extracelularni degranulace mize vyznamné ovlivnit pritbéh zéanétu, nebot’
uvolnéné neutrofilni neutralni a kyselé protedzy mohou spolecné aktivovat komplement,
podilet se na tvorbé kinintli, zvySovat propustnost cév a Stépit elastin, kolagen a dalsi
proteiny. Takto se mohou neutrofily uplatiiovat negativné v pribéhu zéanétu —
poskozenim vlastni tkané. (26)

Neutrofily jsou prvnim typem bunék, které vcestovavaji do plic po reakci
s alergenem, ale tento influx je ¢asové omezeny jen na Casnou odpoveéd. Na druhé
stran¢ 1 nealergické podnéty vyvoldvajici asthma bronchiale, napt. ozon a oxidy dusiku
podnécuji ptestup neutrofiltt do dychacich cest. (26)

Zvysené pocty neutrofili byly v BAL prokazany i béhem duSnosti bez znamek
infekce. Zda se, Ze neutrofilie zjisténa u téchto pacientll je odrazem probihajiciho
smiseného zanétu, ktery by mohl byt vyrazem geneticky podminéné predispozice. (26)

Neutrofily tvoii velké mnoZzstvi mediatori — metabolity kyseliny arachidonové
(LTB4, PAF, TXA; a LTA,), cytokiny (IL-1pB, IL-6, IL-8, TNFa, TGFp), proteazy
(elastazu, kolagendzu, MMP-9), mikrobicidni latky (laktoferin, MPO, lyzozym)
a kyslikové radikaly (superoxid, H,O,, OH a NO). (26)

Obr. & 11 a 12 Neutrofilni granulocyty. Pievzato z www.med.univ-angers.fr

3. ZIRNE BUNKY (MASTOCYTY)

Zirné buitky — mastocyty — jsou tkafové buiky nachéazejici se na rozhrani téla
a vné¢jsiho prostredi, s vyznacnou roli v zdnétu zprosttedkovaném imunoglobulinem E.
Jde o heterogenni populaci bunék lisicich se navzajem svym tvarem a velikosti (pramér

10-30 um) a obsahujicich v cytoplazmé elektronové denzni granula. (26)
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Zirné buiiky pochézeji z kmenovych bunék kostni dfené a jejich hlavnim riistovym
a diferencia¢nim faktorem je faktor kmenovych bunék (SCF = stem cell factor). (26)

Mastocyty jsou jedny z prvnich bunék aktivovanych pii zanétu. Jejich zakladni
funkci je obrana proti parazitarnim infekcim a maji vyznamnou roli v regulaci imunitni
odpovédi. Byly prokdzany v mistech probihajiciho alergického zéanétu — kizi,
plicich atd., kde jsou zodpovédné za casny typ piecitlivélosti a jsou hlavnimi
efektorovymi buiikkami alergickych chorob. Zralé aktivované mastocyty uvoliuji
preformované a nové tvoiené mediatory Casné faze (histamin, LTC,4, PGD;) a svou
tvorbou PAF, cytokinti (IL-3 az IL-6, IL-13, TNFa, enzymt atd.) se podileji i na rozvoji
chronického alergického zanétu. (26)

Navazanym alergenem se spousti mechanismus degranulace. Tato reakce miize byt
spusténa specifickymi alergeny, ale i anti-IgE protilatkami. Kromé téchto imunitnich
mechanismt mohou degranulaci vyvolat i fyzikalni faktory (vysoka teplota, ionizujici
zateni), chemické latky (toxiny, jedy, protedzy) a endogenni medidtory (tkanové
proteinazy, neutrofilni a eozinofilni kationtové proteiny). (26)
heparin, ATP, desticky aktivujici faktor, leukotrieny a prostaglandiny, které vyvolavaji
prostup tekutiny a humoralnich slozek plazmy do mista zdnétu a jsou chemotaktickymi
faktory pro dal$i buniky zanétu (neutrofily, eozinofily). Kromé toho, Zirné bunky tvoti
také mnoho cytokinu (IL-1, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, GM-CSF, IL-9, IL-10, IL-13,
chemokiny MIP-1a, MIP-1f, MCP-1), ¢imz pusobi také vice prozanétlivé a predurcuje

je to k vyznamné roli v rozvoji zanétu. (26)

Obr. ¢&. 13 Mastocyty. Pievzato z www.histologia.cm-uj.krakow.pl

4. T-LYMFOCYTY

Z kmenovych pluripotentnich bun¢k pro lymfopoezu se b&hem embryondlniho

vyvoje oddéluji progenitorové bunky linie T a B. Na zdkladé genetické informace
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a podnéti z vnéjsiho prostiedi se naivni T-lymfocyty (ThO) diferencuji na fenotypické
populace Th1, Th2 a Th3 podilejici se na specifické imunitni odpovédi. (26)

Pro vznik Th1 lymfocyti je nezbytny styk s infikovanymi nebo jinak aktivovanymi
makrofagy a dendritickymi bunkami, které tvoii také IL-12, jenz je vyznamnym
diferencia¢nim faktorem pro Thl lymfocyty. Thl lymfocyty tvoii IFNy a TNFp, které
aktivuji makrofagy a podileji se na rozvoji pozdniho typu piecitlivélosti. Thl lymfocyty
neaktivuji vSak pouze makrofagy, ale vyvolavaji téZ tvorbu protildtek opsonizacnich,
komplement — fixa¢nich a protilatek podilejicich se na protilatkové zavislé bunécné
cytotoxicité. (26)

Zakladni funkci Th2 lymfocytl je spoluprace s B-lymfocyty, které byly piedem
stimulovany antigenem. Zralé Th2 lymfocyty dodavaji B-lymfocytiim potiebné signaly
prostfednictvim secernovanych i membranové vazanych cytokinl. Th2 lymfocyty tvoii
cytokiny interleukini IL-4, IL-5, IL-6, IL-10 a IL-13 podilejicich se rozhodujicim
zptisobem na rozvoji mechanismu alergické reakce. (26)

Velmi dilezit¢ je regulaéni plsobeni mnoha cytokinti produkovanych
Th lymfocyty: IFNy pasobi stimulacné na Thl buiiky, ale inhibi¢né na Th2 buiky.
Naopak cytokiny IL-4, IL-10 a IL-13 produkované Th2 lymfocyty plsobi stimulacné
na Th2 a inhibi¢né na Thl lymfocyty a potlacuji rizné aktivity makrofagt. (26)

Asthma bronchiale je charakterizovano chronickym zanétem a hyperreaktivitou
dychacich cest vyvolavanymi alergen-specifickymi Th2 lymfocyty. Thl jsou jejich
funk¢énimi antagonisty, a proto tedy Th1l odpovéd mlZe zabranit rozvoji atopie 1 asthma
bronchiale. Th2 lymfocyty uvoliuji 1L-4 a IL-5, které maji roli v regulaci tvorby IgE
a rustu, diferenciaci a prestupu mastocytil, bazofil a eozinofild z krevniho fecisté. IFNy
tvofeny Thl lymfocyty potlacuje proliferaci a diferenciaci Th2 lymfocytl i tvorbu IgE.
Imunoterapie alergickych nemoci a asthma bronchiale snizuje tvorbu IL-4
alergen-specifickymi Th2 lymfocyty a zvySuje tvorbu IFNy alergen-specifickymi
Thl lymfocyty. V soucasnosti piedpokladame, ze aktivita Thl/Th2 lymfocyti
Vv patogenezi chronického zanétu u asthma bronchiale je komplexem aktivit obou
populaci Th lymfocyta. (26)

Oba systémy Thl a Th2 jsou v dynamické rovnovaze a zablokovani tvorby
cytokinli jedné subpopulace nebo nekontrolovana stimulace druhé subpopulace muize
vést krozvoji imunopatologického mechanismu (alergické reakce, zanétu nebo

autoimunity). (26)
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Obr. ¢&. 14 T-lymfocyt. Pfevzato z http://alife.tuke.sk/

5.B-LYMFOCYTY

B-lymfocyty se po rozeznani antigenu preménuji vlivem IL-2 z Th lymfocytt
a dalSich cytokini v plazmatické bunky, které tvoii protilatky vSech tiid. Dochézi
k vazb¢ mezi povrchovym kostimula¢nim receptorem CD40 na B-lymfocytech a jeho
ligandem, membranovym glykoproteinem z povrchu Th lymfocytd CD40L (ligand
CD40, gp39), nebo k vazbé CD2 na povrchu T-lymfocyti s CD40, popi. CD58
na povrchu B-lymfocytt. Thl lymfocyty indukuji tvorbu protilatek podtidy IgG1 proti
bakteridlnim patogenim. Th2 lymfocyty indukuji prostfednictvim uvolnénych
interleukint (IL-4, IL-13) u B-lymfocytd izotopovy piesmyk protilatek, i tvorbu
specifickych IgE protilatek. (26)

Tvorbu IgE dale ovliviiuji svou aktivitou i IL-6, IL-5, IL-10, TNFa, MPPla,
RANTES. Naopak ji potlacuji IFNy, IL-12, TGFf a IL-8. (26)
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Obr. &. 15 B-lymfocyt. Prevzato z www3.sympatico.ca

6. BAZOFILY

V 90. letech 20. stoleti byla potvrzena efektorova funkce bazofili v patogenezi
zéanétu. Tyto builkky obsahuji velkd mnozstvi mediatord zanétu (napf. histaminu,
leukotrienu C4, PAF) a jsou vyznamnym zdrojem zanétlivych cytokinu (IL-4, IL-13,
MIP-1a, IL-8). (26)
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Bazofily jsou cirkulujici granulocyty s mnohymi funkénimi vlastnostmi tkanovych
zirnych bunék, v tkanich se vSak bézné nevyskytuji. Jejich cytoplazmatickd granula
obsahuji histamin. U asthma bronchiale byly prokazany v bronchidlni sliznici.
Pii exacerbaci astmatu se zvySuje pocet zralych cirkulujicich bazofila 1 jejich
progenitoril ve sputu a krvi. Jsou zndmy dva typy degranulace bazofili:

o Anafylakticka degranulace, kterd je mediovana imunoglobulinem E, je
masivni, pfekotna, uvolnéni vSech granul probiha soucasné a svého vrcholu
dosahuje béhem nékolika minut.

o Pozvolna degranulace, kterdA mlze byt pokracovanim degranulace
anafylaktické.

Bazofil mtze byt aktivovan piimo, bez zévislosti na IgE nebo jeho aktivace mize
byt zprostiedkovana pomoci IgE. Po jeho aktivaci dochazi k uvolnéni preformovanych
zasobnich mediatord — histaminu, leukotrienu C, a faktoru aktivujiciho desticky.
Bazofil je také schopen uvolnovat IL-4, IL-13, MIP-la a IL-8 a dale pusobi

na makrofagy, u kterych téz zvysuje expresi CD23 na povrchu, schopnost prezentovat
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antigen a schopnost zabijet nddorové buniky. (26)

\\ :
= ! i} {
A ) ]
4 -
£2 v
f
. -

Obr. ¢&. 16 a 17 Bazofilni granulocyty. Pievzato z www.med.univ-angers.fr

7. MONOCYTY/MAKROFAGY

Makrofagy byly popsany na zacatku 20. stoleti Mecnikovem. V imunitnim
systému maji vysadni postaveni a spole¢né s neutrofily hraji ustfedni roli v obrané proti
infekcim. (26)

Zraly makrofag ma velikost 15-20 um, ma velkou cytoplazmu, bohaté ¢lenénou
plazmatickou membranu, malé jadro, velmi dobfe vyvinuty Golgiho komplex
a mitochondridlni systém. Je vlastné konecnym stadiem diferenciace monocytarnich

fagocytujicich bunék. (26)
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Obr. ¢. 18 Monocyt. Pfevzato z http://upload.wikimedia.org

Mononukledrni fagocytarni systém zahrnuje promonocyty a jejich prekurzorové
bunky v kostni dfeni, monocyty v krevnim ob&hu a makrofagy v tkanich. Monocyty
a makrofagy vznikaji ze spolecné progenitorové buiiky a postupné se diferencuji vlivem
lokalné tvofenych specifickych kolony stimula¢nich faktorti — CSF — na monoblast, ten
pfechazi v promonocyt, ktery je po urcité dobé vyplaven do krevniho obéhu jako
monocyt. Polo¢as pobytu lidskych monocytli v krevnim obéhu je kolem 1-3 dnd.
Do riiznych tkdni migruji monocyty ziejmé ndhodné, tam se usidli jako kone¢né buiiky,
které maji vzhled a vlastnosti podle mista své lokalizace a funk¢ni specializace. (26)

Makrofagy jsou ptitomny v kostech (osteoklasty), v nervovém systému (bunky
mikroglie), v pojivové tkani, v jatrech (Kupfferovy bunky), v plicich (alveolarni
makrofagy), v kostni dfeni, v lymfatickych uzlinach (volné a vazané) a v serdznich
dutinach (pleuralni a peritonedlni makrofagy). (26)

Charakteristickou vlastnosti makrofagli je schopnost adherovat ke sklu.
Na povrchu maji makrofagy ptes 30 receptorii — pro vazbu imunoglobulini G a E,
pro slozky komplementu, pro chemokiny, lektinové receptory, peptidy atd. (26)

Aktivovany makrofag se liSi v morfologickych, metabolickych a funkénich
vlastnostech od klidového makrofagu — mé zvysSenou schopnost usmrcovat fakultativné
nitrobunééné parazity nebo zabijet nadorové buiniky. Aktivace makrofagh je
imunologicky specificka, nebot’ je spousténa cytokiny (GM-CSF, IFNy, faktor aktivujici
makrofagy — MAF a faktor inhibujici migraci makrofagi — MIF) tvofenymi
T-lymfocyty. Pohlcovani ¢astic makrofagy je provdzeno respira¢nim vzplanutim, jak je
tomu 1 u neutrofilii a eozinofild. (26)

Makrofadgy jsou mimotadné aktivni sekrecni a regulacni bunky, které tvofi asi
100 riiznych latek ovliviiyjicich zanétlivou odpoveéd’. Nékteré z nich jsou uvoliovany
konstitutivné — obsah lyzozomt, lipoproteinova lipaza, zatimco ostatni az po interakci

receptoru s ligandem. Sekre¢ni produkty makrofagt jsou (viz obr. ¢. 19): (26)
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» mikrobicidni a cytotocické latky (superoxid, chlornany, oxid dusnaty, proteazy,
lyzozym atd.)

» endogenni pyrogeny (IL-1, IL-6, TNFo, MIP-1)

» regulatory zanétu  (prostaglandiny, tromboxany, mediatory, slozky
komplementu, hemokoagula¢ni faktory atd.)

» cytokiny (IL-1, IL-6, IL-8, M-CSF, GM-CSF, PDGF atd.)

» neutralni proteazy (elastaza, kolagendza, angiotenzinova konvertaza)

» proteazové inhibitory (a2 makroglobulin, al proteindzovy inhibitor, plazminovy
inhibitor)

» stresové proteiny

» hydrolytické proteiny

Obr. ¢. 19 Mediatory makrofigi a jejich iloha v patogenezi zanétu u asthma bronchiale. Prevzato
z Kopfiva, 2003.

Na rozvoji chronického alergického zanétu se podileji 1 dalsi bunky,

napf. NK buiiky, trombocyty ¢i endotelidlni butiky, jejich role vSak neni rozhodujici.
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1.2 Proteiny, enzymy a dalSi mediatory podilejici se na patogenezi

asthma bronchiale

Nejvyznamnéj$imi proteiny a mediatory, které zasahuji do patogeneze asthma

bronchiale jsou:

1. Hlavni bazicky protein (MBP)
Eozinofilni kationicky protein (ECP)
Eozinofilni peroxiddza (EPO)
Eozinofilni protein X (EPX)
Eozinofily produkovany neurotoxin (EDN)
Myeloperoxidaza (MPO)
Elastaza neutrofila
Histamin
IL-5
10. IL-8

© ©° N o g bk~ DN

1. HLAVNI BAZICKY PROTEIN (MBP)
V roce 1973 byl poprvé izolovan hlavni bazicky protein (MBP) z eozinofili

morcat a nasledné v roce 1976 i z lidskych eozinofila. Jak vyplyva jiz z nazvu, jedna se
o bazicky protein, jehoZ izoelektricky bod pI>11 a molekulovd hmotnost se pohybuje
kolem 14 kDa. Uvoliuje se z eozinofill po jejich chemoatrakci do mista zanétu a jejich
nasledné aktivaci. (12)

Hlavni bazicky protein je velmi ucinny enzym, ktery se nachazi v jadfe granul
eozinofill. Jeho enzymatickd aktivita je zaméfena piedev§im proti parazitim
a bakteriim, ale toxicky je i pro sav¢i buiky a tkdn€. ZvySuje reaktivitu hladkého
svalstva, méni permeabilitu bunéénych membran, zpisobuje degranulaci mastocytd
a bazofild, aktivuje neutrofily a alveolarni makrofagy, podili se na destrukci
epitelidlnich bunék a pfispiva k bronchospazmu, ktery provazi nékteré alergické
choroby, jako je napt. asthma bronchiale. (12)

Struktura hlavniho bazického proteinu je velmi podobna struktufe lektint typu C,
avSak na rozdil od lektinh MBP postrddda vazebna mista pro sacharidy a vapenaté

ionty. (12)

26



Obr. ¢. 20 Struktura hlavniho bazického proteinu.
Pievzato z www.answers.com/topic/major-basic-protein

2. EOZINOFILNI KATIONICKY PROTEIN (ECP)

Eozinofilni kationicky protein byl poprvé izolovan v roce 1971 a v té dobé se
ptedpokladal jeho puvod v neutrofilnich leukocytech. Teprve az v roce 1975 byl
potvrzen puvod zeozinofili a protein byl pfejmenovan na eozinofilni kationicky
protein. Vlastni ECP tvofi asi 30 % obsahu proteint v granulech. (26)

Vzhledem khomologii se sav¢imi ribonukleazami se ECP také nazyva
ribonukledza 3 (RNaza 3). Vykazuje 70 % homologii s dalsi ribonukledzou eozinofild,
EPX/EDN. Jedna se o heterogenni protein s molekularni hmotnosti 16-28 kDa.
Spolec¢né s angiogeninem, lidskou pankreatickou ribonukledzou a RNé4zou 4 tvoii tyto
proteiny pyrimidin-specifickou ribonukledzovou rodinu, majici charakteristické
a identické aminokyseliny v aktivnich mistech, ptredev§im lysin a histidin. Vlastni
RN4ézov4 aktivita ECP je 100x mensi nez aktivita EPX. ECP obsahuje 20 histidinovych
zbytkll, coZ ma za nédsledek vysoky izoelektricky bod (pI 10,8). Dalsi vlastnosti
zasluhujici pozornost je individualni zastoupeni aminokyselin, které je tak podkladem
ruznych variant lisicich se v biologickych funkcich. (26)

Biologické funkce eozinofilniho kationického proteinu jsou velmi rtiznorodé
a zahrnuji:

v’ cytotoxicitu
imunomodulaci
regulaci aktivity fibroblastt
indukci sekrece hlenu v dychacich cestach

interakci s koagula¢ni a komplementovou kaskadou

AN NEENEEN

antivirové pisobeni
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Cytotoxickéa aktivita je zasadni funkci ECP a je nezavisla na jeho vlastni RNazové
aktivité. Vlastni mechanismus tohoto ucinku je pravdépodobné dan schopnosti ECP
vytvaret pory v membrané bun€k, coz umoziuje prostup vody a malych molekul a vede
ke zhrouceni wvnitiniho prostfedi builky. RNazova aktivita neni pro tkanovou
cytotoxicitu vyznamnd. Dale se jednd o imunomodulac¢ni aktivitu, kterd zahrnuje
inhibici proliferujicich T-lymfocyti v odpovédi na antigen a inhibici syntézy
imunoglobulini B-lymfocyty. Uvolnéni histaminu a mediatorti bazofilnich leukocytt
znacn¢ zvysuje hladinu ECP. (26)

ECP ovliviiuje tvorbu proteoglykanti fibroblasty a zvySuje uvoliiovani kolagenu.
Dale zvySuje tvorbu hlenu epitelialnimi buitkami dychacich cest, coz mize byt jednou
z pti¢in hypersekrece hlenu u pacientd s astmatem. (26)

Vyznamnou soucasti funkce ECP je 1 propojeni s koagulani kaskadou, kdy
najedné stran¢ ma fibrinolytické ucinky, a na druhé stimuluje tvorbu fibrinu. Prave
U hypereozinofilniho syndromu je prokazovana vysoka hladina ECP a tromboembolické
komplikace. ECP také reaguje se slozkami komplementu. (26)

K syntéze mRNA kodujici ECP jsou zapotiebi cytokiny IL-3, GM-CSF a IL-5.
U pacienti mtizeme prokazat v cirkulaci mRNA pro ECP po maturaci eozinofilu. (26)

ECP je skladovan a uvoliiovan jako necytotoxicky a biologicky malo ucinny
protein, ale béhem patologické reakce, pravdépodobné ucinkem cytokint, se ECP
transformuje na biologicky aktivni protein. (26)

In vitro bylo pozorovano zvySené uvolfovani granularnich proteini v kultuie
eozinofili po pfidani LTB, a PAF uvolnovanych z mastocytd. Pii kultivaci lidskych
eozinofilti in vitro byla prokazana piima protivirova aktivita ECP. (26)

ECP mulzeme stanovovat v ruznych télnich kompartmentech. Monoklonélni
protilatka EG, deteguje intracelularni aktivni formu ECP a protilatka EG; prokazuje
zasobni skladovany protein. Extracelularné mtzeme prokazat ECP v séru, Vv lavazni
tekutin€ ziskané pii bronchoalveolarni lavazi (je popsana pozitivni korelace mezi
plicnimi funkcemi a hladinou ECP v BAL), v indukovaném sputu a v moc¢i. Nejcastéji
vyuzivana a klinicky rozsifena je technika stanoveni ECP v supernatantu z periferni

krve po dvouhodinové inkubaci plné krve s aktivatory. (26)
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3. EOZINOFILNI PEROXIDAZA (EPO)
Eozinofily syntetizuji mnoho mediatorti, napt. PAF, eikosanoidy (LTC,4, LTDy,
LTE,), peptidy a cytokiny (IL-1, IL-3 ad.). Granula eozinofilu se déli na dvé populace:
1. peroxidéza-pozitivni granula
2. granula charakterizovana obsahem krystaloidd, tvofené jednim ze Ctyr
eozinofilnich proteinli — eozinofilni kationicky protein (ECP), eozinofilni
peroxidaza (EPO), EPX/EDN a hlavni bazicky protein (MBP).
Krystaloidni jadro granul obsahuje hlavni bazicky protein a v matrix se nachazeji
ribonukleazy — ECP, EPO a EPX/EDN, které se uvolnuji degranulaci.(26)
Eozinofilni peroxidaza je bazicky protein, ktery se nachazi v matrix granul
eozinofili. Tato ribonukledza se z bunék uvoliluje pfi jejich degranulaci a vyznamné
prispiva k naruseni integrity sliznic a vyvolava hypersenzitivni reakci. Je to proto jeden

z markerti, pomoci kterych Ize urcit stupen alergické reakce. (26)

Eozinofilni kationicky protein

Eozinofilni peroxidéza

Eozinofily-produkovany neurotoxin Lipidové mediatory
cytotoxicky efekt destiCky aktivujicr faktor
bunéénéd aktivace leukotrien C4

Hlavni bazicky protein / g%

- -
Chemokinovy receptor Cytokiny
chemoatrakce hematopoeza
bunécné aktivace chemoatrakce

prozanétlivy efekt
remodelace tkanf

Obr. ¢. 21 Eozinofilni granula obsahuji hlavni bazicky protein (MBP) v jadi‘e, eozinofilni
kationicky protein (ECP), eozinofilni peroxidiazu (EPQ) a eozinofily produkovany neurotoxin
(EDN). Eozinofily produkuji mnoZstvi cytokinu, které jsou také uloZeny v granulech, a lipidovych

mediatord, jejichZ tvorba je zahajena po aktivaci eozinofili. Pfevzato z Kopftiva, 2003.
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4. EOZINOFILN{ PROTEIN X (EPX)

Eozinofilni protein X je vysoce toxicky bazicky protein obsazeny v granulech
eozinofili, ze kterych se uvolnuje degranulaci po aktivaci cytokiny. Je zodpoveédny
predevsim za likvidaci bunéénych parazitt, ale toxicky je také pro mnoho tkani, véetné
tkan¢ nervové a sliznice dychaciho traktu. Jeho hlavnim ucinkem je destrukce bunééné
membrany, ve které vytvaii pory, coz nasledné vede k osmotické lyze bunky. (14)

Eozinofilni kationicky protein a eozinofilni protein X maji ze 70 % homologni
DNA a oba proteiny obsahuji ve své struktufe znaéné mnozstvi aminokyseliny argininu.
Z tohoto ditvodu maji ECP i EPX vysoky izoelektricky bod, a proto se velmi dobte vazi

na zaporn¢ nabité molekuly na povrchu bunéénych membran. (14)

5. EOZINOFILY PRODUKOVANY NEUROTOXIN (EDN)

Granula lidskych eozinofili obsahuji velké mnozstvi kationickych proteind.
Dalsim znich je eozinofily produkovany neurotoxin, ktery je také velmi toxicky
pro fadu tkani. (7)

Z mnohych védeckych studii je zfejmé, ze EPX a EDN maji nejen stejnou
molekulovou hmotnost, ale shoduji se i ve svych neurotoxickych a antiparazitarnich
ucincich. Stejné tak oba proteiny vykézaly stejnou ribonukledzovou aktivitu. Usuzujeme
proto, Ze vzhledem k tomu, Ze oba dva proteiny maji prakticky stejné vlastnosti, jedna

se tedy pravdépodobné o stejny protein. (7)

6. MYELOPEROXIDAZA (MPO)

Myeloperoxidaza je viceti¢elovy lysozomalni enzym patfici do skupiny peroxidaz.
Tyto enzymy katalyzuji oxidaci substratu, pfi¢emz oxida¢nim c¢inidlem je peroxid
vodiku — jeho kyslik se pfenasi na oxidovany substrat. Samotna myeloperoxidaza je
siln¢ kationaktivni glykosylovany protein s molekularni hmotnosti 144 kD. Sklada se
ze dvou identickych dimerid propojenych disulfidickym mustkem. Je pfitomna zejména
v azurofilnich granulech neutrofild (ty ovSem obsahuji jesté¢ jiné enzymy jako
napr. elastazy, proteinové syntazy, B-glukoronidazu, B-galaktosidazu, lyzozym a dalsi)
a jeji mnozstvi predstavuje asi 2-5 % hmotnosti bunky za sucha. Béhem degranulacni

faze fagocytozy se vyplavuje z granul do fagozomu a pii lyze bunék se mize vyplavit
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I do extracelularniho prostoru. Z tohoto divodu mize proto dojit v mistech zanétu
I K poskozeni vlastnich tkani organizmu, pfestoze primarné je aktivita myeloperoxidazy
sméfovana proti zevnim patogennim cinitelam. Hladina myeloperoxidazy je jednim
z ukazatelti miry infiltrace organu neutrofily. (6)

Myeloperoxiddza je unikdtni enzymatickou Slozkou vyskytujici se zejména
v granulech neutrofili, ale je mozné ji ve velmi malém mnozstvi detekovat
I V. monocytech. Nicméné€ monocyty ve srovnani s neutrofily obsahuji jen velmi malé
mnozstvi tohoto enzymu. Téz eozinofily disponuji pfibuzensky pomérné blizkou
peroxiddzou, kterd se vyznacuje ve srovnani s neutrofilni myeloperoxiddzou 69,8 %

homologii v sekven¢ni urovni aminokyselin. (6)

7. ELASTAZA NEUTROFILU

Elastdza neutrofilt je 29 kDa protein, tvofeny prekurzory bunék myeloidni fady
pod vlivem ristovych faktori bilé krevni tfady, napf. GM-CSF, a deponovany
v azurofilnich granulech. Zanétovy stimul vede k pfesunuti elastazy z granul
na bunéény povrch a k néasledné degranulaci. Uvolnény enzym degraduje extracelularni
strukturalni proteiny a v nadbytku mtize mit pro tkan destruktivni uc¢inky. Dalsi funkce
elastazy jsou znamy jenom casteéné (stimulace sekrece bronchidlnich zlaz, uvolnéni
von Willebrandova faktoru z endotelialnich bun¢k). Aktivita elastazy je neutralizovana
jeho hlavnim inhibitorem — AAT. U hereditarniho deficitu AAT je nekontrolovana
aktivita elastazy hlavnim patogenetickym faktorem rozvoje plicniho emfyzému. (28)

Elastaza je vysoce senzitivni ukazatel aktivace polymorfonuklearnich leukocyti.
Plazmatické koncentrace elastazy stoupaji z bazalnich hodnot (90-180 mg/l)
po zanétovém stimulu na 10- a vicendsobek. Nizkd specifita ale brani SirSimu
diagnostickému uplatnéni tohoto jevu. ZvySené hladiny elastazy jsou popisovany
u zénétd infekénich (novorozeneckd sepse, TBC), alergickych (asthma bronchiale),

autoimunitnich (revmatoidni artritida), ale také napt. u kurak. (28)
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8. HISTAMIN

Je tvorfen a skladovan v zirnych bunkéch a bazofilnich granulocytech. Z buné¢k je
uvoliiovan po jejich imunologické aktivaci po navazani antigenu na imunoglobuliny E,
nachdzejici se na jejich povrchu, ale 1 neimunologickymi mechanismy,
napt. zhmozdénim tkéni, pisobenim toxinl (hadiho jedu) ¢i proteolytickych enzymi.
Histamin ptisobi prostfednictvim receptortt Hj, jejichz aktivace vyvolava kontrakci
hladké svaloviny broncht, stieva a délohy, zvyseni propustnosti postkapilarnich venul,
plicni vazokonstrikci, zvySeni tvorby hlenu na nosni sliznici, zvySeni nitrobunénych
hladin cGMP, zvyseni chemotaxe leukocytii a tvorby prostaglandint v plicni tkani, dale

H, a Hs. (26)

9. INTERLEUKIN 5

IL-5 je vysoce selektivni pro eozinofily, pro jejich proliferaci, diferenciaci, adhezi
a efektorové funkce. Prodluzuje téz piezivani eozinofil, ponévadz potlacuje
programovanou bunéfnou smrt a tim vyznamnym zpaisobem ovliviiuje dynamiku
I zavaznost chronického eozinofilniho zanétu. (26)

V my$im modelu indukuje IL-5 specifickou a v buné¢né linii restriktivni tvorbu
eozinofili v tekutych kulturach bun€k kostni diené. Pfiddni IL-5 do média vyvolava
tvorbu eozinofild, jejiz vrchol je kolem 3 tydnt a pokracuje v rozmezi 68 tydnu. (26)

Naproti tomu kultury lidskych bunék kostni diené v prostiedi polotekutého agaru
produkuji v pfitomnosti IL-5 vét§i mnozstvi eozinofilnich kolonii.

IL-5 ma vliv pouze na pozdni stadia vyvoje eozinofild. (26)

10. INTERLEUKIN 8

IL-8 se dnes fadi mezi CXC chemokiny. Je chemotakticky pro neutrofily,
T-lymfocyty a bazofily. Indukuje expresi dalSich membranovych struktur na povrchu
neutrofild zvySujicich jejich adhezivitu, ¢imz zvySuje migraci neutrofili do mista

zanétu. Potlacuje uvolnéni histaminu z mastocytu. (26)
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2. Moznosti sledovani aktivity chronického eozinofilniho

zanétu u asthma bronchiale

Asthma bronchiale je chronické zanétlivé onemocnéni popisn¢ definované

a zahrnujici abnormality na riiznych urovnich od klinickych ptiznak az po odchylky

vysledkt laboratornich vysetieni od normy. Aktivitu onemocnéni mizeme hodnotit

na zaklade: (26)

1.
2.

hodnoceni symptomi (zachvatovité sevieni hrudniku, wheezing)
vysetieni plicnich funkci (proménna rtizna variabilni obstrukce dychacich cest)
a) spirometrie
» celkova plicni kapacita (VC)
» objem vzduchu vydechnuty za 1 sekundu (FEV3)
» vysetfeni vrcholového vydechového proudu (PEF)
» Dbronchodilatacni test
» bronchokonstrikéni test
b) impulzni oscilometrie
vySetfeni bronchidlni hyperreaktivity (pfimo a nepfimo vyvoldvana
bronchokonstriktory)
a) bronchoprovokaéni testy
b) bronchomotorické testy
vySetfeni patologie dychacich cest (akutni a chronicky zanét bronchialni stény)
a) bronchoskopie
b) indukované sputum
zmény aktivity bunék (tvorba a uvolnéni mediatorti, cytokiny)
a) eozinofilie
b) eozinofilni kationicky protein (ECP)

ostatni (vySetfeni moci, vySetieni vydechovaného vzduchu)

V soucasnosti mulzeme sledovat aktivitu jen Casti mechanismi tohoto

mnohotvarného imunopatologického procesu vyvoldvajiciho asthma bronchiale.

Zakladni a dnes jiz tradi¢ni hodnoceni klinického stavu pacientl s asthma bronchiale

zahrnuje klinické symptomy a vySetfeni plicnich funkei. Tento zpiisob hodnoceni stavu

se jevi jako nedostate¢ny a jen piimé hodnoceni aktivity zanétu v dolnich dychacich
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cestich ma vypovidaci hodnotu pro odpovidajici zhodnoceni priitbéhu onemocnéni,
aktudlniho stavu i jeho progndézy do budoucnosti. (26)

Zasadnim pozadavkem soucasnych konsenzl diagndzy a 1écby asthma bronchiale
je moznost objektivniho sledovani klinického obrazu onemocnéni, méfeni parametrii
plicnich funkci, sledovani dynamiky chronického eozinofilniho zanétu, na jejichz
zaklad¢ je vyhodnocen stupeil zavaznosti nemoci. Rychle naristajici poznatky
0 patogenezi i patofyziologii nemoci vyvolavaji rozvoj novych metod k hodnoceni
zanétu v dychacich cestach, které poskytuji rozhodujici tdaje o prubéhu onemocnéni,

a umoznuji tak zhodnotit i jeho prognozu. Pfehled vybranych metod studia mechanismu

zanétu a nékteré moznosti vysetieni biomarkert uvadi tab. ¢. 2. (26)

P

=<

imé metody

Bunééné biomarkery

bronchialni biopsie
bronchialni oplach
bronchoalveolarni lavaz
transbronchialni biopsie
indukované sputum

Nepiimé metody

krevni

-pocet eozinofili (%)

-aktivované eozinofily CD44, -69, -95
-bunééné biomarkery

eozinofilni granulocyty

-MBP (hlavni bazicky protein)

-ECP (eozinofilni kationicky protein)
-EPO (eozinofilni peroxidaza)

-EPX (eozinofilni protein X)

-EDN (eozinem produkovany neurotoxin)
neutrofilni granulocyty

-MPO (myeloperoxidaza)

zirné buiky

-tryptdza, chymaza

-adhezivni molekuly -histamin
e mod ¢ lymfocyty
-LTE,4, TXB, -1L-8 (interleukin 8)
-EPX, ECP -GM-CSF (kolonie stimulujici faktor)
e fyziologické e T-lymfocyty
-bronchoprovokacni testy -1IL-2, 1L-5
-PEF vydechomérem e monocyty, makrofagy
e vydechovany vzduch -1L-8, MCP-3
-H,0, (monocytovy chemotakticky protein)
-NO ¢ bunky zanétu — obecné
-IL-5 -histamin
-leukotrieny -leukotrieny (LTCy,)
-prostaglandiny (PGD)
-tromboxany (TXB)

-PAF (desticky aktivujici faktor)

Tabulka €. 2 Vybrané metody studia mechanismii zanétu a nékteré moZnosti vySetieni

biomarkeru. Pievzato z Kopfiva, 2003.

Ziskané udaje o aktivit€é nemoci jsou zdkladnim kamenem vlastni efektivni lecby

a podkladem self-managementu (sebekontroly) asthma bronchiale. Zadna ze sou¢asnych
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metod neni dostatecnd ani jednozna¢na k monitorovani aktivity asthma bronchiale —
schopna predpovédét exacerbaci astmatu a zhodnotit protizanétlivé uc¢inky 1écby. Je
nutné si uvédomit, ze metody, které mame v soucasnosti k dispozici ke sledovani

aktivity zanétu v dychacich cestach, postihuji pouze ¢ast téchto procesi. (26)

1. HODNOCENI SYMPTOMU

Hodnoceni skore dennich a noc¢nich pfiznakti je individualné ovlivnéno
subjektivnim prozivanim pacienta. U déti navic podavaji informace o pribéhu
onemocnéni rodiCe a informace o subjektivnim prozivani obtizi ditétem jsou tudiz

zprostiedkované a jejich udaje jsou z téchto diivodu casto nespolehlivé. (26)

2. VYSETREN{ PLICNiCH FUNKC{
a) Spirometrie

Spirometrie je zadkladni metodou meéteni plicnich funkci a prikazu obstrukce
dychacich cest. Vysetieni plicnich funkci je vSak limitovano vékem danou spolupraci
ditéte na hranici Skolni zralosti kolem 5. roku Zivota. (26)

Vysetieni vrcholového vydechového proudu (PEF) je mnohem pfistupnéjsi
k self-monitoringu plicnich funkci pacientem v domacim prostedi. Sledovani funkce
plic v kazdodenni pé¢i vyzaduje pravidelné méfeni vydechomérem alespon 2x denné,
ale téZ pred 1 po uziti tlevového 1€ku ¢i pii zhorSeni stavu. Takto provadénd méteni jsou
pro pacienta signalem k racionalnimu postupu lééebnych Gprav. Dnes je k dispozici cela
Skala vydechomérii. Nejjednodussi jsou indikativni vydechoméry détské, u nichz
pistalka signalizuje hodnotu vydechu nad trvale nastavenou referen¢ni hladinu.
Vydechoméry s linearni stupnici nebo nové€ji logaritmické umozZiuji zapisovat jiz
konkrétni hodnoty. Dalsi kategorii jsou elektronické multifunkéni vydechoméry, které
diky své paméti méfi parametry plicnich funkci, umoziuji zapis udaji o pacientoveé
aktuadlnim stavu a zobrazuji méfeny parametr i jeho trend na displeji. Vypovédni
hodnota PEF je vSak nizka. (26)

Nepravem je opomijena metoda hodnoceni stupné bronchodilatace po hlubokém
nadechu. Ztrata bronchodilatace je tésn¢ spojend se zdvaznosti bronchidlniho zanétu

U pacientd s asthma bronchiale. (26)
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b) Impulzni oscilometrie

Novou vysSetfovaci metodou plicnich funkci je impulzni oscilometrie, coz je
neinvazivni, senzitivni a rychld metoda méfeni rezistence, resp. impedance v dychacich
cestach. Vlivem rezistence ¢i impedance téchto cest dochazi k posunu a deformaci
impulzti. Mira téchto zmén je zpétné sniméana z pneumotachografu, pievadéna
na elektrické impulzy a pocitacové zpracovana. Impulzni oscilometrie se pouziva
u obstruk¢nich onemocnéni dychacich cest a v diferencialni diagnostice téchto stavil.
Vzhledem ke své vysoké senzitivité a rychlosti je vhodna i pro vysetfovani bronchidlni
hyperreaktivity. Pro minimalni pozadavky na spolupraci pacienta je vyuzivana zejména

pediatry, nebot’ umoznuje provést vysetieni plicnich funkci u déti jiz od 2 let veku. (26)

3. VYSETRENI BRONCHIALNI HYPERREAKTIVITY

Bronchialni hyperreaktivita je jednim ze zékladnich rysfi asthma bronchiale, kdy
pridusky reaguji obstrukei na podnéty, na které pruduska zdravého jedince nereaguje.
V rozsahlych studiich bylo prokazano, Ze jeji tize koreluje dobfe se stupném zanétu
dychacich cest. Alergicky zanét zvysuje hyperreaktivitu dychacich cest na Sirokou Skalu
podnétd, které¢ vedou k vyraznému zazeni pridusek. ZhorSeni kontroly astmatu,
napft. pii virovém infektu dychacich cest nebo po expozici alergenu, je doprovdzeno
zvySenim stupné bronchidlni hyperreaktivity. Stupenn remodelingu prokazany
Vv bioptickych vzorcich také koreluje se stupném hyperreaktivity dychacich cest. (26)

V soucasné dobé existuji dikazy o tom, Ze monitorovani pacientli pomoci stupné
bronchialni hyperreaktivity je ve srovnani se standardnim postupem mnohem U¢inngjsi
a dokdZze vyznamné snizit vyskyt exacerbaci astmatu o pfiblizn€ 1/3. I kdyZ je rutinni
méfeni bronchidlni hyperreaktivity u vSech pacientl prakticky nemozné pro jeji casovou
naro¢nost, zda se, Ze pfinejmensim pro pacienty s t€zSim stupném astmatu by mohlo byt

s vyhodou pouzivano. (26)

a) Bronchoprovokacni testy

Z hlediska ptsobeni bronchoprovokaénich inhalovanych latek se rozeznava:
» bronchialni senzitivita — jez je vyvolana davkou, ktera zpusobi prahovou
odpovéd pii funkénim vySetieni plic

» bronchialni reaktivita — coz je stupent zmén v zavislosti na davce podnétu
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Nealergickd hyperreaktivita zahrnuje alergickd i nealergickd onemocnéni dychaciho
ustroji.
Bronchoprovoka¢ni testy délime do dvou skupin:
» nespecifické — jimi prokazujeme bronchidlni hyperreaktivitu obecné. Inhalacné
aplikujeme fyziologicky roztok, histamin, methacholin, adenosin, leukotrieny
a pacient inhaluje chladny vzduch. Jinymi formami téchto testl jsou zatézovy
test volnym b&hem, ergometrie a hyperventilacni test
» Specifické — Kkpriukazu etiologie bronchidlniho astmatu — profesionalni
bronchoprovokac¢ni podnéty imunologické a neimunologické povahy, alergeny —

napf. pyly, prachy, plisné a bakterialni alergeny — viz tab. ¢. 3 (26)

Bronchoprovokacni testy Farmakologické Nefarmakologické
e cholinergni antagonisté
-methacholin
Pfimé -karbachol
e bronchoaktivni aminy
-histamin
e [-adrenergni antagonisté | ¢ volny b&h
NepFimé -AMP e chladny vzduch
-leukotrieny e SO,
-peptidy e hypertonicky aerosol

Tabulka ¢. 3 Bronchoprovokaéni testy. Pievzato z Kopfiva, 2003.

b) Bronchomotorické testy

Bronchomotorické testy miizeme rozd¢lit na:

» provokacni — majici svlj vyznam v prubéhu diagnostiky asthma bronchiale,
k hodnoceni aktivity onemocnéni a v asymptomatickém obdobi k zhodnoceni
ucinnosti 1écby ¢i 1écebné davky

» dilatacni — umoZiujici zhodnotit reverzibilitu bronchialni obstrukce ¢i odlisit asthma
bronchiale od jinych onemocnéni. U nekomplikovaného asthma bronchiale se
v détstvi zvysuji hodnoty ventila¢nich ukazatelti vétsinou o 50 % a vice oproti nalezu
pfed podanim bronchodilatancia

= protektivni — jez vyuzivame ke zhodnoceni ti¢inku farmak proti navozeni bronchidlni

obstrukce (26)
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Historicky rozliSujeme dvé zakladni metody inhalace latky:

» Metoda klidného dychani — aerosol se vyviji tryskovym nebulizatorem a kontinualné
skrz dvoucestny ventil se pfivadi k ustim. Konstantni mnozstvi 1 ml kazdé
koncentrace je inhalovan 2 minuty klidnym dychénim

» dozimetrickd metoda — elektronicky fizeny ventil davkuje kalibrované mnozstvi
aerosolu v nadechu nebo v pribéhu ¢asti nadechu, kdy je pratok v dychacich cestach

nejefektivnéjsi (26)

4. VYSETRENI PATOLOGIE DYCHACICH CEST

a) Bronchoskopie

Pti bronchoskopickém vysetfeni mizeme provést:

» bronchialni biopsii — bronchialni biopsie by méla byt brana za zlaty standard pii
hodnoceni zavaznosti zanétlivych zmén u asthma bronchiale. U astmatickych
pacientli postihuje morfologii — ztlusténi membrany a poruseni epitelové
vystelky, vyssi expresi ICAM-1 a E-selektinu a prokazuje bunééné zastoupeni
Vv bronchialni stén¢ — zvySenou infiltraci CD4+ T-lymfocyty, zirnymi bunikami
a eozinofilnimi leukocyty. Nadto muze byt detekovana zvySend exprese
aktiva¢nich markera napt. na T-lymfocytech, zvySena regulace a tvorba cytokind,
adhezivnich molekul atd. I kdyZ jsou bioptické odbéry malé, nachdzime témeét
identické nalezy na rtiznych mistech bronchialniho stromu. Rozsah remodelingu
koreluje se stupném bronchialni hyperreaktivity dychacich cest, ale nekoreluje
S trvanim a zdvaznosti asthma bronchiale (26)

» bronchidlni oplach (wash) (26)

» bronchoalveolarni lavaz (BAL) — je rovné€Z Casto pouzivana k hodnoceni
zanétlivych procest u pacient s astmatem. Tato metoda doznala v posledni dobé
Vv plicni diagnostice znaného rozsifeni. Umoziiuje odbér bunéného materidlu
z plicni periferie, tedy aZ z termindlnich bronchiolii a plicnich sklipktli, podrobné
vySetfeni stavu plicni tkan€ a prokdZe zastoupeni rOznych typl bunék
a mediatorti — vyssi hladiny IL-10, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, GM-CSF, MIPa,
TGFa, TGFp. Buiky takto ziskané z BAL je mozno hodnotit jak z hlediska
absolutniho a diferencidlniho odectu, tak podrobné s vyuzitim imunologickych
metod (imunofluorescence, prutokova cytometrie). Ziskanou bronchoalveolarni

tekutinu je mozno pouzit i k diagnostice mikrobiologické a virologické. Pro praxi
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je nejcennéjsi diferencialni odecet bun¢k — u zdravého c¢lovéka jsou prevazujici
bunécnou populaci alveolarni makrofagy, lymfocytti byva do 10%, neutrofily se
vyskytuji zcela ojedin€le a eozinofily by prakticky nemély byt piitomny
vubec. (13) U asthma bronchiale vSak pocty eozinofili v bronchoalveolarni lavazi
podstatné stoupaji a proto nam tato metoda podava srovnatelné tidaje o jejich
poc¢tu. Hodnoty eozinofilie a ECP v BAL shodnotami periferni eozinofilie
koreluji se zadvaznosti asthma bronchiale. (13, 26) Ve srovnani s bronchialnimi
biopsiemi BAL velmi dobfe odrazi zastoupeni eozinofilnich leukocytt, ale
mnohem hufe pocet T-lymfocytd. Ob¢ vySetteni (bronchidlni biopsie
I bronchoalveolarni lavaz) vSak maji fadu nevyhod, pro pacienta jsou velmi
nepiijemné a v neposledni fad¢ i Casové narocné. Jejich opakovani v casové
kratkych intervalech je tudiz prakticky nemozné a neetické. (26)
» transbronchidlni biopsii (26)

b) Indukované sputum

Vysetieni indukovaného sputa fadime mezi neinvazivni metody k hodnoceni
zanétu dychacich cest. Odrazi specifické zmény v dychacich cestach vice nez vySetieni
periferni krve nebo moci. Vykazuje dobrou reprodukovatelnost a bunééné zastoupeni
dobfe koreluje s ventilaénimi parametry. Sputum indukované technikou inhalace
hypertonického fyziologického roztoku je zdrojem bun€k 1 cytokinli vyuZitelnych
k monitorovani asthma bronchiale. Procentualnim zastoupenim jednotlivych buné¢nych
elementll nejvice pfipomind bronchidlni vyplach a stejné jako v pfipadé BAL
podhodnocuje pfitomnost T-lymfocytl. Ur€itym feSenim téchto rozdili by bylo
hodnoceni stavu aktivace jednotlivych zanétlivych bunék. (26)

Zastoupeni eozinofilnich leukocytii v indukovaném sputu se zdd byt vyhodnym
znakem stupné zanétu dychacich cest. Jejich procento je zvySeno u pacientd dosud
neléCenych inhala¢nimi steroidy, dale stoupa po expozici alergenu nebo v prabéhu
akutni exacerbace astmatu. Zastoupeni eozinofili stoupa s nékolikatydennim
pfedstihem pied zhorSenim symptomt ¢i plicnich funkci u nastupujici exacerbace
astmatu. V nékolika prospektivnich randomizovanych studiich bylo prokdzano, Ze
monitorovani pacienti pomoci zastoupeni eozinofilnich leukocytl ve sputu vede
ke zlepSeni kontroly astmatu a vyznamnému snizeni vyskytu exacerbaci az o 2/3. Tato
metoda monitorovani je proto velmi vhodnd pro sledovéani pacientl se stfedné téZkym

az tézkym astmatem. (26)
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5. ZMENY AKTIVITY BUNEK

Vedle vysetteni plicnich funkci, impulzni oscilometrie, vySetfeni indukovaného
sputa, vysetfeni moci, bronchoskopie, vysetieni vydechovaného vzduchu, hodnoceni
symptomii a vySetfeni bronchidlni hyperreaktivity pomoci bronchoprovokacnich
a bronchomotorickych testd, doslo v 80. a 90. letech 20. stoleti v diagnostice a terapii
ke zvySeni zajmu o klinické vyuziti monitorovani riznych bunék a stanoveni
koncentraci ¢i pfitomnosti proteintt produkovanych jednotlivymi bunécnymi
populacemi. Jednim z klinicky vyuzitelnych proteinii se stal i eozinofilni kationicky
protein (ECP) — granularni protein, ktery je produktem eozinofilnich leukocytu.
V soucasnosti jsou nejdostupn€jSimi a nejpouzivanéjSimi parametry k nepiimému
hodnoceni aktivity eozinofilniho zanétu:

a) eozinofilie s pfevahou procentualniho zastoupeni aktivovanych (hypodenznich)
eozinofilt v periferni krvi se zvySenou expresi CD44 na povrchu eozinofil

b) eozinofilni kationicky protein (26)

a) Eozinofily v bronchoalveolarni lavazi u asthma bronchiale

Vysoké pocty eozinofili v BAL (2-11 %) jsou charakteristické pro asthma
bronchiale. Pocet eozinofilu v periferni krvi, v bronchoalveolarni lavazi a ECP koreluji
se zavaznosti asthma bronchiale. Byla téz nalezena korelace mezi témito parametry
a nalezy pii vySetfeni bronchialni hyperreaktivity na methacholin. (26)

Eozinofilie v bronchoalveolarni lavazi koreluje s aktivovanymi CD4+ T-lymfocyty
exprimujicimi  IL-2 receptor s poklesem FEV; a bronchialni hyperreaktivitou
na methacholin. (26)

VétsSina lymfocytd v bronchoalveolarni lavazi jsou T-lymfocyty a pomér CD4
k CD8 T-lymfocytim je od 1,5:1 do 2:1. Tyto nalezy odpovidaji pomérim v periferni
krvi. Neni jednoznaéné zodpovézena otazka, zda pocty lymfocytli v bronchoalveolarni
lavazi koreluji s pocty v bronchidlni sténé. VétSina T-lymfocyth v periferni krvi
exprimuje na povrchu znak CD45RA  charakterizujici naivni T-lymfocyty.
V bronchoalveolarni lavazi vétSina T-lymfocytlh exprimuje znak CD45RO spojeny
s pamétovymi T-lymfocyty a pravdépodobné souvisejici s predchozi expozici
alergenem a transformaci T-lymfocytl vlivem mikroprostiedi dychacich cest. (26)

V bronchoalveolarni lavazi u pacientd S atopickym asthma bronchiale byla
prokazéana prevaha Th2 lymfocytd. IL-4 a IL-5 hraji klicovou roli v rozvoji alergického

zanétu. Makrofagy jsou slabé&ji antigen prezentujicimi buitkami neZ lymfocyty a jejich
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pomér k lymfocytim je 5:1 az 10:1 na povrchu dychacich cest, mohou potlacovat
lymfocytarni odpovéd’. Makrofagy se podileji na rozvoji zanétu v dychacich cestach
mnoha mechanismy na mnoha urovnich. Exprimuji nizkoafinni receptory FceRII
pro imunoglobulin E a u astmatiki je jejich exprese zvySena. Po vazbé antigenu
na imunoglobuliny E uvoliuji LTB4, LTC4, PGD,, lyzozomalni enzymy, superoxid,
PAF atd. Tyto mediatory hraji vyznamnou roli v rozvoji bronchokonstrikce a podileji se
na zanétlivych zménach zahrnujicich piestup zanétlivych bunék do mista zanétu
a alteraci vaskularni permeability. Produkuji 1 prozanétlivé cytokiny — IL-1B, TNFa,
IL-6 a GM-CSF, které se podileji na aktivaci endotelidlnich bunék, pfestupu bunék
a prodlouzeni zivotnosti eozinofill. Zvysena tvorba TNFa po expozici alergenu je

soucasti fyziologické pozdni odpovédi. (26)

b) Eozinofilni kationicky protein (ECP)

Eozinofilni kationicky protein je klinicky vyuzivan v diagnostice alergickych
onemocnéni, predev§im bronchidlniho astmatu. Mnozstvi ECP v periferni krvi je
neptimym ukazatelem aktivity eozinofili a zavaznosti chronického eozinofilniho
zanétu. Byly provedeny i studie u jinych onemocnéni, kde se predpoklada destruktivni
proces V tkanich a néslednd fibrotizace v rdmci reparacnich procest, event. ptimy podil
eozinofilnich leukocytd. (26)

Komeréné uvadéna normalni hladina ECP je do 15 pg/l. ECP ovSem neni vhodnym
samostatnym faktorem pro potvrzeni diagndzy atopie. Opakované byla také pozorovana
1 sezénni variabilita ECP a také rozdilna horni hranice sérového ECP v jednotlivych
zemich u zdravych jedinct. U atopikd doslo béhem pylové sezony ke zvyseni hladiny
tohoto proteinu v séru, posléze po sezoné byl pozorovan pokles (totéz platilo i pro dalsi
eozinofilni granularni proteiny — EPX, EDN). (26)

Stanoveni sérového ECP lze wvyuzit 1 k monitorovani aktivity zanétu
U bronchialniho astmatu. Opakované byla nalezena korelace mezi absolutnim poctem
eozinofili a sérovym ECP. Pfi bronchoprovokacnich testech doslo k vzestupu ECP
spolecné se zvySenim cirkulujicich eozinofili a nejvyssi hladiny bylo dosazeno
za 24 hodin po provokaci alergenem. (26)

U atopickych senzibilizovanych déti byla nalezena negativni korelace mezi
intracelularnim a sérovym ECP, ktery byl vysoky. Naproti tomu u nesenzibilizovanych
déti bylo nalezeno vyssi mnozstvi intraceluldrniho ECP nez u déti senzibilizovanych

a sérovy ECP byl nizky, coz odrézelo ptipravenost k uvolnéni obsahu granul. Tento
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nalez lze vysvétlit bud’ Castym uvolilovanim malych davek granuldrnich proteinti
u senzibilizovanych jedincii, coz snizi jeho intraceluldrni obsah, nebo je nizka hladina
intracelularntho ECP dana kontinualnim uvolinovanim ECP v pribéhu chronického
eozinofilniho zdnétu v dychacich cestach. (26)

Je nutné si uvédomit, ze pti hodnoceni hladiny ECP musime hodnotit klinicky stav
pacienta s bronchidlnim astmatem i pfitomnost jinych alergickych onemocnéni, ale
| reexpozici alergenu, napf. v pylové sezoné€, a samoziejmé také jina onemocnéni, ktera
mayji fibrotické procesy ve své patofyziologii, v€etné parazitarnich onemocnéni. (26)

Hladina ECP je pouzivana pro hodnoceni uspéSnosti terapie asthma bronchiale,
pfedevs§im inhala¢nimi steroidy, kde je u dospélych i u déti popisovan pokles sérové
hladiny ECP po nasazeni inhalacnich kortikoidd. Sezénni vzestup ECP lze vyuzit
k diagnostice a monitorovani alergie. U dospélych pacienti se vyuziva také metodika
indukovaného sputa spodobnymi nalezy jako u sérového ECP a ECP

Vv bronchoalveolarni lavazi. (26)

6. OSTATNI
Mezi dalsi neptimé metody studia mechanismt zanétu u asthma bronchiale lze

zahrnout vysetfeni moci a vySetieni vydechovaného vzduchu. (26)

a) Vysetieni moci

Prednosti vysetfeni moci je jednoduché ziskani vzorku pfi monitorovani terapie.
V poslednich letech se ¢im dal vice zdlraziuje tloha metabolitl kyseliny arachidonové
V patogenezi bronchidlniho astmatu, proto se zde nabizi sledovéani leukotrienu Ea.
ZvySené mnozstvi LTE4; vmoc¢i bylo prokdzano u aspirin senzitivnich astmatiki,
po bronchoprovokaénim testu alergenem i u pacientd s akutni exacerbaci bronchialniho
astmatu. Zadné takové zvySeni viak nebylo pozorovdno u namahou navozeného
bronchospazmu navzdory tomu, Ze jej antagonisté leukotrienovych receptori jsou
schopny inhibovat. Méfeni LTE4 Vv moci se zda byt velmi uzite¢né pii podavani 1€kt
interferujicich s tvorbou cysteinylovych leukotrient. Jeho vySetfovani v kazdodenni
1é¢be€ a monitorovani pacientl s bronchidlnim astmatem je vSak rovnéZ nepiinosné. (26)

U déti s recidivujicimi obstrukénimi bronchitidami s wheezingem je mozné pouZzit

jesté vysetteni eozinofilniho proteinu X v moci. (26)
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b) Vysetieni vydechovaného vzduchu

Z moznych markert aktivity zanétlivého procesu dychacich cest, které je mozno
méfit ve vydechovaném vzduchu astmatikl, zaznamenal nejvétsi pozornost NO — oxid
dusnaty (interceluldrni mediator). Jeho hlavnim zdrojem jsou bronchidlni epitelidlni
bunky (i kdyz je znamo, ze je produkovan rovnéz epiteliemi sliznice nosu
| paranazalnich  dutin). Mnozstvi NO ve vydechovaném vzduchu stoupa
po bronchoprovokacnim testu alergenem i pii akutni exacerbaci astmatu. Aplikace
inhalacnich 1 systémovych steroidi vede naopak k jeho poklesu. Diilezitym poznatkem
je skutecnost, ze jeho hladiny stoupaji pii zhorSeni astmatu diive, nez dojde ke zhorSeni
skore priznakl. Velkym nedostatkem je velikost a cena pfistroje, ktery je schopen NO
ve vydechovaném vzduchu méfit. Navic dosud nebyla publikovana prospektivni studie,
ktera by prokéazala vyznam opakovaného méteni NO pro zlepSeni kontroly astmatu. (26)

Jednou z dalsich latek, kterou lze prokazovat v kondenzatu vydechovaného
vzduchu mutze byt i H,O; jako obraz zvysené tvorby kyslikovych radikalt v akutnim
stadiu astmatu. Dal§imi potencidlnimi mediatory se zdaji byt leukotrieny nebo cytokiny.
Tato vysetieni by mohla byt idedlnimi neinvazivnimi markery zvlasté u déti, u nichz je

obtizné ziskat indukované sputum. (26)

Tradi¢nimi laboratornimi metodami jsou v medicing historicky vySetieni periferni
krve a moci, kterd nds vSak jen nepfimo informuji o aktivité¢ eozinofilniho zanétu.
Existuje tfada dikazii o korelaci absolutniho poctu eozinofilnich leukocytd s tizi
astmatu. V nedavné dobé byla prokazana i podobnd korelace pro jeden z hlavnich
produktti eozinofilnich leukocytii — eozinofilni kationicky protein. Hodnoty ECP v séru
také c¢astecné koreluji se zdvaznosti aktivity eozinofilniho zanétu, avSak jeho hladina je
ovlivilovana mnoha faktory, napf. souCasné probihajicim infekénim onemocnénim.
Nadéjnym vySetienim se jevi monitorovani IL-5. V soucasné dob¢ vSak neni dostupny
jediny spolehlivy marker odrazejici stupent zanétu dychacich cest u pacienti
s bronchidlnim astmatem a stale se hledaji alternativni markery k hodnoceni zanétlivé
aktivity v dolnich dychacich cestach. V soucasnosti, ale zfejme i v blizké budoucnosti
budeme muset kontrolu asthma bronchiale nadédle posuzovat podle klinického stavu
pacienta se zvlaStnim darazem na frekvenci akutnich exacerbaci, Castost aplikace
kratkodobé pusobicich inhala¢nich f2-mimetik, hodnoty ventilacnich parametrt a jejich
variabilitu. Existuji vSak pfinejmensim 2 metody (métfeni bronchialni hyperreaktivity

a méfeni poctu eozinofili ve sputu), pomoci kterych bychom mohli a méli monitorovat
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téz81 a rizikové astmatiky. Nezastupitelné misto ve vySetfovacich metodach ma
I flexibilni bronchoskopie s pfimym odbérem vzorkl. V poslednim obdobi vystupuje

do popiedi i zajem o vySetfovani slozek vydechovaného vzduchu. (26)
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3. Laboratorni zvirata

3.1 Etické zasady prace s laboratornimi zviraty

Pfi praci se zvifaty je nutno dodrzovat etiku experimentalni prace. Ke zvifeti
musime pfistupovat jako k zivému tvoru, ktery nam slouzi jako pomocnik
pfi odstranovani potizi a bolesti ¢lovéka. Experiment musime zvolit a naplanovat tak,
abychom zvifeti ptsobili co nejmensi bolest. Svétova spolecnost fyziologickych veéd
(IUPS — International Union of Physiological Sciences) vydala k tomuto problému
zavazné piedpisy. V nékterych statech (Anglie, Francie) a i v Ceské republice existuji
spolky pro ochranu zvifat, které velmi ptisn¢ kontroluji dodrzovani téchto piedpist
azasad. Obecné pii praci se zvifaty je nutné dodrzovat etické principy, predpisy
Ministerstva zemé&délstvi CR a zakon na ochranu zvifat proti tyrani 246/1992 Sh.

Vv platném znéni. (21)

Zasada 3R

Kdyz roku 1959 vyhlasil prof. Russel program "tfi R" (Reduction, Replacement,
Refinement), netusil, ze plného vyznamu zac¢ne nabyvat teprve o dvé desetileti pozdéji.
Dnesni dobou je teze "tif R" zékladni zasadou odpovédného piistupu v experimentalni

praci. Vyklad "tfi R" se stale rozSifuje a méni podle dosazenych pokroki. (19)

1. Reduction

Snizeni poctu (reduction) pokusnych zvifat je dosahovéno piedev§im vlastnim
projektovanim pokusu, vybérem vhodnych druhli a kment laboratornich zvifat, uzitim
biomodelii, adekvatnich statistickych postupt a sdilenim pouzivanych pokusnych zvifat.
Z tohoto pohledu je navic ziejmad souvislost mezi etickymi poZadavky a Usilim
0 genetickou a mikrobiologickou specifikaci laboratornich zvifat: sprdvné a obecné
platné vysledky se daji ziskat pouzitim malého poctu spravnych zvifat. Pocet pouzitych
pokusnych zvitat se také snizuje diky leh¢imu a lepSimu pfistupu k informacim,

naptiklad prostfednictvim internetu. (19)
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2. Replacement

V moznych ptipadech je potfeba pokusné zvife nahradit (replacement). Dé&je se tak
vyuzitim metodik in vitro, kam fadime pfedev§im praci s bunénymi a organovymi
kulturami. Organy pro kultivaci se pochopitelné ziskavaji z zivého jedince, ale
z nekterych orgdnii je mozné vytvofit vice kultur a pfedev§im je mozno zuzitkovat
vSechny organy pokusného zvifete, které se uplatni pro rizné experimenty,
napfi. V ramci jednoho tustavu. V nékterych pokusech mohou byt obratlovci nahrazeni
niz§imi organizmy — bezobratlymi, mikroorganizmy nebo rostlinami. Také vyvoj
novych technologii poskytuje cenné zdroje pro nahrazeni. Jde pfedev§im o pocitacové
simulace a zdokonalovani imunologickych technik. Hodnotné informace ve svém
disledku  nahrazujici  pokusnd  zvifata poskytuji  epidemiologické  studie

a mapovani. (19)

3. Refinement

Pokud je experiment na zvifeti védecky nezbytny, musi byt dodrzena zéisada
"zjemnéni" (refinement). Pod timto pojmem se skryvaji naroky na ustijeni zvitat,
na zvykani si zvitete na ¢lovéka (handling) a na Setrné zachazeni. Pokusné zvife ma byt
chovano v takovych podminkach, které u n¢j nevyvoléavaji stres — zohlediiuje se velikost
klece, pocet zvirat, svételny a krmny rezim atd. V ptipadé operacnich zékroki je
nevyhnutelné minimalizovat invazivnost, zajistit vyhovujici operacni analgezii
a dostatecnou pooperaéni péc€i. Neni-li to predmétem schvaleného pokusu, nesmi byt
zviteti zpusobena bolest pfed, béhem ani po pokusu. Soucasné moznosti analgetické
terapie jsou naprosto dostate¢né pro splnéni téchto pozadavku. Rovnéz v ptipadech
studia bolesti je nutné dbat na analgezii pii vykonech, které nejsou spojeny se

zamérnym vyvolanim bolesti. (19)

(4. Responsibility)

Nékdy se ke tfem stavajicim R ptidava ctvrté — responsibility. Je pod nim skryt
odpovédny pfistup k pokusnym zvifatim a pokusim viibec, odpovédny z pohledu
jednotlivee 1 spolec¢nosti. Déle odpovédnost kazdého experimentatora nejen za sebe
sama, ale rovnéz za druhé, a v neposledni tadé¢ jeho schopnost nést tihu této

odpovédnosti. (19)
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3.2 Laboratorni potkan (Rattus norvegicus)

Cilem mé rigorozni prace bylo testovani metodiky na dvou kmenech laboratornich
potkant — Wistar a Brown Norway. Vzhledem k tomu, Ze se tato rigor6zni prace tzce
zabyva respira¢nim traktem, pfi bliz§im popisu laboratornich zvifat mu bude vénovana

vEtsi pozornost.

Taxonomické zatazeni: NadiiSe: Eukaryota
Rise: Animalia
Podiise: Metazoa
Rada: Deuterostomia
Kmen: Chordata
Podkmen: Vertebrata
Nadtiida: Gnathostomata
Ttida: Mammalia
Podtiida: Theria
Nadrad: Eutheria
Rad: Rodentia
Podiad: Myomorpha
Celed’: Muridae
Rod: Rattus
Druh: Rattus norvegicus

Dnesni potkan ma ptivod v oblasti Asie, v oblastech jizniho Ruska a severni Ciny,
kde se hlodavci (Rodentia) objevili asi pred 54 mil. let. Celed Muridae se poprvé
objevila pfed 34 mil. let a asi pted 3,5 mil. let se zni vydélil rod Rattus, ktery
V soucasné dob¢ zahrnuje 51 druhti. (9)

Prvni potkan na evropské pevning byl rozpoznan a popsan v roce 1728. Do Evropy
se pravdépodobné dostal na lodich v obdobi kiizackych vyprav. Pozd&ji se rozsifil
i do Anglie a Spojenych statd. (9)

Laboratorni potkan byl ziskédn z divokého potkana, nebot’ na rozdil od krysy se
lépe adaptuje na laboratorni podminky. Prvni zdznam o experimentidlnim vyuziti
potkanti pochazi z roku 1856, kdy Waller a Philipeaux sledovali vliv adrenalektomie.

(29) V roce 1982 byl potkan jedno z nejvyuzivanéjSich laboratornich zvitat (39 %).
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V soucasné dobé¢ je znadmo né€kolik kmenl, znichz pro laboratorni ucely jsou
nejpouzivanéj$i kmen Wistar, kmen Brown Norway, kmen Long Evans a kmen Sprague
Dawley. Mezi jednotlivymi kmeny mohou byt podstatné rozdily a je téecba tento fakt
zohlednit pti vybéru vhodného kmene pro dany typ pokusu. (8)

Obr. ¢. 22 Laboratorni potkan Obr. ¢. 23 Laboratorni potkan
kmen Wistar. kmen Brown Norway.
Pievzato z www.iar.or.jp Prevzato z http://currents.ucsc.edu

Laboratorni potkan ma protahlé¢ télo s relativné malou rostralné zaspicatélou
hlavou. Té€lo je pokryté delsi tuhou srsti kromé €enichu, ocasu a ndSlapnych polstait
koncetin. Kolem 1st, na brad¢ a nad vic¢ky jsou vyrazné hmatové chlupy. Nozdry jsou
Stérbinovité a izké. OCi u albinotickych kmenti maji duhovku rtizové barvy, vicka jsou
zfetelné¢ vyvinuta. USni boltce jsou tenké az prhsvitné, malo ochlupené. Télo je
pii pohybu protahlé, ale v klidové poloze shrbené. Ocas je dlouhy (ptiblizné 40-50 %
délky téla), kryty zrohovatélymi Supinami, pod nimiz fidce vyristaji kratké nevyrazné
chloupky. Hrudni koncetiny jsou krat$i a slab$i nez panevni. Jsou pouzivany téz
k hrabani, fixaci potravy i otirani chlupti na téle. Panevni koncetiny jsou podstatné vétsi

nez hrudni a uplatni se vice pti pohybu. (1)

Respiraéni systém (Apparatus respiratorius) — anatomie

Cavum nasi zacina rostralné §térbinovitou nozdrou. Nosni i ¢ichové skofepy jsou
velké. Ve dné nosni dutiny, po obou stranach chrupavky nosni pfepazky, je funkcni
organum vomeronasale. (1)

Trachea je slozena asi z 24-30 dorsoventralné oplostélych ne zcela uzavienych
prsténcitych chrupavek, které mohou u dospélych a starych jedinci vapenatét. Prvni
kranialni chrupavkou je chrupavka S§titna (cartilago thyroidea), pod ni se nachazi

chrupavka prstencova (cartilago cricoidea). Dorsalné je na chrupavkach vytvoren
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m. trachealis, upinajici se na n¢ zvenci. Intrapulmonaln¢ nemaji bronchy chrupavcitou
vyztuz. Trachea se v bifurcatio tracheae déli na pravou a levou pradusku (bronchus
principalis dexter et sinister). (1)

Pulmo tvoii leva a prava plice. Prava plice (pulmo dexter) je tvoiena ¢tyimi laloky:
kranidlnim, stfednim, pfidatnym a kaudalnim (lobus superior et medius et accessorius
et inferior). Leva plice (pulmo sinister) je neclenéna a celkové mensi. Plicni vény maji
ve své sténé pricné pruhovana svalova vlakna, kterd kontinualné ptrechazeji do srdce.
Bronchialni konstrikce je zajiSténa vagovou inervaci, neni dopliiovana adrenegni
inervaci. Plice jsou pfi porodu nezralé¢ a teprve po narozeni dochazi k rozvoji alveold,
alveolarnich duktult a respirac¢nich bronchiolti. Dokud nedojde k pfestavbé plicni tkané,
vyména vzduchu probiha ptes stény kanalkl a sakult, coz trva az do 4.az7.dne

po narozeni. Respira¢ni bronchioly jsou u potkanii pfitomny za 10 dni po narozeni. (29)

Obr. & 24 a 25 Prava plice z lateralni (A) a medialni (B) strany. Prevzato z Cerveny, 1999.

1 — lobus caudalis pulmonis dx., 2 — lobus cranialis pulmonis dx., 3 — lobus medius pulmonis
dx., 4 — margo dorsalis, 5 — trachea, 6 — incisura cardiaca pulmonis dx., 8 — apex pulmonis,
9 —margo ventralis, 10 — bronchus principalis sin., 11 — lobus accessorius pulmonis dx.,
12 — facies medialis, pars vertebralis et insertio mediastini, 13 — margo basalis, 17 — facies
diaphragmatica pulmonis dx., 18 — v. pulmonalis dx., 20 — margo acutus, 21 — fissura
interlobaris cranialis, 22 — fissura interlobaris caudalis
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Obr. & 26 a 27 Leva plice z lateralni (C) a medialni (D) strany. Pievzato z Cerveny, 1999.

4 — margo dorsalis, 5 — trachea, 7 — pulmo sinister, 8 — apex pulmonis, 9 —margo ventralis,
12 — facies medialis, pars vertebralis et insertio mediastini, 13 — margo basalis, 14 — facies
diaphragmatica pulmonis sin., 15 — impresio cardiaca pulmonis sin., 16 — bronchus principalis dx.,
19 —a. et v. pulmonalis sin.

Respiracni systém (Apparatus respiratorius) — histologie

VétsSinu  epitelidlni  vystelky nosni sliznice tvofi vicefady respiracni epitel
S fasinkami, ktery sdili mnohé charakteristiky a reakci na poSkozeni s trachealnim
a bronchialnim epitelem. V' lamina propria respira¢ni sliznice dutiny nosni jsou smisené
tuboalveolarni zlazky produkujici hlen, a drobné lymfatické uzliky. Cichovy epitel je
charakteristicky vysokou monooxigenazovou aktivitou zavislou na cytochromu P-450
aje citlivy k fad¢ toxint, které mohou poskozovat také bronchiolarni epitel a nékteré
sloZky alveolarnich ptepazek. (3)

V nasofaryngu usti Eustachovy trubice. Nasofarynx je lemovan vicefadym
respiraénim epitelem s fasinkami s oblastmi vicevrstevného dlazdicového epitelu.
V submukoze jsou pocetné lymfatické uzliky. (3)

Larynx je vyztuZen chrupavkou, takze je odolny proti deformaci a obstrukci lumen.
Ve vestibulu laryngu aZz kordlnimu okraji hlasivek je vystelka z vrstevnatého
dlazdicového rohovéjiciho epitelu a respiracniho epitelu s fasinkami. (3, 24)

Trachea a bronchy jsou vystlany vicefadym epitelem tvofenym bunkami
s fasinkami, bez fasinek a hlenovymi (poharkovymi) bunkami. Buniky bez fasinek jsou
bazalni, ser6zni a neuroendokrinni. V epitelu jsou také pritomny lymfocyty. Epitel
pradusnice a bronchil je tvofen stabilnimi bunikami s kontinualni, pomalou obménou.
Po poSkozeni epitelu dochazi ke stereotypni reakci. Zna¢né vulnerabilni buiky

s fasinkovym lemem jako burnky vysoce diferencované bez schopnosti regenerace jsou
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po posSkozeni a deskvamaci nahrazovany alesponi v inicidlni fazi hojeni buikami
bez fasinek nebo hlenovymi bunkami. Bazalni buiiky jsou dilezité spiSe pro uchyceni
cylindrickych buné€k k bazalni membran¢ nez pro regeneraci epitelu. Hlenové bunky
abunky bez fasinek maji schopnost vzajemné diferenciace 1 diferenciace v jiné
epitelidlni elementy. Kromé bariérové funkce, sekrece hlenu, mukocilidrniho transportu
cizich castic, tracheobronchialni epitel syntetizuje a sekretuje fadu cytokinti a dalSich
velmi G¢innych puasobku (ikosanoidy atd.) (3)

Bronchioly na rozdil od bronchti nemaji u potkani ve sténé chrupavcitou vyztuz
ajejich prichodnost je udrzovana pevnym spojenim jejich stény s interalveolarnimi
pfepazkami. Vzhledem ke své anatomické stavbé jsou mnohem citlivéjsi k poskozeni.
Epitel v distalnich ¢astech je jednovrstevny cylindricky az kubicky, vétSinou slozen
Z bunék s fasinkami a bez fasinek, tzv. Clarovy buiiky, které obsahuji granula a funguji
jako kmenové bunky pii reparativnich procesech alveolarniho poskozeni, nebot’ maji
schopnost diferenciace na tasinkové a jiné bunky. Soustava vétvicich se bronchiold
kon¢i terminalnimi bronchioly, ve kterych nejsou poharkové buriky a epitel je kubicky.
Terminalni bronchioly se dale rozvétvuji na respiraéni bronchioly (u potkant jsou
pfitomny za 10 dni po narozeni) nebo piimo piechazi v alveolarni dukty. (3) Podél
intrapulmonalnich bronchti a podél bronchioli jsou u potkani disseminovany
lymfatické uzliky, kde pti zanétlivych procesech vznikaji germinativni centra. Epitel
nad lymfatickymi uzliky nema fasinky. (24)

Alveolarni parenchym vytvaii strukturalni a funk¢ni jednotky — plicni aciny, které
obsahuji vétve respiracnich bronchiold, alveolarni chodbicky, alveolarni vacky, alveoly
a ptivodnou cévu. (3)

Bariéru vzduch — krev u vSech savcl tvoii souvisly respiracni alveoldrni epitel,
endotel krevnich kapilar a jejich bazalni membrany. Mezi t€émito vrstvami je rizné
mnozstvi retikuldrnich a elastickych vldken v amorfni zékladni hmoté a fixni
(fibroblasty, pericyty) a volné makrofagy. VSechny tyto slozky tvofi strukturu
oznacovanou jako interalveolarni septum. (3)

Membrandzni pneumocyt (typ I) je plocha epitelidlni bunika pokryvajici velkou
vétsinu povrchu alveolu, s malou schopnosti adaptace. Poskozené bunky jsou rychle
odlouceny od bazalni membrany. (3)

Granuldrni pneumocyty (typ II, obrovska alveolarni bunika) se poznaji podle
vakuolizované cytoplazmy. Jsou to kuboidalni epitelidlni bunky, ve kterych se nachazeji

tzv. lamelarni téliska obsahujici charakteristickd fosfolipidova zrna. Tyto bunky
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syntetizuji surfaktant a jsou progenitorovymi butikami alveoldrniho epitelu pii normalni
obméné a poskozeni. Bunky jsou schopny rychlé proliferace a repopulace denudované
bazalni membrany (epitelizace alveolil), diferenciace na pneumocyt typu I a syntézy
nekterych slozek zdkladni matrix a maji i dalsi funkce. Plicni surfaktant pokryva vnitini
povrch alveolil a plni Vv podstaté 3 funkce: udrzuje alveolus bez vody s vyjimkou jeji
tenké vrstvicky, kterd pokryva povrch epitelu, musi byt tak strukturné stabilni, aby
na konci exspirace nenastal kolaps alveolu a pfitom se povrchové napéti surfaktantu
blizilo nule a zajistuje vhodné podminky pro funkci plicniho obranného systému,
zejména pro alveolarni makrofagy. (3)

U potkana je nejméné¢ deset morfologicky odliSnych bunék identifikovanych
v dychacich cestach. Epitelidlni sérozni bunika vylucuje produkt, ktery ma viskozitu
mensi nez produkt hlenovité buiiky a je odpovédna za nizkou viskozitu vrstvy ciliarni
tekutiny, nalézané ve vSech urovnich plic potkana. (29)

Alveolarni fibroblasty jsou heterogenni skupinou bunék s riiznou syntetickou
aktivitou (kolageny, elastin, atd.), kontraktilni funkci a zprostfedkovavani interakci
mezi buitkami a ECM. (3)

Makrofagova populace v plicich zahrnuje alveolarni, intersticidlni, intravaskularni
makrofagy a dendritické bunky. Za fyziologickych podminek jsou alveolarni makrofagy
pfitomné v plicni tkdni monocytarniho pivodu. V pribéhu zanétlivé reakce vznikaji pak
1 jejich proliferaci. Intravaskularni makrofagy jsou vysoce fagocytujici bunky
a zabranuji praniku bakterii do krevni cirkulace. Dendritick¢ buiiky jsou
antigen — prezentujici bunky. Endotelialni buniky maji pfedevsim bariérové, transportni

a metabolické funkce. (3)

Rizeni aktivity dychaciho tstroji je zajisténo pomoci tkanové vymény CO,
v dychacim centru v medulla oblongata a s ucasti karotickych télisek. Karoticka téliska
reaguji na nizkou tenzi kysliku v krvi. (29)

Cévni stény jsou nejtenci u potkana v plicni tepné a nejtlustsi jsou v plicni Zile.
Tato skutecnost je zpusobena pificné pruhovanymi svalovymi vldkny (jsou podobna
srdeCnim), ktera jsou nalézana ve sténach intrapulmonalnich cév. Toto usporadani
snadno umoziuje infekénimu agens rozsifit se ze srdce, ptes plicni Zily, do plic. (29)

Podobné¢ jako u c¢loveéka, prekapilarni spoje v plicich se vyskytuji jen v hilovych

oblastech plic. Plicni cévy se zuzuji pfi odpovéedi na acetylcholin. (29)
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Potkani maji v plicich bohatou inervaci, vysokou aktivitu serotoninu a naopak

nizkou aktivitu histaminu. (29)

Stenovy Zlazy leZi v maxilarnich sinusech a jsou totozné se solnymi zldzami

moiskych ptak. Zlazy reguluji viskozitu mucinu a vlhkost vdechovaného

vzduchu. (29)

Obr. ¢. 28 Bronchus intrapulmonalis Obr ¢. 29 Trachea
1 — plicni alveoly, 2 — Fidké vazivo, 3 — hyalinni 1 — hyalinni chrupavka, 2 — perichondrium,
chrupavka, 4 — seromucindzni zlazky, 5 — epitel 3 — seromucindézni zlazky, 4 - tunica mucosa,
aslizniéni  vazivo, 6 — slizniéni fasa. 5 —vicefady cylindricky epitel s fasinkami.

Pievzato z http://www.1f3.cuni.cz/histologie/Atlas0/ Prevzato z http://www.1f3.cuni.cz/histologie/Atlas0/

Obr. ¢&. 30 Vicerady epitel s Fasinkami

1 — vicefady cylindricky epitel s fasinkami, 2 — hladka
svalovina v slizniénim vazivu, 3 — seromucindzni
zlazky, 4 — slizni¢ni vazivo.

Prevzato z http://www.1f3.cuni.cz/histologie/Atlas0/
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Na zavér této kapitoly uvadim primérné hodnoty nejcastéji sledovanych parametra

adultnich zvirat: (1)

Hmotnost samce

Hmotnost samice

Hmotnost plic

Objem plic

Dechovy objem

Dechové frekvence

Primér prudusnice

Minutova ventilace

Primeér alveolu (priimérn¢)

Celkovy povrch alveoli

Tloustka alveolo-kapilarni bariéry

Vétveni alveolarnich duktulii

Primér atrif

Celkova plicni kapacita

Vitalni kapacita

Funk¢ni rezidudlni kapacita

Rezidualni objem

Pocet erytrocytl

Pocet leukocytii
-neutrofilni granulocyty
-eozinofilni granulocyty
-bazofilni granulocyty
-lymfocyty
-monocyty

Pocet trombocytl

* 60—84 dni stafi anestezovani potkani

900-1500 g

700-1300 g

1,5 g/250 g hmotnosti téla potkana
2,1 ml/250 g hmotnosti téla potkana
1,6 (0,6-2,0) ml

90 (70-150) decht za minutu
1,6-7,7 mm

0,22 (0,16-0,24) I/minutu

57-112 (70) um

7,5 m?%/400 g t&lesné hmotnosti potkana
1,5 um

2-5 vétvi

15-262 pm

9,9-12,7 ml

6,7-10,1 ml

3,1-4,7ml*

1,9-39ml*

5,5-10 mil . mm’

cca 12,5 tis . mm™

18-36 %

14 %

0-1%

62—75 %

1-6 %

cca 600 tis . mm™
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11l. EXPERIMENTALNI CAST
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1. Pouzity material

a) Chemikalie

Azur B, Fluka, 422989/1 30102

BCA Protein Assay Reagent Kit, Pierce, USA
Fyziologicky roztok

Gencianova violet, LACHEMA, 50 270 0302

Hydroxid hlinity, Sigma — Aldrich, 11033 LOT20320
Kyselina sirova 4 M, fa Kulich Hradec Kralové
O-fenylendiamin 10 mM, Fluka

Ovalbumin, Sigma — Aldrich, A-5503, LOT71K7028
Pentobarbital, SPOFA, 41050590

Peroxid vodiku 1mM, Sigma — Aldrich, LOT S23803105
Propranolol, Sigma — Aldrich, P-0884, LOT 02K1489
Methanol p.a., fa Kulich Hradec Krélov¢, 24090
Sukcinylcholin, Sigma — Aldrich, S-8251, LOT 21K1659
Tris HCI 0,05 M, Sigma — Aldrich, 114K546

Triton X-100 0,1 %, Sigma — Aldrich, 114K0182

Zluty eozin, LACHEMA

b) Pomiicky

Biirkerova komtirka

Injekéni stiikacky

Jehly

Kryci sklicka

Laboratorni sklo

Mikrotitracni desticka

Multikanalova pipeta

Nuzky: rovné, zahnuté, o¢ni

Pinzety: rovné anatomické (bez zoubku na konci), chirurgické (tkanové) se zoubky
na konci, zahnuté bez zoubku na konci
Pipety

Podlozni sklicka

Zkumavky
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c) Pfistroje

Centrifuga, MPW-360, Polsko

Laboratorni vahy Kern

Mikroskop Olympus BX

Spektrofotometr EMS Reader MF (Biotech)

d) Zvirata

Laboratorni potkan, kmen Wistar, primérna hmotnost 330 g, dodavatel Biotest
Konarovice, Ceska republika

Laboratorni potkan, kmen Brown Norway, praimérna hmotnost 210 g, dodavatel Anlab
Praha, Ceska republika

Zvitata byla umisténa ve vivariu FaF UK a chovéna za standardnich laboratornich

podminek. Projekt pokusu byl schvalen etickou komisi FaF UK.
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2. Metodika

a) Uspotadani pokusu

U zvitat byla porovnavéana bronchialni reaktivita pomoci né€kolika parametri —
celkového poctu bun¢k v 1 ml BAL, deferencidlniho poctu bun¢k v BAL a déle byly
méfeny proteiny a EPO v 1 ul BAL. V experimentu byly pouzity 2 druhy zvifat —

potkan Wistar a potkan Brown Norway; jejich rozdéleni uvadi nasledujici tabulka:

POTKANI WISTAR

Nesenzibilizovani (NS) —
kontrolni skupina zvifat,
ktera nebyla
senzibilizovana
ovalbuminem

BAL bran 1 hodinu
po challenge; n=4

BAL bran 24 hodin
po challenge; n =6

Senzibilizovani (S) —
skupina zvifat
senzibilizovanych
ovalbuminem

BAL bran 1 hodinu
po challenge; n =6

BAL bran 24 hodin
po challenge; n =9

POTKANI BROWN
NORWAY

Nesenzibilizovani (NS) —
kontrolni skupina zvirat,
ktera nebyla
senzibilizovana
ovalbuminem

BAL bran 24 hodin
po challenge; n =3

Senzibilizovani (S) —
skupina zvitat
senzibilizovanych
ovalbuminem

BAL bran 24 hodin
po challenge; n =10

Tabulka €. 4 Rozdéleni zvitat do skupin

b) Senzibilizace

Navozeni modelu alergického astmatu u zvifat bylo provedeno metodou podle
Elwooda (2), ktera navozuje zvySeni protilatek typu IgE. Zvifeti byla intraperitonealné
podana davka 1 mg ovalbuminu (OA) a 100 mg hydroxidu hlinit¢ho Al(OH); v1 ml
fyziologického roztoku. Tato aplikace byla opakovéana ve tfech po sob& nasledujicich
dnech. Vlastni pokus pak nasledoval v rozmezi 21-30 dnd od podani prvni davky OA.
Béhem této doby bylo kazdy tyden provadéno vazeni zvifat a jejich hmotnosti

zaznamenavany. Cilem bylo zjistit, zda zvitata prospivaji a pfibyvaji na hmotnosti.
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Vlastnimu pokusu (za 21 dni po ip. senzibilizaci OA) ptedchazela antigen
challenge — inhalace aerosolu ovalbuminu (100 mg ovalbuminu/2 ml fyziologického
roztoku) 1 hodinu nebo 24 hodin pied experimentem. Systém pouzivany k inhalaci byl
sestaven z prithledné plastové komory (o pfiblizném objemu 4 1), ktera byla napojena
na trysku HSE nebulizatoru. Castice aerosolu vytvoiené nebulizatorem byly mensi nez
10 um a 60 % téchto ¢astic bylo mensich nez 2,5 um (deklarovano vyrobcem). Vykon
nebulizatoru byl ptiblizn¢ 18-20 ml/h.

Zvitata byla na urcitou dobu umisténa do komory vyplnéné aerosolem a byla

vystavena inhalaci az do tiplného vyc¢erpani roztoku ovalbuminu.

Obr. ¢. 31 HSE nebulizator. Prevzato z www.harvardapparatus.com

C) Anestezie a stanoveni bronchialni reaktivity

Tato ¢ast pokusu tvofila zaklad mé diplomové prace.

Anestezie byla vSem zvifatim navozena intraperitonedlné. U potkani kmene
Wistar i Brown Norway byl pouzit pentobarbital v davce 40—45 mg/kg. Nasledné byla
u zvifat provedena kanylace v.jugularis externa. Dale byla provedena trachealni
kanylace a ptes trachedlni kanylu bylo zvife napojeno na dychaci pfistroj. Vlastni
respirace zvifete byla utlumena i.v. podanim sukcinylcholinu (2 mg/kg). Poté byl zvifeti
aplikovan i.v. serotonin v davkach 5, 10, 20 a 50 pg/kg a byla hodnocena bronchialni
reaktivita pomoci méfeni plicni rezistence. Aby se zvysila zaznamenavana odpovéd’, byl
Smin pfed prvnim poddnim zkoumané bronchokonstrikéni latky zvifeti podan
I.v. propranolol (1 mg/kg). Po tomto pokusu bylo zvife usmrceno piedavkovanim

anestezie.
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d) Vyplach plic a ptiprava BAL

Po usmrceni zvifete preddvkovanim anestezie jsme provedli tupou preparaci plic
zvitete, plice jsme Setrné vyjmuli a opatrné omyli ve fyziologickém roztoku. Nasledné
jsme provedli bronchoalveolarni lavaz 12 ml fyziologického roztoku rozdéleného
do dvou davek po 6 ml. Poté byla provedena centrifugace tekutiny bronchoalveolarni
lavaze (BAL) (1200 rpm, 20 min, 4°C) a supernatant byl uschovan pii —80°C

pro pozd¢jsi stanoveni peroxidazy eozinofilt (EPO).

Obr. &. 32 UloZeni plic u potkana po otevieni dutiny hrudni. Pfevzato z Zivna, 2001

e) Stanoveni po¢tu bunék v BAL

Stanoveni poctu bun€k bylo provedeno metodou pocitani pod mikroskopem
Vv Biirkerové komdrce. Biirkerova komirka je 0,5 cm silné sklo, na némz se nachdzeji
2 pocitaci prostory. Dna téchto prostorll jsou pokryta jemnymi velmi pfesnymi vrypy.
Pocitaci prostory jsou oproti okoli snizené o 0,1 mm. Jednotlivymi vrypy a timto
sniZzenim je vytvofen prostor, v némz se bunky pocitaji. Pocitaci prostor Biirkerovy
komurky je rozdélen trojitymi vrypy na 9 velkych ¢tvercovych poli, kazdé z téchto poli
je dale ¢lenéno dvojitymi vrypy na 16 mensSich c¢tverci. Nejmensi ¢tverce (v kazdém

z 9 velkych poli 9) jsou tvofeny praseciky dvojitych vrypt. (20)
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Obr. ¢. 33 Biirkerova komiirka. Prevzato z www.If3.cuni.cz (20)

Principem této metody je secteni vSech bunék ve zndmém objemu. Toto Cislo se
pak vztahne na objem referenéni (1 litr nebo 1 mm®).

Pelet jsme resuspendovali v 1 ml fyziologického roztoku a poté jsme smichali
50 pl resuspendovaného peletu a 450 pl barviciho roztoku.

Piiprava barviciho roztoku: Roztok na barveni leukocyt obsahuje 0,5 g krystalové

violeti, 5 ml kyseliny octové a destilovanou vodu ad 250 ml.

Na pocitaci prostor jsme umistili kryci sklicko. Do vzniklé komurky jsme pipetou
dali kapku smési tak, aby byla komurka plnd. Po 3-5 minutach klesli v§echny bunky
nadno komirky a bylo mozné je pocitat. Pocet bun¢k jsme stanovili s ohledem
na fedéni vzorku.

Strana &tverce m&F 0,2 mm, jeho obsah je tedy 0,04 mm? (1/25 mm?). V piipads,
kdy se bunka dotyka hrany c¢tverce, postupuje se podle nasledujiciho pravidla:
Pted zacatkem pocitani si vybereme dvé sousedni hrany ¢tverce. VSechny bunky, které
se pak téchto hran dotykaji, do celkového poctu zahrneme. Ty které se dotykaji

nezvolenych hran naopak nepocitame. (20) Burnky jsme pocitali ve vSech ¢tvercich

Z jednoho velkého Ctverce, tj. v 25 malych ¢tvercich.

Obr. ¢ 34 Zpisob poditini krvinek; Obr. & 35 Ctverce pro poditani leukocytii;
vybrané hrany (horni a prava) jsou oznaceny bilé krvinky se pocitaji v 50 vétSich ctvercich
teCkovang; krvinky uvnitf ¢tverce a ty, které Biirkerovy komurky; c&tyfi takové Ctverce jsou
se vybranych hran dotykaji (oznaceny na obrazku zvyraznény.

modie), se pocitaji, Krvinky dotykajici se Prevzato z www.If3.cuni.cz (20)

zbylych hran (Cervené) ne. Pievzato
z www.1f3.cuni.cz (20)
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f) Stanoveni diferencialniho poctu bunék

Pelet jsme resuspendovali v 1 ml fyziologického roztoku a ztoho 30 ul jsme
nanesli na podlozni sklicko pokryté zelatinou (1,3 %). Preparat byl 10 min fixovan
Vv roztoku methanolu a postupné obarven (zluty eozin, azur B). Pod mikroskopem jsme
vzdy napocitali celkem 100 bunék a wurcili jsme procentudlni podil neutrofild,

eozinofill, makrofagh a leukocytt.

g) Stanoveni eozinofilni peroxididzy (EPO)

Bronchoalveolarni lavaz uchovavanou pii —80°C jsme na ledu pozvolna rozmrazili.
100 Wl BAL od kazdého vzorku a 100 pl substratu jsme odpipetovali pomoci
multikanalové pipety do mikrotitracni desticky. Smés jsme nechali 30 min inkubovat.
Poté jsme reakci zastavili ptidanim 50 pl 4 M H,SO4 a zméfili jsme absorbanci roztoku
pfi vinové délce 490 nm; mnozstvi EPO je pfimo umeérné hodnotdm naméfené
absorbance.

Pfiprava substratu: Substrat obsahuje Tris HCI 0,05 M a 0,1 % Triton X-100.

Dulezité je, aby vysledné pH dosahlo hodnoty 8. V opaéném ptipad¢ je tieba ptidat
hydroxid sodny. Tésné pred pokusem jsme piidali peroxid vodiku (H20,)
a o-fenylendiamin (OPD) tak, aby vysledné koncentrace byly 1 mM a 10 mM.

h) Stanoveni proteind

Proteiny byly stanoveny pomoci kitu BCA Protein Assay Reagent Kit. Principem
stanoveni je redukce iontu Cu®* na Cu proteinem v alkalickém prostiedi (biuretova
reakce) a naslednd kolorimetricka detekce m&d’ného kationtu Cu'* pomoci BCA
(bicinchoninic acid). Barevny produkt reakce vzniké chelatovanim dvou molekul BCA
jednim iontem Cu'*. V rozmezi koncentrace proteinu od 20 do 2000 pg/ml je
absorbance (562 nm) tohoto komplexu pfimo umérna koncetraci a mnozstvi proteinu se
proto miiZze stanovit pomoci kalibra¢ni kiivky. Kalibra¢ni kifivku tvoii 8 znadmych

koncentraci proteinu (25-2000 ug/ml) — potiebny standard (BSA) je soucasti kitu.
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1) Zpracovani vysledk

Vysledky byly vyhodnoceny pomoci t-testu a zmény povazovany za signifikantni

pii p <0,05. VSechny hodnoty jsou vyjadieny jako primérna hodnota £ SEM.

63



V. VYSLEDKY
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Pti hodnoceni modelu alergického astmatu u potkana byly sledovany nésledujici

parametry:

1. Sledovani hmotnosti zvirat

Béhem pokusu vSechna zvitata prospivala a vykazovala odpovidajici vahovy prirastek.

2. Sledovani bunék v bronchoalveolarni lavazi

Bylo zjistovano celkové mnozstvi bunék a déle diferencialni odecet.

2.1 POROVNANI DVOU CASOVYCH INTERVALU

Toto stanoveni bylo provedeno u potkani kmene Wistar.

Potkani, u kterych byl BAL odebran 1 hod po challenge, byli rozdéleni do dvou
skupin — skupina nesenzibilizovana (kontrolni skupina), ve které byla celkem 4 zvirata
0 primérné¢ hmotnosti m =324 g a skupina senzibilizovana, ve které bylo 6 zvitat
0 prumérné hmotnosti m = 349 g.

Potkani, u kterych byl BAL odebrdn 24 hod po challenge, byli také rozdéleni
do dvou skupin — skupina nesenzibilizovana (kontrolni skupina), ve které bylo celkem
6 zvifat o primémé hmotnosti m =327 g a skupina senzibilizovana, ve které bylo

9 zvitat o primérné hmotnosti m = 332 g.

1) Celkovy podet bunék v 1 ml BAL. ktery byl odebran 1 hodinu a 24 hodin
po challenge

Celkovy pocet bunck nalezenych v bronchoalveolarni lavdzi u zvifat

senzibilizovanych ovalbuminem a po challenge antigenem byl vzdy vyssi nez u zvitat
z kontrolni skupiny, ktera senzibilizovana nebyla. 24 hodin po challenge byl rozdil mezi
skupinou senzibilizovanych a nesenzibilizovanych zvifat mnohem vyraznéj$i nez
u zvifat, u kterych byl BAL odebran uz 1 hodinu po challenge .

Jednu hodinu po challenge byl primérny celkovy pocet bunék v bronchoalveolarni
lavéazi u nesenzibilizovanych zvitat 0,31+0,02 x 10°(h=4)au senzibilizovanych zvitat

0,35+0,07 x10° (n = 6).
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Dvacet ctyfi hodin  po challenge byl pramémy celkovy pocet bunck
v bronchoalveolarni lavazi u nesenzibilizovanych zvifat 0,27+0,03 x10° (n = 6)

a u senzibilizovanych zvifat 0,95+0,08 x10° (n = 9) — tabulka &. 5 a graf &. 1.

1 hod po challenge [x10°] | 24 hod po challenge [x10°]

NS 0,31+0,02 0,27+0,03

S 0,35+0,07 0,95+0,08

Tabulka ¢. 5 Primémé hodnoty celkového poétu bunék u potkantt Wistar v 1 ml BAL odebraném
lhodinu a 24hodin po challenge. NS =skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina

senzibilizovanych zvifat

a) Celkovy pocet bun¢k v 1 ml BAL, ktery byl odebran 1 hodinu po challenge

Zvite 1 hod Fi)lcoréz]:lllenge

W+*1-1 0,35

W*1-2 0,31

NS W*1-3 0,31
W*1-4 0,27

W*2-1 0,47

W*2-2 0,23

s W*2-3 0,66
W*2-4 0,30

W*2-5 0,17

W*2-6 0,26

Tabulka ¢. 6 Hodnoty celkového poétu bun&k u jednotlivych potkantt Wistar v 1 ml BAL odebraném

1 hodinu po challenge. NS = skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina senzibilizovanych zvifat
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b) Celkovy pocet bunék v 1 ml BAL, ktery byl odebran 24 hodin po challenge

Zvite 24 hod[gci gp]allenge
W1-1 0,35
W1-2 0,31
W1-3 0,31
NS W1-4 0,25
W1-5 0,20
W1-6 0,20
W2-1 0,78
W2-2 0,80
W2-3 0,67
W2-4 1,54
S W2-5 0,99
W2-6 0,87
W2-7 1,06
W2-8 0,91
W2-9 0,94

Tabulka ¢. 7 Hodnoty celkového poétu bun&k u jednotlivych potkani Wistar v 1 ml BAL odebraném

24 hodin po challenge. NS = skupina nesenzibilizovanych zvitat, S = skupina senzibilizovanych zvitat

Celkovy pocet bunék v 1 ml BAL u potkanti kmene Wistar

=
N

[N

o
o

O Nesenzibilizovani
B Senzibilizovani

o
~
.'

Poéet bunék (x10°
o
(o)}

o
(N

o

1 hod 24 hod

Interval po challenge *...p< 0,05

Graf €. 1 Celkovy poéet bunék v 1 ml BAL odebraném 1 hod a 24 hod po challenge u potkanti

kmene Wistar
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2) Diferencidlni odecet bunék v1 ml BAL, ktery byl odebran 1 hodinu

a 24 hodin po challenge

Pocet vSech typt bunék (neutrofilli, eozinofilti, makrofagii a lymfocytl)
nalezenych v bronchoalveolarni lavazi u zvifat senzibilizovanych ovalbuminem
a po challenge antigenem byl vzdy vys$si nez u zvifat z kontrolni skupiny, ktera
senzibilizovana nebyla. 24 hodin po challenge byl rozdil mezi skupinou
senzibilizovanych a nesenzibilizovanych zvifat mnohem vyraznéj$i nez u zvitat,
u kterych byl BAL odebran uz 1 hodinu po challenge .

Jednu hodinu po challenge byl primérny pocet neutrofili v bronchoalveolarni
lavazi u nesenzibilizovanych zvitat 0,008+0,001 ><106, pocet eozinofilii 0, pocet
makrofagh  0,303+0,016 x10° a pocet lymfocytd  0,001+0,001 x10° (n=4)
a u senzibilizovanych zvifat byl primérny pocet neutrofild 0,006+0,002 x10°, pocet
eozinofildi 0,001+0,001 x10°, podet makrofagl 0,340+0,073 x10° a pocet lymfocytd
0,001£0,001 x10° (n = 6).

Dvacet ¢tyfi hodin po challenge byl primérny pocet neutrofilii v bronchoalveolarni
lavazi u  nesenzibilizovanych  zvifat  0,008+0,002 ><106, pocet  eozinofill
0,004+0,002 x10°,  poget makrofagi  0,250+0,032 x10° a pocet lymfocytd
0,001£0,001 x10° (n = 6) au senzibilizovanych zvitat byl pramémy polet neutrofilti
0,34240,046 x10°,  polet  eozinofili  0,133+0,028 x10°,  podet  makrofagh
0,474+0,047 x10° a pocet lymfocytd 0,003+0,002 x10° (n=9) — tabulka &. 8 a grafy
¢. 2,3,4.

A.
Burnky 1 hod po challenge | 24 hod po challenge
[x10%] [x10%]
neutrofily 0,008+0,001 0,008+0,002
NS eozinofily 0 0,004-+0,002
makrofagy 0,303+0,016 0,250+0,032
lymfocyty 0,001+0,001 0,001+0,001
neutrofily 0,006+0,002 0,342+0,046
S eozinofily 0,001+0,001 0,133+0,028
makrofagy 0,340+0,073 0,474+0,047
lymfocyty 0,001=+0,001 0,003+0,002
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% Bunky 1 hod po challenge | 24 hod po challenge
neutrofily 2,50+0,29 3,20+0,86

NS eozinofily 0 1,80+0,80
makrofagy 97,25+0,48 94,60+1,63
lymfocyty 0,25+0,25 0,40+0,24
neutrofily 1,83+0,60 35,22+4,05

S eozinofily 0,1740,17 13,33+2,09
makrofagy 97,83+0,54 51,00+5,05
lymfocyty 0,17+0,17 0,44+0,24

Tabulka €. 8 Priimé&rné hodnoty neutrofild, eozinofild, makrofagh a lymfocyt u potkantt Wistar v 1 ml
BAL odebraném 1 hodinu a 24 hodin po challenge (A). Tytéz hodnoty vyjadfené v procentech (B).

NS = skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina senzibilizovanych zvifat

a) Diferencialni odeCet bunék v1 ml BAL, ktery byl odebran 1 hodinu

po challenge
A.
. Buiiky 1 hod po challenge [x10°]
neutrofily eozinofily | makrofagy lymfocyty
W*1-1 0,007 0 0,343 0
NS W*1-2 0,009 0 0,299 0,003
W*1-3 0,009 0 0,303 0
W*1-4 0,005 0 0,265 0
W*2-1 0,014 0 0,457 0
W*2-2 0,005 0 0,221 0
s W*2-3 0,007 0 0,646 0,007
W*2-4 0,003 0,003 0,294 0
W*2-5 0,007 0 0,163 0
W*2-6 0 0 0,257 0
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Buiiky 1 hod po challenge

% Zvite . P .
neutrofily eozinofily | makrofagy lymfocyty

W*1-1 2 0 98 0

NS W*1-2 3 0 96 1
W=*1-3 3 0 97 0

W*1-4 2 0 98 0

W*2-1 3 0 97 0

W*2-2 2 0 98 0

S W*2-3 1 0 98 1
W*2-4 1 1 98 0

W*2-5 4 0 96 0

W*2-6 0 0 100 0

Tabulka €. 9 Hodnoty neutrofilii, eozinofilii, makrofagh a lymfocytd U jednotlivych potkanii Wistar

v1ml BAL odebraném 1 hodinu po challenge (A). Tytéz hodnoty vyjadiené v procentech (B).

NS = skupina nesenzibilizovanych zvitat, S = skupina senzibilizovanych zvitat

b) Diferencialni odeCet bunék v1 ml BAL, ktery byl odebran 24 hodin

po challenge
A
. Buiiky 24 hod po challenge [x10°]
neutrofily eozinofily | makrofagy | lymfocyty
W1-1 0,007 0 0,343 0
W1-2 0,009 0 0,299 0,003
NS W1-3 --- --- ---
W1-4 0,003 0,005 0,243 0
W1-5 0,012 0,008 0,178 0,002
W1-6 0,008 0,006 0,186 0
W2-1 0,376 0,096 0,320 0,008
W2-2 0,192 0,024 0,576 0,008
W2-3 0,067 0,067 0,525 0,013
W2-4 0,510 0,293 0,741 0
S W2-5 0,455 0,069 0,465 0
W2-6 0,295 0,104 0,468 0
W2-7 0,369 0,158 0,528 0
W2-8 0,410 0,182 0,319 0
W2-9 0,403 0,206 0,328 0
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%

Zvire

Bunky 24 hod po challenge

neutrofily eozinofily | makrofagy lymfocyty

W1-1 2 0 98 0

W1-2 3 0 96 1

W1-3

NS W1-4 1 2 97 0
W1-5 6 4 89 1

W1-6 4 3 93 0

W2-1 47 12 40 1

W2-2 24 3 72 1

W2-3 10 10 78 2

W2-4 33 19 48 0

S W2-5 46 7 47 0
W2-6 34 12 54 0

W2-7 35 15 50 0

W2-8 45 20 35 0

W2-9 43 22 35 0

Tabulka ¢. 10 Hodnoty neutrofilfi, eozinofilt, makrofagh a lymfocyti u jednotlivych potkantt Wistar
v1iml BAL odebraném 24 hodin po challenge (A). Tytéz hodnoty vyjadiené v procentech (B).

NS = skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina senzibilizovanych zvitat
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Pocet neutrofilil v 1 ml BAL u potkanti kmene Wistar

O Nesenzibilizovani
B Senzibilizovani

1 hod 24 hod

Interval po challenge *...p< 0,05

Graf ¢. 2 Pocet neutrofiléi v 1 ml BAL odebraném 1 hod a 24 hod po challenge u potkanii kmene Wistar
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Pocet eozinofili v 1 ml BAL u potkani kmene Wistar
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Graf ¢. 3 Pocet eozinofilii v 1 ml BAL odebraném 1 hod a 24 hod po challenge u potkanii kmene Wistar

Pocet makrofagti v 1 ml BAL u potkani kmene Wistar
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Graf ¢. 4 Pocet makrofagti v 1 ml BAL odebraném 1 hod a 24 hod po challenge u potkanti kmene
Wistar
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2.2 SROVNANI DVOU KMENU POTKANU, WISTAR A
BROWN NORWAY, V CASOVEM INTERVALU ZA 24 HODIN

DalS$im cilem prace bylo srovnat dva kmeny potkanli. Vzhledem k tomu, ze
interval 24 hodin se Vv pfedchozim pokusu ukdzal byt jednozna¢né vyhodnéjsi,
porovnani obou kment zvifat bylo provedeno pouze 24 hodin po challenge. Tato zvitata
byla rozdélena do dvou skupin — skupina nesenzibilizovana (kontrolni skupina), ve
které byla celkem 3 zvifata o primérné hmotnosti m = 205 g a skupina senzibilizovana,

ve které bylo 10 zvifat o primérné hmotnosti m = 217 g.

1) Celkovy pocet bunék v 1 ml BAL, ktery byl odebran 24 hodin po challenge

Celkovy pocet bunck nalezenych v bronchoalveolarni lavazi u zvifat
senzibilizovanych ovalbuminem a po challenge antigenem byl vzdy vyssi nez u zvifat
Z kontrolni skupiny, kterd senzibilizovana nebyla.

Dvacet ¢tyfi  hodin  po challenge byl pramémy celkovy pocet bunék
v bronchoalveolarni lavaZzi u nesenzibilizovanych potkanti Wistar 0,27+0,03 x10°
(h=6), u senzibilizovanych  potkani  Wistar  0,95+0,08 x10°  (n=9),
u nesenzibilizovanych ~ potkani  Brown  Norway  0,27+0,03 x10°  (n=3)
a u senzibilizovanych potkanii Brown Norway 0,88+0,11 x10° (n = 10) — tabulky & 5
allagrafc. 5.

24 hod po challenge [<10°]
NS 0,27+0,03
S 0,88+0,11

Tabulka €. 11 Primémé hodnoty celkového poétu bunék u potkantt Brown Norway v 1 ml BAL
odebraném 24 hodin po challenge. Pocet zvifat n=13; NS =skupina nesenzibilizovanych zvifat,

S = skupina senzibilizovanych zvirat
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Zvife 24 hod[gci gp]allenge
B1-1 0,24
NS B1-2 0,25
B1-3 0,32
B2-1 0,35
B2-2 0,55
B2-3 0,61
B2-4 0,92
S B2-5 1,32
B2-6 1,09
B2-7 0,93
B2-8 1,39
B2-9 0,98
B2-10 0,61

Tabulka €. 12 Hodnoty celkového poétu bunék u jednotlivych potkant Brown Norway v 1 ml BAL
odebraném 24 hodin po challenge. NS =skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina

senzibilizovanych zvifat

Celkovy pocet bunék v 1 ml BAL u potkani kmene Wistar
a Brown Norway v ¢asovém intervalu 24 hodin
po challenge
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Pocet bunék (x10°)
o
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Wistar Brown Norway *...p< 0,05

Graf ¢. 5 Celkovy pocet bunék v 1 ml BAL odebraném 24 hod po challenge u potkanti kmene

Wistar a Brown Norway
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2) Diferencidlni odeCet bunék v1 ml BAL, ktery byl odebran 24 hodin
po challenge

Pocet vSech typt bunék (neutrofilli, eozinofilti, makrofagii a lymfocytl)

nalezenych v bronchoalveolarni lavazi u zvifat senzibilizovanych ovalbuminem a po
challenge antigenem byl vzdy vys$i nez u zvifat zkontrolni skupiny, ktera
senzibilizovana nebyla.

Dvacet ¢tyfi hodin po challenge byl primérny pocet neutrofili v bronchoalveolarni
lavazi u nesenzibilizovanych potkani Wistar 0,008+0,002 x10°, pocet eozinofill
0,004+0,002 x10°, pocet makrofagh  0,250+0,032 x10° a poet lymfocytd
0,001+£0,001 x10° (n=6), u senzibilizovanych potkant Wistar byl pram&my pocet
neutrofili 0,342+0,046 x10°, pocet eozinofild 0,133+0,028 x10°, podet makrofagt
0,474+0,047 x10° a podet lymfocytii 0,003+0,002 x10° (n = 9).

U nesenzibilizovanych potkani Brown Norway byl 24 hodin po challenge
primérny pocet neutrofild 0, poet eozinofildi 0,003+0,002 x10°, pocet makrofagt
0,266+0,027 x10° a pocet lymfocytd 0 (n=3) a u senzibilizovanych potkanti Brown
Norway byl primérmy pocet neutrofili 0,251%0,030 x10°, pocet eozinofilu
0,154+0,050 x10°, podet makrofagh  0,457+0,060 x10° a pocet lymfocytd
0,002:£0,001 x10° (n = 10) — tabulky &. 8 a 13 a grafy &. 6, 7, 8.

A.
Bty 24 hOd[E)(Ci ggl]allenge

neutrofily 0
NS eozinofily 0,003+0,002
makrofagy 0,266+0,027

lymfocyty 0
neutrofily 0,2514+0,030
S eozinofily 0,154+0,050
makrofagy 0,457+0,060
lymfocyty 0,002+0,001
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% Bunky 24 hod po challenge
neutrofily 0

NS eozinofily 1,3340,88
makrofagy 98,67+0,88
lymfocyty 0
neutrofily 29,60+3,02

S eozinofily 15,60+3,80
makrofagy 53,30+3,93
lymfocyty 0,20+0,13

Tabulka €. 13 Primérné hodnoty neutrofild, eozinofill, makrofagi a lymfocytd u potkanii Brown

Norway v 1 ml BAL odebraném 24 hodin po challenge (A). Tytéz hodnoty vyjadiené v procentech (B).

Pocet zvifat n = 13; NS = skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina senzibilizovanych zvifat

A.
Zvife Buiiky 24 hod po challenge [x10°]
neutrofily eozinofily | makrofagy | lymfocyty
B1-1 0 0 0,238 0
NS B1-2 0 0,007 0,240 0
B1-3 0 0,003 0,320 0
B2-1 0,130 0,020 0,190 0
B2-2 0,260 0,020 0,270 0,010
B2-3 0,150 0,040 0,420 0
B2-4 0,170 0,070 0,650 0
s B2-5 0,430 0,050 0,830 0
B2-6 0,380 0,350 0,360 0
B2-7 0,300 0,140 0,480 0,010
B2-8 0,290 0,430 0,670 0
B2-9 0,300 0,310 0,360 0
B2-10 0,100 0,110 0,340 0
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%

Zvire

Bunky 24 hod po challenge

neutrofily eozinofily | makrofagy lymfocyty

B1-1 0 0 100 0

NS B1-2 0 3 97 0
B1-3 0 1 99 0

B2-1 38 6 56 0

B2-2 47 3 49 1

B2-3 24 7 69 0

B2-4 18 8 71 0

S B2-5 33 4 63 0
B2-6 35 32 33 0

B2-7 32 15 52 1

B2-8 21 31 48 0

B2-9 31 32 37 0

B2-10 17 18 55 0

Tabulka ¢. 14 Hodnoty neutrofild, eozinofiléi, makrofagt a lymfocyti u jednotlivych potkani Brown
Norway v 1 ml BAL odebraném 24 hodin po challenge (A). Tytéz hodnoty vyjadiené v procentech (B).

NS = skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina senzibilizovanych zvitat
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Graf ¢. 6 Pocet neutrofilti v 1 ml BAL odebraném 24 hod po challenge u potkanti kmene

Wistar a Brown Norway
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Pocet eozinofilti v 1 ml BAL u potkani kmene
Wistar a Brown Norway v €éasovém intervalu 24 hodin
po challenge
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Graf ¢. 7 Pocet eozinofili v 1 ml BAL odebraném 24 hod po challenge u potkani kmene

Wistar a Brown Norway

Pocet makrofagl v 1 ml BAL u potkant kmene
Wistar a Brown Norway v ¢asovém intervalu 24 hodin
po challenge
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Graf ¢. 8 Pocet makrofaghi v 1 ml BAL odebraném 24 hod po challenge u potkanti kmene

Wistar a Brown Norway

Jak u celkového poctu bunék tak u diferencidlniho odectu nebyly zjisténé rozdily mezi

potkany Wistar a Brown Norway velké a pohybovaly se v ramci statistické chyby.
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3. Stanoveni EPO a proteinu

I kdyz pifi hodnoceni bunék bronchoalveolarni lavaze nebyl zjistén rozdil mezi
kmeny, stanoveni eozinofilni peroxidazy a proteini bylo provedeno jen u potkanii
Brown Norway, ktefi byli vyhodnéjsi pfi stanoveni bronchidlni reaktivity. U téchto
zvitat byl BAL odebran 24 hod po challenge a zvitata byla rozdélena do dvou skupin —
skupina nesenzibilizovana (kontrolni skupina), ve které byla celkem 3 zvifata
0 prumérné hmotnosti m =205 g a skupina senzibilizovana, ve které bylo 10 zvitat

0 prumé&rné hmotnosti m = 217 g.

1) EPO

Hodnoty EPO zjisténé v bronchoalveolarni lavazi u zvifat senzibilizovanych
ovalbuminem a po challenge antigenem byly vzdy vyssi nez u zvifat z kontrolni
skupiny, ktera senzibilizovana nebyla.

Dvacet ¢tyti  hodin  po challenge byly primémé hodnoty absorbance
u nesenzibilizovanych ~ potkan ~ Brown  Norway  0,085%0,005 (n=3)
a u senzibilizovanych zvitat 0,622+0,128 (n = 10) — tabulka ¢. 15 a graf ¢. 9.

24 hod po challenge
NS 0,085+0,005
S 0,622+0,128

Tabulka €. 15 Primémé hodnoty absorbance pfi 490 nm u potkant Brown Norway v 1 ml BAL
odebraném 24 hodin po challenge. Pocet zvifat n=13; NS =skupina nesenzibilizovanych zvifat,

S = skupina senzibilizovanych zvitat
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Zvite 24 hod po challenge
B1-1 0,082
NS B1-2 0,094
B1-3 0,078
B2-1 0,512
B2-2 0,383
B2-3 0,743
B2-4 ---
s B2-5 0,791
B2-6 1,383
B2-7
B2-8 0,428
B2-9 0,203
B2-10 0,529

Tabulka €. 16 Hodnoty absorbance pii 490 nm u jednotlivych potkant Brown Norway v 1 ml BAL
odebraném 24 hodin po challenge. NS =skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina

senzibilizovanych zvitat

Hodnoty absorbance (A490) u potkani kmene Brown Norway
v ¢asovém intervalu 24 hodin po challenge

0,8
0,7
0,6
0,5 4
04
0,3
0,2
0,1 —

Hodnoty absorbance (A490)

Nesenzbilizovani Senzbilizovani
*...ps 0,05

Graf ¢. 9 Hodnoty absorbance (A490), které vychazi z mnozstvi EPO v méfeném vzorku, 24 hod

po challenge u potkanii kmene Brown Norway
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2) Proteiny

Hodnoty proteint zjisténé v bronchoalveolarni lavazi u zvifat senzibilizovanych
ovalbuminem a po challenge antigenem byly vzdy vy$$i nez u zvifat z kontrolni
skupiny, ktera senzibilizovana nebyla.

Dvacet ¢tyti  hodin  po challenge byly primémé hodnoty proteint
v bronchoalveolarni  lavazi  u nesenzibilizovanych  potkanii Brown Norway
191,06+£29,44 ng/ml BAL (n=3) au senzibilizovanych zvifat 976,14+89,21 pg/ml
BAL (n = 10) — tabulka ¢. 17 a graf ¢. 10.

24 hod po challenge
[ng/ml BAL]
NS 191,06+29,44
S 976,14+£89,21

Tabulka ¢. 17 Primérné hodnoty proteinli u potkani Brown Norway v 1 ml BAL odebraném 24 hodin

po challenge. Pocet zvifat n=13; NS =skupina nesenzibilizovanych zvifat, S =skupina

senzibilizovanych zvitat

Y 24 hod po challenge
Zvire [ug/Fr)nl BAL] ’
B1-1 134,33
NS B1-2 205,78
B1-3 233,07
B2-1 638,47
B2-2 1181,32
B2-3 1184,30
B2-4 727,79
s B2-5 993,76
B2-6 1430,92
B2-7 1196,21
B2-8 775,43
B2-9 583,89
B2-10 1049,33

W

Tabulka €. 18 Hodnoty proteini u jednotlivych potkanit Brown Norway v 1 ml BAL odebraném

24 hodin po challenge. NS = skupina nesenzibilizovanych zvifat, S = skupina senzibilizovanych zvifat
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Hodnoty proteini v 1 ml BAL u potkani kmene
Brown Norway v ¢asovém intervalu 24 hodin
po challenge

1200
1000 T

800

600
400
200

H

Hodnoty proteinti (ug/ml BAL)

Nesenzibilizovani Senzibilizovani
*...p< 0,05

Graf ¢. 10 Hodnoty proteinti v 1 ml BAL odebraném 24 hod po challenge u potkant kmene

Brown Norway
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V. DISKUZE
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Posledni definice z r. 2002 definuje asthma bronchiale takto: ,,Astma je chronické
zanétlivé onemocnéni dychacich cest, kde hraji roli mnohé buniky a bunécné piisobky.
Chronicky zanét je spojen s pruduskovou hyperreaktivitou a vede k opakujicim se
epizodam piskotii, duSnosti, tize na hrudi a kasle, zvlasté v noci nebo ¢asn¢ rano. Tyto
epizody jsou obvykle spojeny s variabilni obstrukci, kterd je Casto reverzibilni bud’
spontanng, nebo vlivem 1é¢by.« (25)

Ackoliv se na patofyziologii astmatu podili cela fada zanétlivych bun€k, hlavni roli
zde hraje pfedevsim zvysSeny vyskyt eozinofilti v dychacich cestach. Ostatni bunky, jako
napf. neutrofily, bazofily, T-lymfocyty a zirné bunky se na rozvoji zanétu v dychacich
cestach podileji také, nicméné jejich lloha neni rozhodujici.

Vsechny buiiky, které se Gcastni rozvoje zanétlivé reakce, uvoliuji v misté infekce
nebo poskozené tkdn¢ mnozstvi mediatort regulujicich prestup a aktivitu dalSich bunék.
Z mastocytd se degranulaci uvoliiuje histamin, spazmogenn¢ pusobici peptidy, dochazi
K rychlé tvorbé spazmogenné pusobicich leukotrient LTC4 a LTD4, PAF (platelet
activating factor), prostaglandini a LTB4, ptlisobiciho chemotakticky piedevsim
na eozinofily a mononukleary; posléze svou roli uplatiuji i o- a [B-chemokiny,
tromboxany, serotonin a mnoho dalSich. VSechny tyto aspekty byly jiz mnohokrat
popsany a zkoumany na mnoha modelech experimentalniho astmatu. (27)

Tato rigordzni prace navazuje na moji praci diplomovou a v mnoha bodech z ni
také vychazi. Jejim cilem bylo optimalizovat model alergického astmatu u potkana
aprispét tak kjeho zavedeni na Farmaceutické fakulté. Pouzity protokol pfitom
vychézel z modeli popsanych v odborné literature. Soustfedili jsme se predevSim
na vybér nejvhodnéjSiho Casového intervalu, ve kterém by se projevila dostatecna
alergicka reakce po challenge antigenem a dale pak na vybér vhodnéjSiho zvifeciho
druhu, ktery by nejlépe vyhovoval zvolenému modelu alergického astmatu. Kromé toho

jsme vzdy ovéftili 1 a€innost zvoleného modelu porovnanim s kontrolni skupinou.

1. Porovnani dvou ¢asovvch intervalu.

Pomoci stanoveni poctu bunék v bronchoalveolarni lavazi jsme u potkand Wistar
zjistovali, ktery ¢asovy interval (1 hodina nebo 24 hodin po challenge antigenem) je
vhodnéjsi pro hodnoceni zvoleného modelu astmatu. Stanovovali jsme nejprve celkovy
pocet bun¢k v 1 ml BAL, déle pak pocet neutrofilli, eozinofili, makrofagi a lymfocyti.

Z provedenych pokust vyplyva, ze interval 24 hodin po challenge antigenem je

pro zvoleny model alergického astmatu jednoznan€¢ vyhodnégj$i. Prestoze lze jiz
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po 1 hodiné po challenge pozorovat uréity naznak rozdilu v poctu bunék mezi
senzibilizovanymi a nesenzibilizovanymi zvifaty, ziskany rozdil je tak nepatrny, ze
Z namétenych hodnot nelze ucinit jednoznaény zavér. Doba 1 hodiny na vyvinuti
potiebné alergické reakce nestaci.

Jednu hodinu po challenge bylo v bronchoalveolarni lavazi zjisténo minimum
bunck, takze se setiel rozdil mezi skupinou senzibilizovanou a nesenzibilizovanou.
Vyjimkou byly pocCty makrofagl. Zde byl rozdil mezi senzibilizovanymi
a nesenzibilizovanymi zvitaty také minimalni, ale v porovnani s ostatnimi typy buné¢k
byl jejich pocet pomérné vysoky. Je to v souladu s tim, ze 1 u zdravého jedince jsou
pfevazujici bunéfnou populaci alveolarni makrofagy, lymfocyti byva do 10%,
neutrofily se vyskytuji zcela ojedinéle a eozinofily by prakticky nemély byt pfitomny
vubec.

Dvacet ¢tyii hodin po challenge antigenem byl nalezen signifikantni nardst
Vv celkovém poctu bunék, v po¢tu neutrofilli, eozinofilli i makrofagli u senzibilizované
skupiny oproti skupiné¢ kontrolni. Tento nartst je v souladu s na$imi Gvodnimi
pfedpoklady a svédéi o ispésném navozeni zkoumaného modelu. V piipadé lymfocyti
se nam signifikantni rozdil mezi obéma skupinami zvifat nepodafilo prokéazat ani
vintervalu 24 hodin po challenge a toto méfeni bylo zatizeno velkou statistickou
chybou. Divodem mize byt fakt, ze pocty lymfocytu v bronchoalveolarni lavazi jsou

velmi nizké a zna¢né variabilni.

2. Srovnani potkantt Wistar a Brown Norway Vv ¢asovém intervalu za 24 hodin.

Z ptedchoziho pokusu vyplynulo, ze interval 24 hodin po challenge je pro zvoleny
model alergického astmatu vyhodnéjsi. Proto jsme ve zjisténém vhodnéjSim casovém
intervalu srovnavali dva kmeny potkant, potkany Wistar a potkany Brown Norway.
Jejich volba nebyla nahodna. Oba dva kmeny jsou experimentalné¢ bézné pouzivané,
ato i v experimentech na dychacim systému. Chtéli jsme proto ovéfit, ktery z nich je
nejvyhodné&jsi pro zvoleny experimentalni model alergického astmatu.

V tomto pokusu jsme vychazeli z diplomové prace, kde jsme zjistili, Ze potkani
Brown Norway jsou V pouzitém modelu alergického astmatu vnimavéjsi, rozptyl
ziskanych hodnot plicni rezistence byl mnohem mensi a vysledky byly vice homogenni.
Je obecné znamo, Ze potkani Brown Norway maji pfirozené zvySené mnozstvi
eozinofill a vyraznéji proto reaguji na alergické podnéty. Proto jsme piedpokladali, Ze

i pro tento model alergického astmatu budou tato zvifata vyhodnéjsi. Zde se vSak
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ukazalo, ze zvolime-li pro hodnoceni tohoto modelu astmatu pocitani bunék
Vv bronchoalveolarni lavazi, citlivost u obou kment potkanti bude srovnatelnd a rozdil
mezi naméfenymi hodnotami nebude velky. U potkani Brown Norway byl 24 hodin
po challenge mezi skupinami kontrolnich a alergickych zvitat signifikantni rozdil
Vv celkovém poctu bun€k a v poctu neutrofilli, vysledky ale byly srovnatelné s vysledky
ziskanymi u potkantt Wistar. U potkantt Wistar byl navic jesté prokdzan signifikantni
rozdil v poctu eozinofilli a makrofagii, coz se ndm u potkanti Brown Norway prokazat
nepodafilo.

Pti vybéru vhodného druhu zvifat je tieba vzit do uvahy také ekonomické hledisko.
U potkanli Brown Norway je problémem jejich vyss$i nakupni cena. Tu by mohla
kompezovat dobra konzistentnost vysledkii a z toho plynouci pouziti mensiho poctu
potkanil, coz by v kone¢ném duasledku mohlo snizit celkové néklady. V nasem piipadée
jsme vSak dospéli k zavéru, ze pokud zvolime hodnoceni pouze pomoci poctu bunck
Vv bronchoalveolarni lavazi, ziskané vysledky u obou kment potkand budou srovnatelné,
a proto by bylo vyhodnéjsi pouzit pro zvoleny model alergického astmatu financné
méné narocné potkany Wistar. Na modelech in vivo na potkanech je vSak
experimentaln¢ navozené astma obvykle hodnoceno i pomoci stanoveni bronchidlni
hyperreaktivity. V téchto experimentech jsou vsSak vysledky na potkanech Brown

Norway jednozna¢né lepsi a proto je pro pouziti v praxi tento kmen nejvhodng;si.

3. Stanoveni EPO a proteinu.

ProtoZze jsme v naSich experimentech vychazeli z diplomové préace, ve které nam
potkani Brown Norway vysli pro zvoleny model astmatu vhodngjsi, zjistovali jsme
U nich navic jesté dal$i parametry — hodnoty EPO a proteinti v bronchoalveolarni lavazi.

Ziskané hodnoty nam potvrdili vyhody potkani Brown Norway. Jak pfi stanoveni
eozinofilni peroxidazy, tak pfi stanoveni proteinti v bronchoalveolarni lavazi byl
nalezen signifikantni nartst u skupiny senzibilizovanych zvifat oproti skupiné zvifat
kontrolnich. Tento narist je vsouladu snaSimi Uvodnimi predpoklady a sveéd¢i

0 usp&Sném navozeni zkoumaného modelu.
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4. Qvéfeni zvoleného modelu.

Navozeni zkoumaného modelu jsme u kazdého kmene ovétovali srovnanim
s kontrolni skupinou nealergickych zvirat.

Témer ve vSech piipadech byl v naméfenych hodnotach patrny rozdil mezi
senzibilizovanymi a nesenzibilizovanymi zvifaty stim, ze alergicka zvitata citlivéji
reagovala na ptredchozi challenge antigenem a V jejich bronchoalveolarni lavazi jsme
zjistili vyssi pocty zanétlivych bunék nez u zvirat kontrolnich. Jedinou vyjimkou byl
pocet neutrofili v BAL u potkani Wistar 1 hodinu po challenge. V tomto ptipadé byl
pocet bun¢k v BAL u nesenzibilizovanych zvitat vy$si nez u zvitat senzibilizovanych.

U potkani Wistar byl 24 hodin po challenge mezi skupinami kontrolnich
a alergickych zvifat signifikantni rozdil v celkovém poctu bun¢k v bronchoalveolarni
lavéazi, dale pak v poctu neutrofilli, eozinofili a makrofagh.

U potkanti Brown Norway byl 24 hodin po challenge prokazan signifikantni rozdil
mezi skupinou senzibilizovanou a kontrolni pouze v celkovém poctu bunck a v poctu
neutrofild. Doslo 1 k nartistu poctu eozinofili. Zjistény rozdil sice nebyl signifikantni,
ale tendence byla ocividna. Pouziti vétsiho poctu zvitat by proto mohlo vést k ziskéni
vyznamného rozdilu. U tohoto kmene byl navic jesté prokazan signifikantni rozdil mezi
senzibilizovanymi a nesenzibilizovanymi zvifaty v hodnotach eozinofilni peroxidazy

a v hodnotach proteint zjistovanych v 1 ml BAL.
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V1. ZAVER
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Vybér nejvhodnéjsiho c¢asového intervalu a nejvhodnéj$iho zvifeciho druhu
pro realizaci zvoleného modelu alergického astmatu zalezi na ftad¢ faktoru.
Pro optimalizaci zkoumaného modelu jsme zjistili:

1. Pro hodnoceni zvoleného modelu alergického astmatu je jednoznacné
po 1 hodiné po challenge pozorovat ur¢ity naznak rozdilu v poc¢tu bun¢k mezi
senzibilizovanymi a nesenzibilizovanymi zvitaty, ziskany rozdil je tak nepatrny,
7ze z naméfenych hodnot nelze ucinit jednozna¢ny zavér. Doba 1 hodiny
na vyvinuti potiebné alergické reakce nestaci, a proto pokud bychom si
V budoucnu zvolili pro testovani bronchoprotektivnich latek tento model
alergického astmatu, bylo by vhodné&jsi pokus provadét v intervalu 24 hodin
po challenge antigenem.

2. Pfi hodnoceni po¢tu bunék jsme mezi obéma kmeny potkanti — Wistar a Brown
Norway — nezaznamenali velky rozdil. Ziskané vysledné hodnoty byly témér
srovnatelné. U potkanli Wistar byl 24 hodin po challenge mezi skupinami
kontrolnich a alergickych zvifat signifikantni rozdil v celkovém poctu bunek,
V po¢tu neutrofill, eozinofilii a makrofagi. Naproti tomu u potkanti Brown
Norway byl signifikantni rozdil mezi skupinou senzibilizovanych
a nesenzibilizovanych zvifat v témze ¢asovém intervalu pouze v celkovém poctu
bun¢k a v po¢tu neutrofili, a u poctu eozinofili existovala zfetelna tendence
Kk nardstu u alergickych zvifat. Dospéli jsme tedy k zavéru, ze pro tento model
alergického astmatu a zvoleny zptsob hodnoceni by bylo nejvhodnéjsi pouzit
potkany Wistar. AvSak po komplexnim zhodnoceni vSech hledisek (ekonomické
hledisko, eticky aspekt, kvalita ziskanych vysledki) a predevsim s ptihlédnutim
K tomu, Ze experimentalné navozené astma je obvykle hodnoceno i pomoci
stanoveni bronchidlni hyperreaktivity, jsou pro pouziti v praxi presto
nejvhodnéjsi potkani Brown Norway.

3. Pokud bychom se rozhodli v pokusu pouzit potkany kmene Brown Norway,
bylo by vyhodné ziskané¢ vysledky jeSté rozsitit o hodnoty eozinofilni
peroxiddzy a hodnoty proteinli v bronchoalveolarni lavazi. U obou parametrii
byl signifikantni rozdil mezi zvifaty senzibilizovanymi a nesenzibilizovanymi.

4. Pouzity model alergického astmatu byl dobte zvolen — jak u potkant Wistar, tak
u potkani Brown Norway vedl k senzibilizaci a po dostatecné challenge

antigenem k odpovidajici alergické reakci. Reaktivita dychacich cest byla
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u senzibilizovanych zvifat zvySena oproti kontrole (jedinou vyjimkou byl pocet
neutrofilil v bronchoalveolarni lavazi u potkant Wistar 1 hodinu po challenge).
Reakce respiracniho systému se ve vSech ostatnich piipadech zvysSovala s délkou

¢asového intervalu.
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