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I. Uvod

Bunky epitelu dychacich cest jsou prvnimi builkami, které pfichazeji do
kontaktu s vdechovanym vzduchem, a tim i s nejriznéj$imi latkami v ném obsazenymi.
Soucasné s rozvojem moderni spolecnosti stoupa i spektrum latek, které se ve vzduchu
nalézaji. Jednd se jednak o latky prokazatelné Skodlivé, jednak o pfimési bez jasného
vlivu na organismus. Inhala¢ni cestou se také podavaji n¢které 1€ky, které by mély mit
ucinek piiznivy.

Existuje také cela tada latek, které ovliviiuji epitel dychaciho systému 1 po
aplikaci jinymi cestami. Jedna se pfedevSim o latky obsazené ve vod¢ a potrave a také o
Iéky nebo diagnostické preparaty Siroce pouzivané v klinické praxi. Proto studium
pusobeni jednotlivych latek nebo experimentalnich zasahli na epitel dychacich cest
nabyva v posledni dob¢ na vyznamu.

Pti feSeni kol stanovenych planem postgradudlniho studia jsme navézali na
obsahlé experimentélni studie epitelu dychacich cest, které byly na Ustavu histologie a
embryologie UK 2.LF feSeny v piedchéazejicich letech. Jednalo se vétSinou o
experimentalni studie ultrastruktury epitelu trachey po aplikaci riznych Skodlivin a 1€ka
a po provedeni nekterych terapeutickych nebo diagnostickych zakroki.

Na zaklad¢ srovnani epitelu dychacich cest riznych zivoc¢isnych druhti (Pavelka
a spol. 1976, Breeze a Wheldon 1977, Gail a Lenfant 1983) byl z nabidky dostupnych
experimentalnich zvitat nejprve vybran nejvhodnéjsi model, jehozZ epitel dychacich cest
by se co nejvice podobal epitelu lidskému. Po provedeni poc¢atecnich studii (Konradova
1966) doslo k volbé kralika, nebot” u kralikti chovanych ve standardnich podminkéach je,
podobné jako u clovéka, vystelka trachey a broncha tvofena vicefadym cylindrickym
epitelem, kde poctem vyrazné pievazuji buinky tasinkové nad sekrecnimi bunkami
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poharkovymi. U dalSich bézné dostupnych laboratornich zvitat, hlodavci (mys, potkan,



kiecek, morce), je epitel velkych dychacich cest bohats$i na sekrecni burnky, které jsou
casto morfologicky odlisné od pohéarkovych bunék a obsahuji v cytoplazmé elektronové
denzni sekre¢ni granula serdzniho typu. U kralika byl také popsan vyskyt podobnych
sekrecnich bun¢k v trachedlnim epitelu, ale jen pokud byli chovani za striktné
bezmikrobnich podminek (germ free) (Plopper a spol. 1983a).

Jiz v sedmdesatych letech minulého stoleti se ukdzala nutnost kvantitativniho
pristupu k hodnoceni ultrastrukturalnich nalezd. Prvni podrobné kvantitativni hodnoceni
epitelu dychacich cest provedli Jeffery a Reid (1975) u potkana. Na tuto praci pak
navazala fada autord u dalSich druht laboratornich zvitat, konkrétné u mysi (Pack a
spol. 1980, 1981), kiecka (Becci a spol 1978a,b,c, McDowell a spol. 1979, 1983a,b,
Hess a spol. 1981) a fretky (Robinson a spol. 1986). Kvantitativnim hodnocenim epitelu
dychacich cest ovci, opic a kralikil se zabyvala podrobné skupina autorti na université
v kalifornském Davisu (Mariassy a Plopper 1983, 1984, Plopper a spol. 1983a,b, 1984,
Wilson a spol. 1984, Tyler a Plopper 1985).

Rovnéz na nasem pracovisti dosSlo kvypracovani komplexni metodiky
kvantitativniho hodnoceni ultrastrukturdlnich nélezi v epitelu trachey kralikt
(Konradova a Srajer 1987, Konradova 1991). Metodika se zaméfuje zejména na
hodnoceni funk¢niho stavu poharkovych bunék a fasinkového lemu a posouzeni
vyskytu morfologickych znamek naruseni toku hlenu v dychacich cestach (Yoneda
1976, Sturgess 1977, Hulbert a spol 1982, Menco 1989, Stratman a spol. 1991, Wanner
a spol. 1996).

V ramci studia vlivu Skodlivin na epitel dychacich cest bylo na nasem ustavu
provedeno hodnoceni ultrastruktury epitelu trachey kraliki po inhalaci aerosolu
koloidnich roztokd tézkych kovi (Konrddova 1968a,b, 1972), prachovych castic

(Konradova a Bencko 1975, 1976) a latek snizujicich povrchovou tenzi (Konradova a



spol. 1978). Z Siroké palety 1éka uzivanych v klinické praxi pro 1é€bu onemocnéni
dychacich cest byla pro studium jejich vlivu na ultrastrukturu epitelu trachey vybrana
fada mukolytik (Konradova a spol. 1979a, 1980, 1982a,b, 1983, 1985a-d, 1986a,b,
1996a), antitussik (Konrddova 1990), inhalacnich bronchospasmolytik (Konradova a
spol. 1990a, 1996b, 1997, 1998a, 1999a, 2000), lokalnich anestetik (Konrddova a spol.
1998b), xanthinovych bronchospasmolytickych preparati (Konradova a spol. 2001a) a
inhala¢nich kortikosteroidti (Uhlik a spol. 2007). Déle byla hodnocena ultrastruktura
trachealniho epitelu po inhalaci aerosolu fyziologického roztoku a pro srovnani i
aerosolu specialni mineralni vody (Konradova a spol. 1979b, 2001b,c, 2003a, Uhlik a
spol. 2002a), inhalaci koncentrovaného kysliku, hyperoxické smési plynti nebo naopak
hypoxické atmosféry (Konradova a spol. 1988, 2002, 2003b), bronchoalveolarni lavazi
(Konradova a spol. 1990b,c) nebo intratracheélni aplikaci vodnych kontrastnich latek
uzivanych pro tracheobronchografii (Konradova a spol. 1990d, 1992, 1995, 1996¢,d,
Uhlik a Tima 1998). V ramci studia neurohumoralni regulace sekrecni c¢innosti
poharkovych bunék trachealniho epitelu byl zhodnocen vliv intraven6zné aplikovaného
adrenalinu, acetylcholinu a atropinu na ultrastrukturu epitelu trachey (Konradova a spol.
1996¢,f,g, 1998c, 1999b).

V roce 1996 jsme se rozhodli rozsifit nase studie epitelu dychacich cest na
distalni useky dychacich cest - terminalni bronchioly. K tomuto rozhodnuti nas vedla
skuteCnost, ze tyto useky dychacich cest jsou u ¢lovéka, ale 1 u kralikd, které pouzivame
jako model pro studium trachedlniho epitelu, vystlany jednovrstevnym epitelem v némz
jsou hlen-secernujici poharkové builkky nahrazeny Clara bunikami. Tyto bunky, které
popsal poprvé Max Clara vroce 1937 (Clara 1937), vykazuji fadu pozoruhodnych
vlastnosti.

V sekrecnich granulech Clara bunék, ktera jsou morfologicky podobna



sekrecnim granulim ser6znich bunék, bylo identifikovano nékolik proteinti. Hlavnim
sekrecnim produktem Clara bunék clovéka, ale 1 hlodavch a kralikli, je protein
oznacovany podle své molekulové hmotnosti jako protein CC10 (Singh a spol. 1988a).
Nékdy se mizeme setkat se synonymy nazvu tohoto proteinu, jako naptiklad protein
CC-16 nebo CCSP (Clara cell secretory protein) (Walker a spol. 1989, Cardoso a spol.
1993, Ten Have-Opbroek a De Vries 1993, Xu a spol. 1998). Tento protein je u clovéka
1 kralika syntetizovan nejen v Clara bunkach, ale i v buitkdch endometria a prostaty, kde
je prokazovan pod nazvem uteroglobin, UP1 (urine protein 1), HP1 (human protein 1)
nebo pouze P1 (protein 1) (Hermans a Bernard 1996, Zaviaci¢ a spol. 1997). Protein
CC10 je a-mikroprotein skladajici se ze dvou identickych fetézci 70 aminokyselin
spojenych pomoci dvou disulfidovych mistkl, jehoz kompletni sekvence jiz byla
odhalena a jehoZz gen byl u ¢loveéka lokalizovan na 11. chromosomu (Singh a spol.
zalozené¢ na inhibici aktivity cytoplazmatické fosfolipdzy A,, klicového enzymu
v syntéze kyseliny arachidonové, prostaglandinli a leukotrienti. Inhibice aktivity
fosfolipazy A, by také mohla omezovat degradaci fosfolipidii obsazenych v plicnim
surfaktantu (Johnston a spol. 1999, Lensmar a spol. 2000). Dale byla zji§téna schopnost
molekuly proteinu CC10 vazat nékteré cizorodé latky vcetné polychlorovanych
bifenyl, coz by mohlo mit uzky vztah k ptedpoklddanym detoxifikacnim funkcim
Clara bun€k (Hermans a Bernard 1999). V posledni dobé se ukézala moZnost pouZiti
stanoveni proteinu CC-10 v séru, moci a v tekutin€ ziskané pii bronchoalveolarni lavazi
jako markeru poskozeni Clara buné¢k a alveolo-kapilarni bariéry (Hermans a spol. 1999,
Halatek a spol. 2003, 2005, Van Miert a spol. 2005, Andersson a spol. 2007). Sekre¢ni
granula Clara bun€k obsahuji dale skupinu proteinii asociovanych se surfaktantem

(SP-A, SP-B, SP-D), které jsou produkovany zaroven v pneumocytech typu II a jsou



nedilnou soucasti plicniho surfaktantu (Weaver a Whitset 1991). Byla prokazana i
dualezita role téchto proteinli v obranné reakci pii bakterialni infekci (Reid 1998).

Déle byl studovan obsah a metabolickd aktivita tubuli hladkého
endoplazmatického retikula, které jsou zvlasté v apikalnich oblastech Clara buné¢k
velice bohaté vyvinuty. Byla zde prokazana piitomnost enzymatického systému
cytochromu P-450 (Plopper a spol. 1987, Walker a spol. 1989, Fanucchi a spol. 1997),
ktery je jednim z dulezitych systéml metabolizujicich cizorodé latky. Tento systém
hraje vyznamnou roli v neutralizaci nékterych Skodlivin vstupujicich do organismu
inhala¢ni cestou. Na druhé strané vSak intermedialni metabolity nékterych latek, jako je
naftalen nebo 4-ipomeanol, zpiisobuji poskozeni samotnych Clara bunék (Buckpitt a
spol. 1992, Plopper a spol. 1992a,b, 1994a, Chichester a spol. 1993, Smiley-Jewell a
spol. 1998, West a spol. 2001). Byla vSak vypozorovana i ur¢ita mira tolerance Clara
bunék k poskozeni naftalenem po opakované inhalaci, ktera byla zifejm¢ zpiisobena
zvySenou expresi jiného enzymu — y-glutamylcystein syntetazy (West a spol. 2003).

Predmétem zajmu je i predpokladand pluripotence Clara bunék. Po poskozeni
epitelu potkanich terminalnich bronchiolt doslo v prvni fazi k proliferaci Clara bunék,
z nichz nékteré se pozdéji diferencovaly v buiiky fasinkové (Evans a spol. 1976, 1978).
Tato vlastnost Clara bunék mutze vést i ke vzniku plicnich tumorti (Plopper a spol.
1983b, Brody a spol. 1987, Rhodes a spol. 1990, Massaro a spol. 1994).

Byla také zjisténa schopnost Clara bun¢k ménit charakter svého sekretu i zptisob
sekrece. Po antigenni stimulaci myS$i pomoci inhalace aerosolu ovalbuminu (Evans a
spol. 2004) nebo po intratrachealni aplikaci bakterialniho endotoxinu potkantim
(Harkema a Wagner 2005) doslo v Clara bunikach k tvorbé a nasledné sekreci hlenu.

Byly pfineseny dikazy o tom, ze Clara buiiky mohou uvoliiovat svtij sekret jak



merokrinnim, tak apokrinnim zpiisobem (Stinson a Loosli 1978, Hung a spol. 1982,

Pedo a spol. 1993).

Abychom mohli srovnavat Uc¢inek jednotlivych experimentalnich zasahli na
epitel terminalnich bronchiolli, vypracovali jsme metodu kvantitativniho hodnoceni
ultrastruktury tohoto epitelu. Nase metoda vychazi ze zkuSenosti ziskanych pfi
kvantitativnim hodnoceni trachedlniho epitelu. Hodnotime pomérné zastoupeni
jednotlivych typt bunc¢k v epitelu terminalnich bronchiold a zaméfujeme se na
hodnoceni funkéniho stavu sekre¢nich Clara bunék. Sledujeme ptitomnost sekrecnich
granul v jejich cytoplazmé a pomoci analyzatoru obrazu pocitdme a méfime sekrecni
granula a pro srovnani také mitochondrie v supranukledrni cytoplazmé Clara bunék.
Metodu jsme nejprve aplikovali na epitel termindlnich bronchiold kontrolnich kralikd,
kteti nebyli vystaveni zadnému experimentalnimu zakroku.

Nase studie pasobeni riznych latek na epitel termindlnich bronchiolt kralikt
jsme zahajili hodnocenim vlivu celkové aplikace acetylcholinu. Navazali jsme na prace
hodnotici vliv aplikace téze latky na epitel trachey (Konrddova a spol. 1996e,f).
Vzhledem k tomu, Ze v epitelu trachey jsme pozorovali velice rychlou reakci sekrecnich
buné¢k, aplikovali jsme intravendzné acetylcholin ve dvou davkach a material jsme
odebirali ve dvou Casovych intervalech. V dal§im obdobi jsme pak pokracovali ve
studiu neurohumoralni regulace epitelu termindlnich bronchiolti hodnocenim vlivu
intravendzni aplikace adrenalinu. Rovnéz zde jsme vychazeli z hodnoceni ultrastruktury
trachey po aplikaci téze latky (Konradova a spol. 1999b), a proto jsme zvolili opet odbér
materialu ve dvou cCasovych intervalech. Zvlast¢ po aplikaci acetylcholinu jsme
oc¢ekavali vyraznou stimulaci sekre¢nich bunék i zmény v distribuci bunék epitelu.

Ve spolupraci s odborniky z respiraéniho oddéleni Pediatrické kliniky UK 2.LF

a FN v Motole jsme pokracovali ve studiu vlivu raznych 1€kt pouzivanych pfi terapii
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nemoci respira¢niho traktu na ultrastrukturu epitelu dychacich cest. Nejprve jsme se
zam¢tili na hodnoceni reakce epitelu terminalnich bronchiolii na inhalacni aplikaci
aerosoli. Abychom mohli posoudit vliv u¢inné latky, zhodnotili jsme napted epitel po
inhalaci samotnych propelenti pouzivanych v tlakovych nadobkach. Dale jsme navazali
na piedchozi studie hodnotici vliv nékolika inhala¢nich bronchospasmolyticky
pusobicich 1€kd jak ze skupiny B, sympatikomimetik, tak také parasympatikolytik na
epitel trachey (Konradova a spol. 1990a, 1996b, 1997, 1998a, 1999a, 2000).
Z pouzitych latek jsme si pro studium vlivu na epitel termindlnich bronchioll vybrali 3,
adrenergni brochospasmolytikum salbutamol, jehoz plisobeni na epitel trachey bylo
nejvyraznéj$i. V posledni dobé jsou nejpouzivanéjsimi léky pii 1é¢bé bronchidlniho
astmatu 1 obstrukéni plicni choroby inhala¢ni kortikosteroidy. Provedli jsme proto
experiment srovnavajici puasobeni inhala¢niho beklometazonu na epitel trachey i
termindlnich bronchiold.

Posoudili  jsme  také vliv  intravenozni  aplikace  xanthinového
bronchospasmolytika aminophyllinu, jenz mél velice silny stimula¢ni G¢inek na epitel
trachey (Konradova a spol. 2001a).

Rozsitili jsme také nase studie zabyvajici se reakci epitelu dychacich cest na
aplikaci mukolyticky pisobicich 1€kt (Konradova a spol. 1979a, 1980, 1982a,b, 1983,
1985a-d, 1986a,b, 1996a). Posoudili jsme vliv v soucasnosti nejuzivanéjsiho mukolytika
ambroxolu na ultrastrukturu epitelu termindlnich bronchiolii. Tato latka méla shodou
okolnosti nejnapadnéjsi efekt na epitel trachey ze vSech Sesti studovanych mukolytik.

Vystaveni experimentalnich zvitat piisobeni hypoxie patii k hojn¢ pouzivanym
metodam pii fadé morfologickych i fyziologickych studiich. Tyto studie jsou vétSinou
zaméfeny na zmeény ve struktufe plicnich cév. Méné pozornosti bylo dosud vénovano

vlivu hypoxie na epitel lemujici dychaci cesty a plicni alveoly. Reakce epitelu se vSak
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muze podilet na zménach pozorovanych v plicnim parenchymu. V epitelu dychacich
cest a dokonce i v Clara bunikdch byla pozorovana exprese NO syntdzy produkujici
velice ucinnou vasoaktivni latku oxid dusnaty (Shaul a spol. 1994, Xue a spol. 1994),
jehoz podil na hypoxickych plicnich zménach je obecné zndm (Hampl a Herget 2000,
Hampl a spol. 2006), a endotelinu-1 zplsobujiciho kontrakci plicnich artérii v akutni
hypoxii (Laporte a spol. 1996, Aguirre a spol. 2000). Usoudili jsme, ze tyto faktory
uvolnéné ze stimulovanych nebo poskozenych epitelovych bunék v pribéhu subakutni
hypoxie by mohly ovlivnit okolni tkan€. V navaznosti na vySetieni epitelu trachey po
pusobeni ¢tyfdenni subakutni normobarické hypoxie (Konradova a spol. 2002) jsme
provedli i vyhodnoceni epitelu termindlnich bronchiolG po stejném experimentalnim
zakroku. Abychom mohli odlisit vliv hypoxie od vlivu samotného pobytu

v normobarické komote, provedli jsme tentyz experiment také v normoxické atmosféte.
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I1. Material a metodika

V nasich studiich jsme jako pokusna zvifata uzili celkem 42 SPF samct kralika
domaciho plemene novozélandsky bily o hmotnosti 1 500 az 3 000 g, kteti klinicky
nejevili znamky onemocnéni (dodavatel Anlab, Praha, CR, chovatel Charles River,
Sulzfeld, Némecko). Volili jsme SPF kvalitu experimentalnich zvitat, abychom piedesli
eventudlnim zménam epitelu dychacich cest zplisobenym patogennimi mikroorganizmy.
Po ptevzeti od dopravce jsme chovali kraliky ve vlastnim zvéfinci, ktery je specialné
akreditovan pro chov kralikii a izolovan od kontaktu s jinymi laboratornimi zvifaty.
Kralici méli pristup ke granulované potraveé a vodé¢ ad libitum, denné byli kontrolovani
a oSetfovani.

Veskeré bolestivé experimentalni zdkroky a odbéry byly provadény v celkové
anestézii, které jsme dosahovali 20 az 30 minut po intramuskuldrnim podéni smési
ketaminu (Narkamon 5% inj., Lé&iva, Praha, CR) v davce 35 mg/kg hmotnosti a
xylazinu (Rometar 2% inj. ad usum vet., Spofa, Praha, CR) v dévce 5 mg/kg hmotnosti
(Hess a spol. 1984). 10 minut pfed vykonem byla oblast preparace podkozné
infiltrovana prokainem (Procain 1% inj., LécCiva, Praha, CR).

Ketamin navozuje disociativni anestézii s vyraznou analgezii a stimulaci
kardiovaskularniho systému bez utlumu dychéni. Interferuje s membranovymi t€inky
excitaéniho neurotransmiteru kyseliny glutamové na receptory N-metyl-d-aspardgové
kyseliny pro excitaéni aminokyseliny (Trevor a Miller 1994). Uginky xylazinu se
projevuji analgezii, sedaci a centralni myorelaxaci. V tlumivych centralnich G¢incich se
xylazin projevuje jako antineurotikum (Baggot 1994).

Pro studium ultrastruktury epitelu termindlnich bronchiolii jsme v celkové

anestézii otevieli hrudnik experimentdlnich kraliki a vypreparovali plice. Pomoci
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plastové kanyly zavedené do hlavniho bronchu jsme pravou plici ihned perfundovali 5%
glutaraldehydem (Merck, Hohenbrunn bei Miinchen, Némecko) v 0,1 M kakodylatovém
pufru (pH 7,2). Soucasné jsme transverzalné roztizli dolni lalok perfundované plice,
takze fixacni roztok volné vytékal a nedochazelo k nezddoucimu pieplnéni plice. Poté
jsme z fezné plochy odebrali ¢astecky tkdné do stejného fixacniho roztoku, jaky jsme
pouzili pro perfuzi. Material jsme fixovali v tomto roztoku 90 minut a dale jsme
60 minut dofixovavali ve 2% OsO4 (JMC, Hertfordshire, Velka Britanie) v 0,1 M
kakodylatovém pufru (pH 7,4). Odvodiovali jsme alkoholem stoupajici koncentrace,
projasiiovali jsme propylenoxidem (Fluka, Buchs, Svycarsko) a zalévali jsme do smési
Durcupanu ACM (Fluka, Buchs, Svycarsko) a Eponu 812 (Serva, Heidelberg,
Némecko). Blocky v Zelatinovych kapslich jsme polymerizovali pti teploté 60°C 3 dny.

Na polotenkych fezech barvenych toluidinovou modii (1% toluidinovd modf
v 9,46% vodném roztoku Na,HPO,) jsme vyhledavali terminélni bronchioly a vhodné
oblasti jsme krajeli na ultramikrotomu Ultrotome Nova (LKB, Broma, Svédsko).
Ultratenké fezy na médénych sitkach jsme kontrastovali 2% uranylacetditem a dale
citratem olova dle Reynoldse (1963). Vzorky jsme pozorovali na elektronovém
mikroskopu JEM 100 C (Jeol, Tokio, Japonsko). Elektronogramy jsme pofizovali na
filmy Agfa Scientia EM Film (Agfa-Gevaert, Mortsel, Belgie) a vyvolavali standardni
fotografickou metodou.

Ve vSech pripadech jsme provadéli kvantitativni hodnoceni nélezi v epitelu
termindlnich bronchioli pochazejicich ze 3 zdroji. Zaméfili jsme se na pomérné
zastoupeni jednotlivych druhti bun¢k v epitelu a na funkcni stav Clara bunék. Na
stinitku elektronového mikroskopu jsme identifikovali a pocitali vSechny epitelové
bunky pfitomné v ultratenkém fezu termindlniho bronchiolu, které dosahovaly od

bazalni laminy az k luminu termindlniho bronchiolu a které mély na fezu zachyceno
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jadro. U Clara bun¢k jsme pak posuzovali ptfitomnost ¢i nepiitomnost sekrecnich
granul. Abychom se vyhnuli opakovanému hodnoceni jedné bunky, uzivali jsme pro
kvantitativni hodnoceni vzdy jen 1 sitku z blocku, na niz jsme v jednotlivych
ultratenkych fezech hodnotili rtizné tseky epitelu terminalniho bronchiolu. U kazdého
zvifete jsme takto hodnotili vSechny terminalni bronchioly, které se nam podatilo
zachytit.

Z elektronogramti zobrazujicich supranuklearni oblast Clara bunék jsme
nahodné¢ vybrali ptiblizn¢ 40 zabéri od kazdého zvifete. Pomoci skeneru a s vyuzitim
softwaru Lucia G (Laboratory Imaging, Praha, CR) jsme pak negativy pievedli do
digitalni podoby s kalibraci podle origindlniho zvétSeni (obr. 1a). Na digitalizovanych
elektronogramech jsme zméfili pomoci analyzatoru obrazu Lucia plochu cytoplazmy
(obr. 1b) a v této ploSe jsme hodnotili pocCet sekrecnich granul, velikost sekre¢nich
granul a pro srovndni rovnéz pocet a velikost mitochondrii (obr. 1¢). Brali jsme v iivahu
pouze granula a mitochondrie, které byly celé uvniti obrazu. Pokud granula nebo
mitochondrie ptesahovaly hranice obrazu, vynechavali jsme jejich obsah pfi primarnim
méteni plochy cytoplazmy.

Statistické zpracovani vysledkli jsme provedli ve spolupraci s RNDr.
Jarmilou Zocovou a pozdé&ji Mgr. Janou Adaskovou z Ustavu aplikaci matematiky a
vypocetni techniky Pfirodovédecké fakulty UK v Praze. Relativni hodnoty 2 kategorii
bun¢k nachdzejicich se v epitelu termindlnich bronchiolii a 2 funkénich stavi Clara
bunék (pfitomnost nebo nepiitomnost sekre¢nich granul v cytoplazmé) byly hodnoceny
y2-testem homogenity ve frekven¢nich tabulkach. Aby byly specifikovany kategorie
zpusobujici odchylku od hypotézy homogenity, byly uzity adjustované standardizované

odchylky. Pro zjisténi statistické vyznamnosti nalezii hodnocenych pomoci obrazové
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analyzy jsme pouzili dvouvybérovy t-test a jeho neparametrickou obdobu - Mann-

Whitneytiv test. Jako minimalni hranici statistické vyznamnosti jsme zvolili p = 0,05.

Obr. 1: Postup pii pocitacové analyze
obrazu. a — primarni obraz ziskany
oskenovanim negativu, b — ohraniceni
métené supranukledrni cytoplazmy, c¢ —
ohrani¢eni méfenych granul (Cervené) a
mitochondrii (zeleng). 30 minut po inhalaci
dvou vdechi Becotide Inhaler, pGvodni
zvétSeni 10.000x



Pro kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolt kontrolnich kralika
jsme u 3 zvitat zhodnotili celkem 284 fasinkovych a 317 Clara bunék. Pfi analyze
obrazu jsme zhodnotili celkem 2767,3 um? supranuklearni cytoplazmy Clara bungk
(tab.1).

Tab. 1: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolt a funkéniho stavu Clara
bunck (CB) kontrolnich krélikli (absolutni hodnoty)

Cislo kralika &1 &2 .3 )
Celkovy pocet bun¢k 250 173 178 601
Rasinkové buiiky 127 77 80 284
Clara bunky celkem 123 96 98 317
Clara bunky s granuly 79 73 81 233
Clara buiky bez granul 44 23 17 84
Mgtena plocha cytoplazmy CB (um?) | 1192,5 | 753,9 | 8209 | 2767,3
Pocet granul 112 169 145 426
Celkova plocha granul (umz) 21,7 18,9 20,3 60,9
Pocet mitochondrii 1346 420 406 2172
Celkova plocha mitochondrii (um”) | 183,7 | 120,8 94,6 399,1

Pti studiu odpovédi epitelu termindlnich bronchiolii kralika na intravendzni
aplikaci acetylcholinu jsme uzili celkem 12 kralika. UZili jsme stejné davky
acetylcholinu a stejné casové intervaly mezi aplikaci a odbérem materidlu jako ve studii
vlivu acetylcholinu na epitel trachey (Konradova a spol. 1996e,f). Sesti kralikiim jsme
v celkové anestézii aplikovali i.v. 0,1 mg, dalSim Sesti zvitatim 0,5 mg acetylcholinu ve
formé chloridu (Acetylcholinum ophthalmicum Dispersa, Ciba, Niederwangen, Belgie).
Material pro elektronové mikroskopické studie jsme odebirali vzdy od 3 kralikii 5 minut
a 20 minut po aplikaci obou davek acetylcholinu. Pocty hodnocenych buné¢k a data
ziskand z obrazové analyzy v jednotlivych experimentélnich skupinach jsou shrnuty

v tabulce ¢. 2.
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Tab. 2: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolt a funkéniho stavu Clara
bun¢k (CB) kralikd 5 a 20 minut po intravendzni aplikaci 0,1 a 0,5 mg acetylcholinu

(absolutni hodnoty)

Acetylcholin 0,1 mg 5 min Acetylcholin 0,1 mg 20 min
Cislo kralika ¢4 ¢.5 ¢.6 ) ¢.7 ¢.8 ¢.9 )
Celkovy pocet bun¢k 117 140 56 313 108 206 309 623
Rasinkové buiiky 52 62 24 138 32 84 136 252
Clara bunky 65 78 32 175 76 122 173 371
Clara buiiky s granuly 55 70 22 147 63 108 119 290
Clara buiiky bez granul 10 8 10 28 13 14 54 81
Méfena plocha 580,9 | 352,8 | 705,4 | 1639,1| 725,8 | 982,6 | 525,2 |2233,6
cytoplazmy CB (um?)
Pocet granul 110 142 65 317 149 227 71 447
Celkova plocha granul 14 9,4 8 31,4 14,5 27,6 7.5 49.6
(um’)
Pocet mitochondrii 487 494 551 1532 | 799 760 760 | 2319
Celkova plocha 96,8 | 554 | 96,3 | 248,5 | 89,6 | 129,5 | 82,2 | 301,3
mitochondrii (um?)

Acetylcholin 0,5 mg 5 min Acetylcholin 0,5 mg 20 min
Cislo kralika ¢.10 | ¢.11 ¢.12 ) ¢.13 | ¢.14 | ¢.15 >
Celkovy pocet bun¢k 139 122 200 461 48 99 53 200
Rasinkové buiiky 51 43 102 196 17 49 33 99
Clara bunky 88 79 98 265 31 50 20 101
Clara bunky s granuly 77 48 90 215 11 37 16 64
Clara buiiky bez granul 11 31 8 50 20 13 4 37
Mg¢étena plocha 1364,6 | 787,3 |1262,6 |3414,5|1021,8 | 870,4 | 1179,8 | 3072
cytoplazmy CB (um?)
Pocet granul 132 117 452 701 13 199 160 372
Celkova plocha granul 14,2 6,9 50,2 71,3 1,3 23,1 13,3 37,7
(um?)
Pocet mitochondrii 863 822 | 1024 | 2709 | 950 712 811 | 2473
Celkova plocha 198,2 | 107,8 | 176,3 | 482,3 | 158,3 | 176,5 | 252,7 | 587,5
mitochondrii (um®)

Pfi hodnoceni reakce epitelu termindlnich bronchiolli na intravendzni aplikaci
adrenalinu jsme pouzili celkem 6 kraliki. VSem zvifatim jsme pomalu nitrozilné
aplikovali adrenalin ve formé hydrochloridu (Adrenalin Lééiva inj., Lé¢iva, Praha, CR)
v dévce 10 pg/kg télesné hmotnosti. Tuto ddvku jsme zvolili jako davku doporucenou
pro lécbu akutnich kardiovaskularnich a respiracnich stavli u lidskych pacientd.
Material pro elektronové mikroskopické vysSetieni jsme odebirali u tii kralikti za 5
minut a u dalSich tfi za 20 minut po ukonceni aplikace adrenalinu. Pocty hodnocenych

bunck a data ziskanid z obrazové analyzy v jednotlivych experimentalnich skupinach
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jsou shrnuty v tabulce €. 3.

Tab. 3: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolt a funkéniho stavu Clara
bunck (CB) kralikti 5 a 20 minut po intravendzni aplikaci adrenalinu v davece 10 pg/kg

(absolutni hodnoty)
Adrenalin 10 pg/kg Adrenalin 10 pg/kg
5 minut 20 minut
Cislo kralika ¢16 | ¢17 | ¢.18 ) ¢.19 | ¢20 | ¢.21 >
Celkovy pocet bunc¢k 302 131 264 697 211 274 182 667
Rasinkové buiiky 132 59 127 318 85 122 76 283
Clara bunky celkem 170 72 137 379 126 152 106 384
Clara bunky s granuly 125 55 104 318 87 105 87 279
Clara bunky bez granul 45 17 33 95 39 47 19 105
Mg¢étena plocha 519,1 | 386,8 | 958,8 | 1864,7| 733 | 642,9 | 654,9 |2030,8
cytoplazmy CB (um?)
Pocet granul 75 67 202 344 102 96 94 292
Celkova plocha granul 6,8 11,4 | 23,6 | 41,8 6,8 10,9 | 13,1 | 30,8
(pm’)
Pocet mitochondrii 511 203 858 | 1572 | 525 746 474 | 1745
Celkova plocha 112,6 | 55,2 | 147,3 | 315,1 | 92,9 | 93,5 | 82,3 | 268,7
mitochondrii (um®)

Pfi hodnoceni vlivu inhalace bronchospasmolytického salbutamolu na
ultrastrukturu epitelu termindlnich bronchiolti jsme podali tfem kralikim 2 davky
ptipravku Ventolin Inhaler (Glaxo, Aranda de Duero, Spanélsko) z originalni tlakové
nadobky, na jejiz vyusténi jsme nasadili plastovy 16-G intraven6zni katetr (vnéjsi
pramér 1,7 mm, vnitini pramér 1,3 mm, délka 6,5 cm). Katetr jsme zavedli v celkové
anestézii hluboko do Ustni dutiny a sprej jsme aplikovali pii spontdnnim nadechu
zvitete. Dvé davky spreje obsahuji 200 ug salbutamolu
(1(3-hydroxymethyl-4-hydroxy)-fenyl-2-(1,1'-dimethyl)-ethylamino-ethanol) ve formé
sulfatu, coz je doporucovana jednordzova déavka pro déti i dospélé. Material
k elektronové mikroskopickému vysetieni jsme odebirali po 30 minutach od podéni
Ventolinu. Abychom mohli srovnat piisobeni U¢inné latky — salbutamolu s G¢inkem
vehikul ptidavanych do tlakovych nadobek (kyselina olejova, trichlorofluorometan,
dichlorodifluorometan), pouzili jsme u dalSich 3 kralikd stejnym zplsobem sprej

Placebo Inhaler od stejného vyrobce, ktery obsahuje pouze propelenty a pouziva se
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k nacviku inhala¢ni techniky u novych pacienti. Po¢ty hodnocenych bunck a data
ziskana z obrazové analyzy v jednotlivych experimentalnich skupinach jsou shrnuty v
tabulce ¢. 4.

Tab. 4: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolt a funkéniho stavu Clara

buné¢k (CB) kralik 30 minut po inhalaci dvou davek sprejti Placebo Inhaler a Ventolin
Inhaler (absolutni hodnoty)

Placebo Inhaler Ventolin Inhaler
Cislo kralika 22| ¢.23 c.24 > ¢.25 ¢.26 c.27 >
Celkovy pocet bun¢k 176 116 158 450 122 243 172 537
Rasinkové buiiky 75 52 70 197 58 114 88 260
Clara buniky celkem 101 64 88 253 64 129 84 277
Clara buiiky s granuly 72 60 76 208 47 98 73 218
Clara buiky bez granul 29 4 12 45 17 31 11 59
Mg¢ftena plocha 1172,6 | 1240,9 | 1506,9 | 3920,4 | 1358,1 | 1305,5 | 1217,5 | 3881,1
cytoplazmy CB (um?)
Pocet granul 145 274 257 676 245 194 214 653
Celkova plocha granul 18,6 37,3 29,8 85,7 22,8 12,7 25,1 60,6
(um’)
Pocet mitochondrii 851 882 1327 | 3060 | 1719 | 1520 | 948 | 4187
Celkova plocha 121,2 | 146,8 | 217,5 | 485,5 | 164,9 | 218,8 | 170,9 | 554,6
mitochondrii (um®)

Pro vySeteni piisobeni inhalacniho kortikosteroidu beklometazonu na epitel
termindlnich bronchiolii jsme tfem kralikiim aplikovali 2 davky spreje Becotide Inhaler
(Glaxo, Greenford, Velkd Britanie) stejnym zpusobem, jako jsme podali Ventolin.
Kazda davka 1éku obsahuje 50 pg beklometazonu ve formé dipropionatu, kralici tedy
inhalovali 100 pg tohoto kortikosteroidu. Tato davka je doporu¢ovana jako vhodna pro
malé deti (Kelly 2003). Material k elektronové mikroskopickému vySetieni jsme
odebirali po 30 minutach od podani Becotidu. Vzhledem k tomu, ze uzity piipravek je
od stejného vyrobce a obsahuje stejné propelenty, jako Placebo Inhaler pouzity
v predchozim pokusu, slouzily nalezy od kraliki po aplikaci tohoto spreje pro
posouzeni vlivu u¢inné latky i vtomto pokusu. Pocty hodnocenych bunék a data

ziskana z obrazové analyzy u kralikli po inhalaci Becotidu jsou shrnuty v tabulce €. 5.
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Tab. 5: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolt a funkéniho stavu Clara
buné¢k (CB) kralik 30 minut po inhalaci dvou davek spreje Becotide Inhaler (absolutni

hodnoty)
Cislo krélika €28 | €29 | &30 )
Celkovy pocet bun¢k 336 157 143 336
Rasinkové buiiky 160 73 63 160
Clara bunky celkem 176 84 80 176
Clara bunky s granuly 137 82 53 137
Clara buniky bez granul 39 2 27 39
Mgfena plocha cytoplazmy CB (um”) | 1027,2 | 969,6 | 840,2 2837
Pocet granul 137 159 149 445
Celkova plocha granul (um?) 14,8 18 12,1 44,9
Pocet mitochondrii 1173 1125 1076 3374
Celkova plocha mitochondrii (umz) 107,3 144.,4 120,7 372,4

Pro studium ultrastruktury epitelu kraliki po intravendzni aplikaci
bronchospasmolytického xanthinového derivatu aminophyllinu jsme pouzili celkem 3
kraliky. V celkové anestézii jsme jim intravenézné aplikovali aminophyllin
[(1,3-dimethylxantin),.ethylendiamin] v ddvce 5 mg/kg hmotnosti (Syntophyllin inj.,
Hoechst-Biotika, Martin, Slovensko). Tato davka je doporucovana jako jednorazova
davka pro détské pacienty pii ivodu intravendzni 1€¢by bronchidlni obstrukce. Material
k elektronové mikroskopickému vySetfeni jsme odebirali po 30 minutdich od podani
aminophyllinu. Poc¢ty hodnocenych bunék a data ziskand zobrazové analyzy u
jednotlivych kralikti jsou shrnuty v tabulce €. 6.

Tab. 6: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolti a funkéniho stavu Clara

bunék (CB) kralik 30 minut po intravenozni aplikaci aminophyllinu v davee 5 mg/kg
hmotnosti (absolutni hodnoty)

Cislo krélika ¢31 | ¢&32 | &33 )
Celkovy pocet bunék 183 252 229 664
Rasinkové buiiky 99 106 107 312
Clara bunky celkem 84 146 122 352
Clara bunky s granuly 77 135 101 313
Clara buniky bez granul 7 11 21 39
Mgiend plocha cytoplazmy CB (um”) | 1106,3 | 924,8 | 718,8 | 2749.9
Pocet granul 352 456 267 1075
Celkova plocha granul (um?) 45,7 47,2 51,5 1444
Pocet mitochondrii 814 1311 782 2907
Celkova plocha mitochondrii (um?) 149,1 108,4 | 105,8 | 363,3
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Ultrastrukturu epitelu terminalnich bronchiolii kralika po aplikaci mukolyticky
ptsobici latky ambroxolu jsme hodnotili u 3 zvitat. Kraliklim jsme peroralné¢ podali
1 ml preparatu Mucosolvan sol. (Boehringer Ingelheim International GmbH, Ingelheim
am Rhein, Némecko), ktery obsahuje 7,5 mg uc¢inné latky (2-amino-3,5-dibromo-N-
[trans-4-hydroxycyklohexyl]benzylamin). Zvifata byla pii aplikaci bd¢la a roztok
ochotné pfijimala zinjekéni stiikacky. Material pro elektronové mikroskopické
vySetieni jsme odebirali v celkové anestézii 20 minut po aplikaci. Pocty hodnocenych
buné¢k a data ziskana z obrazové analyzy u jednotlivych zvirat uvadi tabulka ¢. 7.

Tab. 7: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolti a funkéniho stavu Clara

bunék (CB) kralikt 20 minut po peroralni aplikaci 1 ml roztoku Mucosolvanu (7,5 mg
ambroxolu) (absolutni hodnoty)

Cislo krélika ¢34 | ¢35 | &36 )
Celkovy pocet bunék 101 263 78 442
Rasinkové buiiky 47 119 40 206
Clara bunky celkem 54 144 38 236
Clara bunky s granuly 52 95 31 178
Clara bunky bez granul 2 49 7 58
Mgiend plocha cytoplazmy CB (um”) | 523,4 | 1017,7 | 358,7 | 1899.8
Pocet granul 189 198 80 467
Celkova plocha granul (um?) 21,2 13,9 10,7 45,8
Pocet mitochondrii 678 1074 330 2082
Celkova plocha mitochondrii (umz) 81,1 136,1 60,4 276,6

Pii hodnoceni vlivu hypoxie na epitel termindlnich bronchiolti jsme pouzili
celkem 6 kralikti. Tt1 krélici byli umisténi na 4 dny (96 hodin) v samostatnych klecich
do vzduchotésné uzaviené normobarické komory, v niz byla udrzovana pomoci systému
pump a detektori atmosféra o obsahu kysliku 10% (Hampl a Herget 1990). Chybé¢jici
kyslik byl doplnén dusikem. Vydechovany kysli¢nik uhli¢ity byl jiman hydroxidem
draselnym a natronovym vapnem, takze jeho obsah nepiekrocil 1%. Teplota v komoie
se po celou dobu expozice hypoxii pohybovala okolo 23°C a relativni vlhkost atmosféry
v komotfe byla 100%. Zvifata jsme jednou denné kontrolovali a soucasné jsme

dopliiovali granulované krmivo a vodu a vyménovali podestylku. Tento zasah netrval
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déle nez 15 minut. Thned po op€tovném uzavieni komory jsme pomoci stlacené¢ho
dusiku vratili slozeni atmosféry na hypoxickou hodnotu. Po ukonceni hypoxické
expozice jsme kraliky ithned po vynéti z komory uvedli do celkové anestézie a odebrali
jsme vzorky pro elektronovou mikroskopii. Abychom posoudili vliv samotného pobytu
v komofte, predev§im pomérné vysoké teploty a vlhkosti, na stav epitelu dychacich cest,
provedli jsme jest¢ stejny postup s dal§imi tfemi kraliky, jen atmosféra v komote byla
po celou dobu normalni (21% kysliku). Tuto skupinu oznacujeme jako ,,normoxickou‘.
Pocty hodnocenych bunék a data ziskana z obrazové analyzy u obou skupin kralikt
uvadi tabulka ¢. 8.

Tab. 8: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolti a funkéniho stavu Clara

bunék (CB) kralikh po ¢tyfdennim pobytu v normobarické komote za normoxickych a
hypoxickych (10% O2) podminek (absolutni hodnoty)

Normoxie Hypoxie
Cislo kralika ¢37 | &38| ¢&.39 ) ¢40 | ¢4l c.42 >
Celkovy pocet bun¢k 235 168 178 581 236 138 157 531
Rasinkové buiiky 100 85 98 283 102 63 61 226
Clara buniky celkem 135 83 80 298 134 75 96 305
Clara buiiky s granuly 114 69 72 255 110 71 84 265
Clara bunky bez granul 21 14 8 43 24 4 12 40
Mg¢étena plocha 864,5 | 817 |1023,3|2704,8 |1156,2| 955,2 | 743 |2854,4
cytoplazmy CB (um?)
Pocet granul 129 244 218 591 239 365 79 683
Celkova plocha granul 15,2 27 23,4 65,3 44,1 56,5 9,3 109,9
(um?)
Pocet mitochondrii 692 | 1150 | 879 | 2721 | 1038 | 933 410 | 2381
Celkova plocha 119 103 | 154,3 | 376,3 | 122,1 | 127,2 | 111,3 | 360,6
mitochondrii (um®)
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II1. Vysledky a diskuse

A. Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli zdravych

kontrolnich kralika

Terminalni bronchioly zdravych kontrolnich kralikii vystylal jednovrstevny
epitel, v némz se téméf pravideln¢ stiidaly kubické az nizce cylindrické builky
fasinkové a vysoce cylindrické Clara buiiky (obr. 2). Clara buiikky se vyklenovaly
vysoko do lumina bronchiolli a svymi Sirokymi apikalnimi ¢astmi Casto téméf zakryvaly
povrchy bunék fasinkovych (obr. 3).

Apikdlni spojovaci komplexy mezi epitelovymi buitkami byly dobfe vyvinuté,
cetné desmosomy se vyskytovaly i v hlubsich partiich bun€k. Intercelularni prostory
byly proto velice uzké (obr. 3). Volné bunky jsme v mezibunécnych prostorech epitelu
nenalezli.

Epitelové buiiky Siroce nasedaly na dobfe vyvinutou bazalni laminu. Pod bazalni
laminou nésledovala vrstvicka vazivové tkané (lamina propria mucosae) obsahujici
hlavné fibroblasty, elasticka a retikularni vldkna. Elasticka vladkna €asto tvotila mohutné
masy bezprostiedné¢ pod bazalni laminou. Pod lamina propria jsme nachazeli
nesouvislou vrstvu hladké svaloviny (obr. 4).

Rasinkové buiiky tvotily 47,3 + 3,6% bunék epitelu terminalnich bronchiol.
Byly kubického az nizce cylindrického tvaru. Jejich kulaté jadro s vysokym obsahem
euchromatinu bylo umisténo bazalné nebo ve stfedu buiiky. Cytoplazma fasinkovych
bun¢k byla elektronové lucidnéj$i neZ cytoplazma Clara bun€k. Obsahovala hojné
mitochondrie s elektronové denzni matrix a dobfe vytvofenymi a cetnymi kristami.
Mitochondrie byly obvykle $§tihlé, protdhlé, s dlouhou osou orientovanou vétSinou

paralelné s apiko-bazélni osou buriky. Nejvice mitochondrii jsme nachdzeli v apikdlni
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oblasti cytoplazmy (obr. 3, 5). V cytoplazmé se déale vyskytovaly ¢etné volné ribosomy
nebo polyribosomy. Casto jsme pozorovali drobné, elektronové denzni lysosomalni
transportni vezikuly nebo 1 vét§i, membranou ohrani¢ené utvary obsahujici heterogenni
materidl. Pravidelnym nalezem zvlasté v apikalnich oblastech cytoplazmy byla
multivezikularni téliska a pinocytotické vezikuly (obr. 6). Dale jsme pozorovali difizné
rozmisténé, izolované cisterny granularniho endoplazmatického retikula, nepftilis
vyvinuty systém tubulii hladkého endoplazmatického retikula vyplnény elektronove
lucidnim materidlem, pomérné malo vyvinuty Golgiho komplex. Vzacnym nalezem
byly rozsahlé intracytoplazmatické ftasinkové vakuoly (obr. 7). Velice dobie byl
v fasinkovych bunkach vyvinut cytoskelet. Setkavali jsme se shustou siti
cytoplazmatickych filament, zvlast¢ v apikdlni cytoplazmé, a shojnymi, difizné
usporddanymi, dlouhymi mikrotubuly rovnéz hlavné v oblasti apexu bunky. Na
apikalnim povrchu fasinkovych bunék byl vyvinut cilidrni aparat obvyklé struktury.
Pocet tasinek na fasinkovych bunkach v termindlnich bronchiolech byl vSak vyrazné
mensi nez ve velkych dychacich cestach. Jedna tasinkova buiika nesla pouze nékolik
desitek kinocilii. Mezi fasinkami vybihaly z apikalniho povrchu také mikroklky, které
poctem pievazovaly nad tasinkami zvlasté v okrajovych oblastech apikalniho povrchu
(obr. 5). Vysoké vyklenuti sousednich Clara bun¢k Casto zpiisobilo zna¢né omezeni
prostoru pro fasinky, coz vedlo kjejich vzajemnému stlaceni i Castému Sikmému
postaveni.

Clara bunky reprezentovaly zbyvajicich 52,7 + 3,6% epitelovych bun¢k. Byly
cylindrického tvaru. Jejich apikalni ¢asti se vyklenovaly vysoko do lumina terminalniho
bronchiolu. Apexy Clara bunék byly bud’ zakon¢eny ostrym kénusem, nebo byly oblé,
n¢kdy se dokonce smérem k povrchu rozsSitovaly. Vzdy vSak vysoko ptesahovaly

apikalni povrchy okolnich fasinkovych bunék, Casto ptesahovaly i celé kinocilie (obr.
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2). Rozsitujici se oblé apikdlni Casti Clara bunék se k sobé nékdy nad fasinkovou
bunikou lezici mezi nimi pfiblizovaly na malou vzdalenost a fasinkovou bunku tak
prakticky izolovaly od lumina. Apikdlni povrch byl n¢kdy hladky, jindy vybihal
v kratké Siroké vybézky charakteru mikroklkl (obr. 8). Ovalné jadro Clara bunék, ¢asto
s hlubokymi zahyby a bohaté na euchromatin, bylo umisténo bazaln¢ (obr. 9).
Cytoplazma byla obvykle elektronové denznéjsi nez cytoplazma fasinkovych bunék.
Velice napadné bylo vyvinuto hladké endoplazmatické retikulum, jehoz tubuly
oblastech bunky (obr. 8, 10, 11). Bohat¢ vytvofené paralelné¢ uspotadané cisterny
granularniho endoplazmatického retikula byly umistény spiSe v bazalnich oblastech
cytoplazmy (obr. 9). Nékdy jsme pozorovali cirkularné seskupené cisterny granularniho
endoplazmatického retikula kolem jadra i volné v cytoplazmé. Cisterny byly obvykle
uzké, bez znamek stradani produktu. Golgiho komplex nebyl pfilis rozsahly. Hojné byly
v cytoplazmé Clara bunc¢k zastoupeny mitochondrie (obr. 8, 10, 11). Kromé
mitochondrii bézné velikosti s dobie vyvinutymi kristami jsme nachazeli i velké
mitochondrie s elektronové lucidnéjsi, jemné granularni matrix. Jejich tvar byl sféricky
nebo ovalny, mitochondridlni kristy byly méné vyvinuté. Nejvice jich bylo umisténo
v apikalni oblasti cytoplazmy. V 73,5 + 9,4% Clara bun¢k se vyskytovala sekre¢ni
granula. Byla obvykle ovalna nebo lehce nepravidelného tvaru, s vysoce elektronové
denznim, homogennim obsahem (obr. 8, 10). V nékterych granulech se objevila
excentricky umisténa, drobna, sférickd, elektronové lucidni oblast. Vzacné jsme
nachazeli také granula s elektronovée lucidnim obsahem. VétSina granul se vyskytovala v
apikalni oblasti bunky tésné¢ pod povrchovou bunéénou membranou. Byla ale casto
nalezena 1 vbazalni ¢asti cytoplazmy. Pocitacovou analyzou vybranych poli

supranuklearni cytoplazmy Clara bun¢k jsme napocitali 0,17 + 0,07 granul a 0,73 + 0,35
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mitochondrii na pm? cytoplazmy. Sekreéni granula méla priimérnou plochu 0,15 + 0,04
um?, mitochondrie pak 0,22 + 0,08 pm’.

Rasinkovy lem vpravém slova smyslu jsme nad epitelem terminalnich
bronchioltl nenachazeli. Rasinkové buiiky byly jednak nizké a jednak od sebe vzajemné
oddé€lené cetnymi Clara bunikami. Mohli jsme proto pozorovat pouze jednotlivé trsy
fasinek nad separovanymi fasinkovymi bufikami (obr. 2, 3). Casto jsme pozorovali
riznym zpusobem alterované fasinky. Jednalo se o patologické fasinky s vysSim
obsahem cytoplazmy kolem axonémy nebo vzicnéji o malformované fasinky

s odlisnym poctem nebo usporadanim elementli v axoném¢.
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Obr. 2: Terminalni bronchiolus s typickym uspofadanim epitelu. Kontrolni kralik, polotenky fez,
toluidinova modft, obj. 40x

1 pum

Obr. 3: Apikalni oblast epitelu terminalniho bronchiolu s ¢astmi dvou fasinkovych bunék a jedné Clara
bunky s typickym zastoupenim cytoplazmatickych struktur. Kontrolni kralik, pivodni zvétSeni 10.000x
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1 um

Obr. 4: Bazalni oblast epitelu
terminalniho bronchiolu, bazalni
lamina, lamina propria mucosae a

cast hladké svalové bunky.
# Kontrolni kralik, pivodni zvétseni
e 10.000x

-
Ti*®

1 pum

Obr. 5: Apikalni povrch fasinkové
buriky s pravidelnym
usporadanim kinocilii. Kontrolni
kralik, ptivodni zvétseni 15.000x




Obr. 6: Hlubsi oblast cytoplazmy fasinkové bunky obsahujici vezikuly s heterogennim obsahem a
multivezikularni téliska. Kontrolni kralik, ptivodni zvétseni 10.000x

[ st

Obr. 7: Intracytoplazmaticka fasinkova vakuola v cytoplazmé fasinkové bunky obsahujici intaktni i
malformované kinocilie, mikroklky a jemny fibrogranularni material. Kontrolni kralik, ptivodni zvétSeni
20.000x
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Obr. 8: Apikalni ¢ast Clara bunky se sekre¢nimi granuly a s cetnymi mitochondriemi rtizné velikosti.
Kontrolni kralik, ptivodni zvétSeni 10.000x

& . -

lp.m

Obr. 9: Cést jadra a bazalni oblast cytoplazmy Clara buiiky s paralelné uspofadanymi cisternami
granuldrniho endoplazmatického retikula. Kontrolni kralik, ptivodni zvétSeni 20.000x
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Obr. 10: Perinuklearni oblast cytoplazmy Clara butiky s elektronové denznimi sekre¢nimi granuly,
sférickymi mitochondriemi a paralelné uspofadanymi cisternami granularniho endoplazmatického
retikula. Kontrolni kralik, pavodni zvétSeni 20.000x

Obr. 11: Cast jadra a supranuklearni oblast cytoplazmy Clara buiiky s typickym hladkym
endoplazmatickym retikulem a mitochondriemi. Kontrolni kralik, ptivodni zvétseni 15.000x

32



Diskuse

Mezidruhové rozdily v ultrastruktufe bunck epitelu terminalnich bronchiold,
pfedevsim Clara bungk, byly jiz tématem nékolika srovndvacich studii. V rozsahlé
studii srovnavajici ultrastrukturu Clara bun¢k u 17 resp. 15 druhii savcl rozdélil Plopper
tyto buiikky do 3 typt (Plopper 1983, Plopper a spol. 1980a). Do prvniho typu tadil
cylindrické Clara bunky s apikalni ¢asti cytoplazmy prominujici nad uroven okolniho
epitelu, s Cetnymi elektronové denznimi sekre¢nimi granuly, s vyrazn€ vyvinutym
hladkym endoplazmatickym retikulem v oblasti apexu, s dobfe vyvinutym granuladrnim
endoplazmatickym retikulem v bazalni cytoplazmé, s nepftili§ hojnymi inkluzemi
glykogenu a s cetnymi mitochondriemi. Takovéto Clara buniky nalezl Plopper se
spolupracovniky u kralika, mysi, kiecka, potkana, morcete, prasete, kon¢, ovce a lamy.
Charakter Clara bunék prvniho typu je vétSinou dalSich autori povazovan za typicky
pro tyto buiiky bez ohledu na Zivo€isSny druh (Kilburn 1974, Jeffery 1983, Gail a
Lenfant 1983). Druhy typ Clara bun¢k podle Plopperovy klasifikace se vyznacuje spise
kubickym tvarem bez apikalni cytoplazmatické projekce, velmi dobie vyvinutym
granularnim  endoplazmatickym  retikulem, malo vyvinutym  hladkym
endoplazmatickym retikulem a glykogenem a hojnymi sekrecnimi granuly. Tento typ
Plopper popsal u primati véetné ¢lovéka. Nejndpadnéjsim znakem tretiho typu Clara
bunck je velké mnozstvi glykogenu, ktery témeét vypliluje cytoplazmu. Tyto buiky
nemaji piili§ hojnd sekrecni granula, endoplazmatické retikulum ani mitochondrie a
Plopper je nalezl se u psa, koc€ky, skotu a fretky. Tyto mezidruhové rozdily potvrdil ve
své srovnavaci studii také Smith se spolupracovniky (Smith a spol. 1979). V nasi studii
jsme rovnéZ potvrdili Ploppertv nalez a zatadili jsme Clara bunky kralikd do jeho prvni

skupiny.
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Ultrastruktura bun¢k epitelu terminalnich bronchiolt kralikii byla popsana nejen
v uvedenych srovnavacich studiich, ale i v fad¢ dalSich praci (Kilburn 1974, Breeze a
Wheldon 1977, Jeffery 1983, Gail a Lenfant 1983, Plopper a spol. 1980b). Nase nélezy
se shoduji suvedenymi popisy tohoto epitelu. Pouze Smith (1979) uvedl nalez
dilatovanych tubulli hladkého endoplazmatického retikula u zdravych kontrolnich
kralikti. Tento nalez vSak my hodnotime jiz jako znamku patologické alterace Clara
bunék a tento nas nazor potvrzuji i dalsi autofi (Harkema a spol. 1993, Plopper a spol.
1994b). V Clara buiikdch zdravych kontrolnich kralikti jsme nalezli napadné velké,
sférické mitochondrie se svétlou matrix a jen malym poc¢tem krist. Tyto mitochondrie se
v Clara bunkach vyskytovaly soucasn¢ s mitochondriemi béznych rozmér protdhlého
tvaru, s tmavs$i matrix a vétSim poc¢tem krist. Tento nas nalez je v souladu s nalezy u
kralikti né¢kolika autorit (Plopper a spol. 1980a,b, Plopper 1983, Smith a spol. 1979).
Ptitomnost velkych, svétlych mitochondrii byla popisovana také v Clara bunkach mysi,
morcete, koCky, prasete a piskomila (Plopper a spol. 1980 a,b,c, Smith a spol. 1979,
Spicer a spol. 1990). Spicer se spolupracovniky popsali dokonce v Clara bunkach
piskomila jeste tieti tzv. obrovské mitochondrie nebo megamitochondrie veliké 2-3 um
v priméru. Tento nalez vysvétlili jako jednu z adaptaci bunék piskomila na Zivot
v extrémnich poustnich podminkach. U tfady savci vcetné ¢loveéka vSak nebyly velké
mitochondrie popisovany (Plopper a spol. 1980a,b,c, Plopper 1983, Smith a spol. 1979).
Jini autofi povazuji existenci dvou typti mitochondrii v Clara bunikéch za obecny jev bez
ohledu na zivo¢isny druh (Kilburn 1974, Breeze a Wheldon 1977).

Kvantitativni pfistup k studiu ultrastruktury epitelu terminalnich bronchiold
vyuzilo jiz n¢kolik autort. Jejich nélezy se 1isi podle zivo¢isnych druhd. Mezidruhové
rozdily v zastoupeni jednotlivych buné€k v epitelu termindlnich bronchioli byly

rozpracovany piedevSim v srovnavacich studiich Ploppera a spolupracovniki, kde se
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percentualni zastoupeni nefasinkovych Clara bunék pohybuje od ptiblizné 50% u kiecka
a skotu az po téméf 100% u kocky a psa (Plopper a spol. 1980b,c, Plopper 1983). U
kralikGi se zastoupeni fasinkovych bunck v epitelu terminalnich bronchioli pohybuje
kolem 35% a netasinkovych resp. Clara bun€k kolem 65% (Plopper a spol. 1980b,
Plopper 1983, Hyde a spol. 1983). V posledni praci vSak uvedl Plopper rovnomérné
zastoupeni obou bunécnych typt (48,7% tasinkovych, 47,3% Clara a 3,9% jinych nebo
nezaraditelnych bun¢k) (Plopper a spol. 1983a), coz je jiz v souhlasu s naSimi vysledky.

Nalezy v epitelu trachey zdravych kontrolnich kraliki (Konradova 1966), které
jsme pouzili pro srovnani s nalezy v epitelu terminalnich bronchioli, se nelisi od dalSich
popist ultrastruktury tohoto epitelu (Pavelka a spol. 1976, Nordin 1977). Typicky byl
relativné maly pocet poharkovych bun¢k a jejich izolovany vyskyt. Také stupeit
stimulace poharkovych bun¢k byl minimalni, pouze 3% z nich uvoliiovalo hlen
z jednotlivych apikalné ulozenych sekre¢nich granul. V pravidelném fasinkovém lemu,
ktery lemoval epitel trachey, bylo celkem 1,2% alterovanych kinocilii. U kontrolnich
zdravych mysi nalezli Ranga a Kleinerman srovnatelny pocet alterovanych tasinek -
1,5% (Ranga a Kleinerman 1981), naproti tomu Bryan alterované tasinky v trachealnim
fasinkovém lemu mysi nenalezl vibec (Bryan 1983). Nalez 0,4% malformovanych
fasinek v fasinkovém lemu trachey zdravych kralikti se blizi odhadu zastoupeni
malformovanych fasinek v fasinkovém lemu trachey zdravych morcat (0,1%) (Dalen
1981), pon¢kud vyssi zastoupeni malformovanych fasinek bylo popsano v trachealnim

rasinkovém lemu psa (Wilsman a spol. 1987).
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B. Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli po celkové aplikaci

acetylcholinu

1) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli u kraliki 5 minut po i.v.
aplikaci 0,5 mg acetylcholinu

P&t minut po aplikaci 0,5 mg acetylcholinu jsme v termindlnich bronchiolech
nalezli alterovany jednovrstevny epitel obsahujici fasinkové a Clara bunky (obr. 12).
Rasinkové buiiky tvofily 42,5 + 8,9% bunék epitelu, Clara buiiky pak piedstavovaly
zbyvajicich 57,5 + 8,9% (tab. 9, graf 1). Intercelularni prostory byly uzké a apikalni
spojovaci komplexy ztistaly intaktni (obr. 13).

Rasinkové buiiky obsahovaly v cytoplazmé rozsahlé lysosomy a etné drobngjsi
vezikuly. Jejich mitochondrie byly alterované s elektronové lucidnim obsahem a
naruSenym systémem krist. Cisterny Golgiho komplexu byly dilatované (obr. 14). Na
apikalnich povrSich fasinkovych bun¢k jsme pozorovali tvorbu cytoplazmatickych
protruzi, do nichZ byly &asto zavzaty rozpadajici se axonémy kinocilii (obr. 15). Casty
byl 1 vyskyt méné poskozenych, patologickych fasinek, kde dochazi k lokalnimu
zduteni nebo se objevuji drobné vezikuly mezi axonémou a fasinkovou membranou.

Hlavnim nalezem v Clara buiikach byla dilatace tubula hladkého
endoplazmatického retikula, jez byla v jednotlivych bunkdch rizné vyrazna.
V nekterych Clara buiikdch jsme nalezli extrémné dilatované prostory a cytoplazma
bunék jevila znamky vakuolarni degenerace (obr. 16). U téchto bun¢k nékdy dochazelo
k naruSeni apikalni bunééné membrany a zbytky vyrazné alterované cytoplazmy Clara
bunék jsme nalézali i nad epitelem v luminu termindlnich bronchiola (obr. 17). V méné
poskozenych Clara buiikach jsme Casto nalézali alterované mitochondrie a dilatované

prostory granularniho endoplazmatického retikula (obr. 18). 81,1 £ 16,8% Clara bun¢k
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obsahovalo v cytoplazmé sekreéni granula (tab. 9, graf 2). Pouze ojedin€le jsme
pozorovali zndmky sekrece, kdy se sekrecni granula ptikladala svou membranou velice
tésn¢ k apikalni bunééné membrané nebo se na apikalnich povrsich bunék tvoftily
drobné¢ cytoplazmatické vybézky obsahujici granula (obr. 19).

V supranuklearni cytoplazmé Clara bunék jsme napocitali 0,20 + 0,14 granul a
0,83 + 0,21 mitochondrii na pm? cytoplazmy. Sekre&ni granula mé&la primérnou plochu

0,09 + 0,03 um®, mitochondrie pak 0,18 + 0,05 um® (tab. 9).
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Obr. 12: Usek epitelu terminalniho
bronchiolu obsahujici jednu Clara buiku a
dvé¢ rasinkové bunky. Na povrchu
fasinkovych bun¢k se nachézeji drobné
cytoplazmatické protruze narusujici
pravidelné usporadani fasinek, cytoplazma
Clara buiky obsahuje dilatované tubuly
hladkého endoplazmatického retikula.

5 min po i.v. aplikaci 0,5 mg
acetylcholinu, piivodni zvétseni 4.000x

1 um

Obr. 13: Intaktni apikalni spojovaci
komplex mezi dvéma lehce alterovanymi
Clara buikami, 5 min po i.v. aplikaci
0,5 mg acetylcholinu, ptivodni zvétseni
20.000x




Obr. 14: Lysosomy s heterogennim obsahem, alterované mitochondrie a dilatované cisterny Golgiho
komplexu i endoplazmatického retikula v cytoplazmé alterované fasinkové buriky. 5 min po i.v. aplikaci
0,5 mg acetylcholinu, ptivodni zvétseni 20.000x

Obr. 15: Cytoplazmaticka protruze na apikalnim povrchu fasinkové butiky obsahujici rozpadajici se
axonémy dvou zanikajicich fasinek. 5 min po i.v. aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, ptvodni zvétSeni
20.000x
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Obr. 16: Vyrazné dilatované tubuly hladkého endoplazmatického retikula a mirn¢ alterované
mitochondrie v apikalni cytoplazmé Clara buiiky. 5 min po i.v. aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, ptivodni
zvétSeni 20.000x

Obr. 17: Zbytky alterované cytoplazmy Clara bunky v luminu terminalniho bronchiolu. 5 min po i.v.
aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, pivodni zvétseni 10.000x
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Obr. 18: Sekre¢ni granula, dilatované tubuly hladkého endoplazmatického retikula a lehce alterované
mitochondrie v apikalni cytoplazmé Clara buiiky. 5 min po i.v. aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, ptivodni
zvétSeni 20.000x

Obr. 19: Cytoplazmatické protruze, z nichzZ jedna obsahuje sekre¢ni granulum, na apikalnim povrchu
alterované Clara buiiky. 5 min po i.v. aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, ptivodni zvétSeni 20.000x
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2) Ultrastruktura epitelu termindlnich bronchioli u kraliki 20 minut po i.v.
aplikaci 0,5 mg acetylcholinu

Dvacet minut po aplikaci 0,5 mg acetylcholinu se celkovy vzhled epitelu
termindlnich bronchiolii neménil. V epitelu jsme nalezli 49,5 + 13,5% tasinkovych
buné¢k a 50,5 + 13,5% Clara bunék (tab. 9, graf 1). Intercelularni prostory ziistaly uzké a
apikalni spojovaci komplexy intaktni (obr. 20).

Rasinkové buiiky obsahovaly jiz jen mirné alterované mitochondrie, dilatované
cisterny Golgiho komplexu a drobné vezikuly. Zvlast¢ hojné byly lysosomy (obr. 20).
Pozorovali jsme i1 vyskyt malych intracytoplazmatickych ftasinkovych vakuol. Na
apikalnich povrsich fasinkovych bunék jsme stale pozorovali cytoplazmatické protruze,
v nichZ se rozpadaly axonémy &asti kinocilii (obr. 21). Cast&ji nez u predchozi skupiny
jsme zaznamenali vyskyt diferencujicich se fasinkovych bun¢k (obr. 22).

Clara buiky obsahovaly stale dilatované tubuly hladkého endoplazmatického
retikula, jejich dilatace vSak jiz nedosahovala takového stupné jako v predchozi skupiné
(obr. 23). Mezi jednotlivymi Clara bunkami byly opét rozdily v rozsahu dilatace
hladkého endoplazmatického retikula (obr. 24). Sekre¢ni granula jsme nalezli jen v 63,4
+ 24,1% Clara bun¢k (tab. 9, graf 2). Na apikalnich povrSich jsme Casto pozorovali
tvorbu protruzi obsahujicich sekreéni granula nebo pfitomnost granul v kontaktu
s bunéénou membranou (obr. 25). V supranuklearni cytoplazmé Clara bun€k jsme
nalezli 0,13 + 0,11 granul a 0,81 + 0,12 mitochondrii na um® cytoplazmy. Sekre&ni

granula mé&la primérnou plochu 0,10 + 0,02 pm?, mitochondrie 0,24 + 0,07 um? (tab. 9).
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1 um

Obr. 20: Intaktni apikalni spojovaci
komplex mezi fasinkovou a Clara
buiikou. Rasinkova buiika obsahuje
Cetné lysosomy s heterogennim
obsahem, dilatovany Golgiho
komplex a alterované
mitochondrie. 20 min po i.v.
aplikaci 0,5 mg acetylcholinu,
puvodni zvétseni 10.000x

Obr. 21: Cytoplazmatické protruze na apikalnim povrchu fasinkové buniky, v nichz se rozpadaji axonémy
fasinek. Byla zde zachycena i malformovana fasinka, kde doslo k vyrazné dislokaci elementl axonémy.
20 min po i.v. aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, piivodni zvétSeni 20.000x
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1 pm

Obr. 22: Cast cytoplazmy diferencujici se fasinkové buiiky s nepravideln& uspofadanymi bazalnimi
télisky budoucich kinocilii. 20 min po i.v. aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, pivodni zvétSeni 20.000x

I pm

Obr. 23: Apikalni ¢ast cytoplazmy
Clara bunky s dilatovanymi tubuly
hladkého endoplazmatického retikula
a lehce alterovanymi mitochondriemi.
20 min po i.v. aplikaci 0,5 mg
acetylcholinu, pivodni zvétSeni
10.000x




Obr. 24: Apikalni ¢ast cytoplazmy dvou sousednich Clara bunék s rozdilnym stupném dilatace tubult
hladkého endoplazmatického retikula a alterace mitochondrii. 20 min po i.v. aplikaci 0,5 mg
acetylcholinu, ptivodni zvétSeni 10.000x

Obr. 25: Sekrecni granula v apikalni ¢asti alterované cytoplazmy Clara buiiky. Jedno z nich je v tésném
kontaktu s bunéénou membranou. 20 min po i.v. aplikaci 0,5 mg acetylcholinu, pivodni zvétseni 20.000x
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3) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli u kraliki 5 minut po i.v.
aplikaci 0,1 mg acetylcholinu

Pét minut po aplikaci 0,1 mg acetylcholinu jsme nalezli v terminélnich
bronchiolech kréalikli jen mirné alterovany epitel (obr. 26) slozeny z 44,1 = 0,9%
rasinkovych bun¢k a 55,9 + 0,9% Clara bun¢k (tab. 9, graf 1).

V cytoplazmé tasinkovych bunck jsme pozorovali mirné zmnozeni lysosomd,
multivezikularnich télisek a drobnych vezikul (obr. 27). Golgiho komplex byl Casto
dilatovan (obr. 28).

V cytoplazmé nékterych Clara bun€k jsme nalezli lehkou dilataci tubuli
hladkého endoplazmatického retikula (obr. 29), mitochondrie byly intaktni nebo jen
lehce alterované (obr. 30). 84,0 £ 11,5% Clara bunék obsahovalo v cytoplazmé
elektronové denzni sekre¢ni granula (tab. 9, graf 2). Vyskyt morfologickych znamek
uvolnovani sekretu byl vyjimecny (obr. 31). Analyzou obrazu jsme v supranuklearni
cytoplazmé Clara bunck napocitali 0,23 + 0,16 granul a 1,01 + 0,34 mitochondrii na
um’ cytoplazmy. Pramérné plocha sekre¢nich granul byla 0,11 + 0,03 pm?, primérna

plocha mitochondrii pak 0,16 + 0,05 um? (tab. 9).
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Obr. 26: Apikalni &ast fasinkové a Clara buiiky. Rasinkova buiika obsahuje multivezikularni télisko a
dilatované cisterny Golgiho komplexu, Clara buiika je intaktni. 5 min po i.v. aplikaci 0,1 mg
acetylcholinu, pivodni zvétseni 15.000x

Obr. 27: Lysosom s heterogennim obsahem, multivezikularni t€lisko a zmnozené drobné vezikuly
v cytoplazmé fasinkové butiky. 5 min po i.v. aplikaci 0,1 mg acetylcholinu, ptivodni zvétseni 20.000x

47



Obr. 28: Dilatovany Golgiho komplex a multivezikularni télisko v cytoplazmé fasinkové buiiky. 5 min po
i.v. aplikaci 0,1 mg acetylcholinu, ptivodni zvétseni 25.000x

Obr. 29: Dilatované tubuly hladkého endoplazmatického retikula, sekreéni granulum a intaktni
mitochondrie v cytoplazmé Clara buniky. 5 min po i.v. aplikaci 0,1 mg acetylcholinu, ptivodni zvétSeni
10.000x
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1 pm

Obr. 30: Dilatované tubuly hladkého
endoplazmatického retikula, sekre¢ni
granulum a lehce alterované
mitochondrie v cytoplazmé Clara bunky.
5 min po i.v. aplikaci 0,1 mg
acetylcholinu, pivodni zvétseni 25.000x

1 pm

Obr. 31: Sekreéni granulum splyvajici

s bunéénou membranou a lehce

alterované mitochondrie v cytoplazmé

Clara buniky. 5 min po i.v. aplikaci

0,1 mg acetylcholinu, piivodni zvétseni

20.000x
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4) Ultrastruktura epitelu termindlnich bronchioli u kraliki 20 minut po i.v.
aplikaci 0,1 mg acetylcholinu

Dvacet minut po aplikaci 0,1 mg acetylcholinu byl epitel termindlnich
bronchioll téméi bez zndmek patologické alterace (obr. 32). V epitelu jsme napocitali
40,4 £ 8,1% tasinkovych bun¢k a 59,6 + 8,1 Clara bun¢k (tab. 9, graf 1).

Na apikélnich povrsich tfasinkovych bunék se tvorily pomérné cetné drobné
cytoplazmatické protruze (obr. 33). V cytoplazmé tasinkovych bunck jsme pozorovali
lysosomy s heterogennim obsahem (obr. 34).

V jinak intaktni cytoplazm¢ Clara bunc¢k jsme vzacné pozorovali znamky
exocytdzy obsahu sekre¢nich granul (obr. 35). Z celkového mnozstvi Clara bunék 78,2
+ 10,4% obsahovalo ve své cytoplazmé sekrecni granula (tab. 9, graf 2).
V supranuklearni cytoplazmé Clara bunék jsme napocitali 0,19 + 0,05 granul a 1,11 £
0,34 mitochondrii na pm? cytoplazmy. Primérna plocha sekre&nich granul byla 0,11 +

0,01 pm?, primérna plocha mitochondrii pak 0,13 + 0,04 um?” (tab. 9).
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Obr. 32: Intaktni spojovaci
komplex mezi apikalnimi ¢astmi
fasinkové a Clara bunky.
Rasinkova buiika obsahuje
zmnozené drobné vezikuly. 20 min
po i.v. aplikaci 0,1 mg
acetylcholinu, ptivodni zvétSeni
20.000x

1 um

Obr. 33: Drobné cytoplazmatické
protruze narusujici pravidelné
usporadani fasinek na apikalnim
povrchu fasinkové bunky. Nekteré
obsahuji axonémy zanikajicich
kinocilii. 20 min po i.v. aplikaci
0,1 mg acetylcholinu, pivodni
zvétSeni 25.000x
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1 um

Obr. 34: Lysosomy s heterogennim
obsahem a multivezikularni télisko
v cytoplazmé fasinkové bunky. 20 min po
i.v. aplikaci 0,1 mg acetylcholinu,
puvodni zvétseni 20.000x

1 um

Obr. 35: Sekre¢ni granulum splyvajici
s bunécnou membranou v intaktni
cytoplazmé Clara burky. 20 min po i.v.
aplikaci 0,1 mg acetylcholinu, pavodni
zvétSeni 15.000x
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Tab. 9: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchioli a funk¢niho stavu Clara
bunék kralikti 5 a 20 minut po intravenozni aplikaci 0,5 a 0,1 mg acetylcholinu

Kontroly Acetylcholin | Acetylcholin | Acetylcholin | Acetylcholin
0,5 mg 5Smin | 0,5 mg 20 min | 0,1 mg 5 min | 0,1 mg 20 min

Rasinkové buiiky (%) 473+3,6 42,5+89 49,5+ 13,5 44,1 +£0,9 40,4 £8,1
Clara bunky (%) 52,7+3,6 57,5+8,9 50,5+ 13,5 55,9+0,9 59,6 + 8,1
Clara bunky s granuly 73,5+9,4 81,1+£16,8—1—63,4+24,1 ——*84,0+£11,5 78,2+10,4
(%)
Clara buiiky bez granul 26,5+9,4 18,9+ 16,8— 36,6 24,1 —— *16+11,5 21,8 +10,4
(%)
Pocet granul/pm” 0,17 £0,07 0,20+ 0,14 0,13+0,11 0,23 +£0,16 0,19 +£0,05
Pocet mitochondrii/um2 0,73 £ 0,35 0,83 +£0,21 0,81 +£0,12 1,01 £ 0,34 1,11 £0,34
Plocha granul (umz) 0,15+0,04 | #0,09 + 0,03 0,10 +0,02 0,11 +0,03 0,11+0,01
Plocha mitochondrii 0,22 + 0,08 0,18 + 0,05 0,24 + 0,07 0,16 + 0,05 0,13 +0,04
(um?)

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako priimér + SD, hodnoty oznacené * se statisticky
vyznamné 1i§i od hodnot u kontrolnich kralikti na hladiné vyznamnosti p < 0,01, hodnota
oznacena # se statisticky vyznamné 1i§i od hodnoty u kontrolnich kralikd na hladiné
vyznamnosti p < 0,05, hodnoty spojené c¢arou se vzajemn¢ statisticky vyznamné li$i na
hladin€ vyznamnosti p < 0,01.

Graf 1: Zastoupeni dvou zakladnich typt bunék v epitelu terminalnich bronchioli
kralikti 5 a 20 minut po intravendzni aplikaci 0,5 a 0,1 mg acetylcholinu (Ach)
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Graf 2: Relativni pocet Clara bunék obsahujicich sekre¢ni granula u kraliki 5 a 20
minut po intravendzni aplikaci 0,5 a 0,1 mg acetylcholinu
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N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD, hodnota oznacend * se statisticky
vyznamng¢ 1i§i od hodnoty u kontrolnich kralika (¢as 0) na hladin¢ vyznamnosti
p < 0,01, hodnoty oznacené # se statisticky vyznamné¢ 1i8i od hodnoty u kralika 20
minut po aplikaci 0,5 mg acetylcholinu na hladin€ vyznamnosti p < 0,01

Diskuse

Studiem neurohumorélni regulace cinnosti epitelovych struktur v dychacich
cestdch se zabyvala fada autord. Hlavni zdjem se soustfedil pfedevS§im na regulaci
sekrecni funkce poharkovych bunck a submukoéznich zlazek vyskytujicich se ve sténach
vétSich dychacich cest, které se podileji hlavni mérou na celkovém mnozstvi sekretu
produkovaného v dychacich cestach. Zejména v okoli submukoéznich Zlazek byla
nalezena nervova zakonceni obsahujici rizné neuromediatory jak na urovni svételného,
tak i elektronového mikroskopu (Laitinen a spol. 1985, Rogers a Dewar 1990, Ricci a
spol. 1997).

Plsobeni cholinergni stimulace na strukturu i funkci sekrec¢nich epitelovych
bun¢k bylo popséno jiz n¢kolika autory. VétSinou se vSak jednalo o buiiky secernujici
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hlen, zpravidla o buiikky poharkové v epitelu stieva nebo dychacich cest. Specian a
Neutra (1980) a pozdéji také Phillips a Wilson (1993) prokazali, Ze aplikace
acetylcholinu in vivo i in vitro na stfevni sliznici kraliki a potkant vede nejen
k rychlému vyprazdnéni poharkovych bunc¢k ve stievnim epitelu, ale 1 ke zméné
mechanizmu jejich sekrece. Roumagnac a Laboisse (1987) gzjistili, Ze piidani
acetylcholinu vede ke zvyseni sekrece hlenu v organovych kulturach ziskanych z bunék
lidského karcinomu tlustého stfeva. VIliv cholinergni stimulace na proces sekrece
poharkovych bun¢k v dychacich cestdch morcat studovali Tokuyama se
spolupracovniky (Tokuyama a spol. 1990). Po stimulaci cervikalnich nervi vagi zjistili
na urovni svételné mikroskopie pokles napln€¢ poharkovych bunc¢k v prudusnici a
velkych bronSich ukazujici na stimulaci téchto bunék k vyprazdnovani sekretu. Tuto
reakci bylo moZno zcela inhibovat premedikaci atropinem. V elektronové
mikroskopické studii pouzili Newman se spolupracovniky izolované morceci
prudusnice in vitro. Po kratké stimulaci acetylcholinem pozorovali urychleni exocytozy
obsahu granul pohéarkovych bunék véetné splyvani granul a apokrinni sekrece (Newman
a spol. 1996). Podobné nalezy popsali i Oshima se spolupracovniky pomoci
dvojfotonové konfokalni mikroskopie v morcecich nosnich zlazkach. Tito autofi
pozorovali velmi rychly vzestup intracelularni koncentrace Ca®" v sekre¢nich buiikach
(Oshima a spol. 2005). Kamijo se spolupracovniky studovali pomoci videomikroskopu
exocytozu sekretu z poharkovych bun¢k a zlazek v nosni sliznici potkana po aplikaci
riznych neurotransmiterti in vitro (Kamijo a spol. 1993). Rovnéz v této studii autofi
zaznamenali vyraznou sekre¢ni odpoveéd’ na aplikaci acetylcholinu, kterou bylo mozno
zablokovat sou¢asnym podanim atropinu. V dalsi studii Steel a Hanrahan (1997) zjistili
pokles koncentrace glykokonjugati v suspenzi trachealnich bunék kieckt in vitro

signalizujici opét stimulaci sekre¢nich bunék k vyluCovani sekretu po aplikaci
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karbacholu - cholinergniho agonisty. Inglis se spolupracovniky popsali stimulaci
sekrece submukoznich bronchialnich Zlazek prasat béhem 5 az 10 sekund po aplikaci
acetylcholinu in situ a navrat k bazalnimu stavu sekrece po 1 minuté (Inglis a spol.
1997). Jina skupina autorti (Fung a spol. 1992) zjistila in vivo vzestup koncentrace
glykokonjugati v tekutiné ziskané vyplachem trachey kocek po elektrické stimulaci n.
vagus i po aplikaci pilokarpinu (in situ i celkov¢). V této studii autofi poukazali na to,
ze cholinergni stimulace sekrecnich bunék trachey je sice hlavnim mechanismem
funkce parasympatiku, neni ale mechanismem jedinym. Neschopnost atropinu plné
zablokovat stimulaci sekrecnich bunék k vylucovani sekretu poukazala na soucasnou
pritomnost tzv. non-adrenergic, non-cholinergic (NANC) mechanismu parasympatické
stimulace (Ramnarine a Rogers 1994), kde mediatorem mtze byt napiiklad VIP nebo
NO (Lacroix a spol. 1998). Podobné vysledky pii pouziti méfeni koncentrace
sulfatovych skupin v supernatantu tkanové kultury i v tekutiné ziskané vyplachem
trachey fretek po aplikaci acetylcholinu nebo elektrické stimulaci n. vagus publikovali i
Ramnarine se spolupracovniky (Ramnarine a spol. 1996). Tato skupina autorti odhalila
pomoci specifickych antagonistd, ze hlavnimi receptory zodpovédnymi za cholinergni
stimulaci vylucovani sekretu bunkami epitelu i zlazek trachey fretek jsou muskarinové
receptory Mjs.

V ojedin€lé studii zabyvajici se vlivem cholinergni stimulace na Clara bunky
doslo k pozoruhodnému rozporu. Po podani cholinergné¢ putsobiciho pilokarpinu
potkanim in vivo doSlo béhem 1 hodiny k témé& 50% poklesu ,,volume density*
sekreCnich granul v cytoplazmé Clara bun¢k, coz autofi interpretovali jako znamku
stimulované sekrece. Po dal§i hodin¢ se tato hodnota vratila na vychozi uroven.
Soucasné podani atropinu tento ucinek zcela zablokovalo (Massaro a spol. 1979). Tento

nalez potvrdila i Dodge se svymi spolupracovniky na urovni laserové konfokalni
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mikroskopie (Dodge a spol. 1994). Pii pouziti perfundovanych potkanich plic vSak
doslo béhem hodiny po ptidani pilokarpinu do perfuzatu k mirnému vzestupu ,,volume
density* sekre¢nich granul, coz by znamenalo spisSe inhibici sekrece (Massaro a spol.
1981). Naopak Yoneda (1977) ve své studii uvedl vyrazny vzestup ,,volume density*
sekrecnich granul v cytoplazmé Clara bun¢k 30 minut az 2 hodiny po subkutannim
podani pilokarpinu potkanim a nasledny pokles na vychozi hodnoty po 4 hodinach od
aplikace. Popsal rovnéz vyskyt morfologickych znamek vylucovani sekretu a
patologickou alteraci jak Clara bungk, tak i okolnich bunék fasinkovych. Za urcity druh
cholinergni stimulace by se dalo také povazovat pouziti inhalace insekticidu obsahujici
2 inhibitory acetylcholinesterazy. V tomto experimentu autofi pozorovali po hodinové
inhalaci insekticidu zvyseni poctu CC-10 pozitivnich bun¢k v potkanich bronchiolech a
naopak jejich ubytek po pétidennim opakovaném podavani insekticidu. Popsali i zmény
ultrastruktury Clara bun¢k. V akutni fazi Slo o tvorbu apikalnich cytoplazmatickych
protruzi a zdufeni mitochondrii, po delsi expozici pak o zmenSeni mitochondrii,
vymizeni sekre¢nich granul z n¢kterych Clara bunék i o uplnou degeneraci Clara bunék
(Elia a spol. 2000).

Nékolik praci se vénovalo vlivu cholinergni stimulace na pneumocyty typu II a
jejich produkci plicniho surfaktantu. V kultufe embryonalnich kufecich pneumocytii
typu II nedoslo k stimulaci produkce surfaktantu po aplikaci karbacholu (Sullivan a
Orgeig 2001). Naopak pii stimulaci fetalnich morcecich plic acetylcholinem doslo
k zvysené produkci tekutiny. Autofi prokéazali pomoci specifickych antagonistii nejen
ucast Mj receptord, ale i spoluucast a-adrenergnich (nikoli vSak B-adrenergnich)
receptori na cholinergni stimulaci. Vyslovili hypotézu o aktivaci plicnich
neuroendokrinnich bun¢k produkujicich katecholaminy (Woods a spol. 1996).

Méné pozornosti vénovali autofi vlivu acetylcholinu na fasinkové buiky.
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Salathe se spolupracovniky zjistili zrychleni frekvence pohybu fasinek a zvySeni
produkce Ca®" izolovanymi ov&imi fasinkovymi buitkami po p¥idani acetylcholinu do
zivného média. Pomoci specifickych antagonisti potvrdili pfedpokladanou tcast Ms
receptorii na téchto zménach (Salathe a spol. 1997). K podobnym vysledkiim dospéli i
Zagoory se svymi spolupracovniky v tkanovych kulturach sliznice Zzabiho jicnu
(Zagoory a spol. 2001).

Reakci epitelu trachey kralikli na aplikaci acetylcholinu jsme se na urovni
elektronové mikroskopie zabyvali na nasem pracovisti (Konradova a spol. 1996e,f).
Pouzili jsme stejné davky studované latky i shodné cCasové intervaly mezi aplikaci
acetylcholinu a odbérem materidlu jako v soucasné studii. Podle ocekavani bylo
pusobeni acetylcholinu zaméfeno predev§im na poharkové bunky. Aplikace
acetylcholinu stimulovala pohéarkové bunky k vydavani sekretu a urychlovala
mechanizmus jejich sekrece. Stimulované poharkové bunky vétSinou Siroce
komunikovaly s luminem dychacich cest a hlen byl uvoliiovan soucasné z vét§iho poctu
apikalné ulozenych granul. Jako znamka pfechodu k apokrinnimu zpisobu sekrece se
od bunék odd¢lovaly celé skupinky hlenovych granul spolu s malym mnozstvim
cytoplazmy. Dochéazelo také k lavinovité tvorbé komunikaci mezi sousednimi
hlenovymi granuly, coz ptedchazelo témét soucasnému vyprazdnéni hlenu obsazeného
v bunice. Aplikace acetylcholinu také posSkozovala poharkové buiiky. Nadmérné
stimulované buiiky se po urychleném vyprazdnéni sekretu jiz vétsinou nezapojovaly do
dalsich sekrec¢nich cyklu, ale degenerovaly a byly z epitelu vylu¢ovany. Po podani obou
davek acetylcholinu bylo stimulovano k vydavani sekretu vice nez 90% vsSech
poharkovych bunék. Po aplikaci mensi davky acetylcholinu mél prabéh reakce
prolongovanéjsi charakter. Jako nasledek masivni stimulace a nésledné degenerace

poharkovych bunék jsme 20 minut po aplikaci 0,5 mg acetylcholinu pozorovali znamky
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masivni diferenciace novych sekre¢nich elementi a doSlo i ke zméné v distribuci
poharkovych bunék a ke vzniku intraepitelovych hlenovych zlazek.

Trachedlni fasinkové bunky byly aplikaci acetylcholinu ovlivnény méné. Stejné
jako vepitelu termindlnich bronchioli jsme pozorovali vznik apikalnich
cytoplazmatickych protruzi, zvySeny vyskyt drobnych vezikul a lysosomi, lehkou
dilataci cisteren Golgiho komplexu a granularniho endoplazmatického retikula a alteraci
mitochondrii. Dvacet minut po aplikaci vétsi davky acetylcholinu jsme zaznamenali
vyssi vyskyt diferencujicich se fasinkovych bunék jak v epitelu trachey, tak v epitelu
termindlnich bronchiold.

Reakce sekrecnich Clara bunék v epitelu terminalnich bronchiolti byla vyrazné
odlisnd od reakce poharkovych bunck epitelu trachey. Hlavni odezvou na aplikaci
acetylcholinu byla patologicka alterace cytoplazmy podobné, jako bylo pozorovano po
aplikaci riznych toxickych slouCenin (naftalen, 4-ipomeanol, trichloretylen,
glutaraldehyd) (Plopper a spol. 1992a,b, 1994a, Van Winkle a spol. 1995, Lakritz a
spol. 1996, Giovanetti a spol. 1998, Halatek a spol. 2003) nebo inhalaci ozénu
(Harkema a spol. 1993, Plopper a spol. 1994b). Hodnoceni funkéniho stavu Clara bun¢k
prineslo zjisténi, Ze po aplikaci obou davek acetylcholinu dochédzelo v prvé fazi
k hromadéni sekre¢nich granul v cytoplazmé a vylucovani sekretu spise stagnovalo. Ve
skupiné kralikt, jimz jsme aplikovali 0,1 mg acetylcholinu, doslo dokonce ke statisticky
vyznamnému vzestupu (p < 0,01) poctu téchto bunék ve srovnani s kontrolami. V dalsi
fazi pak nastoupila mirna stimulace vylu¢ovani sekretu Clara bun¢k, pficemz 20 minut
po aplikaci vétsi davky acetylcholinu byl pokles poctu bunék obsahujicich sekre¢ni
granula statisticky vyznamny (p < 0,01) ve srovnani se vSemi ostatnimi
experimentalnimi skupinami. Obrazova analyza cytoplazmy Clara bunék pfinesla

statisticky vyznamny (p < 0,05 proti kontrolam) pokles primérné velikosti granul u
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kralika, jejichz plice byly odebrany 5 minut po aplikaci vétsi davky acetylcholinu.
Tento nalez Ize rovnéz vysvétlit mirnou stimulaci Clara bun¢k, kterd vedla k rychlejsi
produkci drobnéjSich sekre¢nich granul. Pfi kvantitativnim hodnoceni zastoupeni
jednotlivych typti bunék v epitelu terminalnich bronchiolti jsme nenalezli zndmky
proliferace nékterého z druhit bun€k u zadné experimentalni skupiny.

Na rozdil od hlen-secernujicich poharkovych bun¢k nebo sekre¢nich bunék
zlazek ve sténach dychacich cest, kde reakce na aplikaci acetylcholinu byla silna a
rychld, jsme v epitelu termindlnich bronchiolli pozorovali jen méné vyrazné, nicméné
statisticky vyznamné zmény v sekre¢ni aktivité Clara bun¢k. Nabizi se urcitd podobnost
s nejednozna¢nou a relativné pomalou reakci potkanich Clara bunék na aplikaci
pilokarpinu (Massaro a spol. 1981, Yoneda 1977) nebo inhalaci insekticidu s obsahem
inhibitorti acetylcholinesterazy (Elia a spol. 2000) i s nevyraznou reakci pneumocytu II.
typu (Woods a spol. 1996, Sullivan a Orgeig 2001). K vysvétleni by mohla pfispét i
studie, jejiz autoii pomoci n¢kolika metod prokéazali u koni vyznamné nizsi hustotu
muskarinovych receptort v plicni tkdni nez v pridusnici a bronSich (Abraham a spol

2007).
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C. Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii po intravendzni

aplikaci adrenalinu

1) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli u kraliki 5 min po aplikaci
10 pg/kg adrenalinu

P&t minut po aplikaci adrenalinu byly termindlni bronchioly experimentalnich
zvitat vystlany jednovrstevnym epitelem slozenym z 45,6 + 2,3% bunék fasinkovych a
54,4 + 2,3% Clara bun¢k (tab. 10, graf 3). Apikalni spojovaci komplexy byly intaktni,
mezibunécné prostory ziistaly uzké (obr. 36).

Rasinkové buiiky obsahovaly v kortikalni oblasti intaktni cytoplazmu. Rasinky
mély vétS§inou normalni strukturu, pozorovali jsme vSak i alterované kinocilie s vy$§im
obsahem cytoplazmy mezi axonémou a fasinkovou membranou (obr. 37). Velmi vzacné
se objevovaly i drobné apikdlni cytoplazmatické protruze, jez ojedinéle obsahovaly
axonémy 1-2 zanikajicich fasinek. V hlubsich oblastech cytoplazmy fasinkovych bunék
jsme nachdzeli mirn¢ dilatované prostory Golgiho komplexu 1 cisterny granularniho
endoplazmatického retikula. Objevovaly se zde ve vétsi mife nez u kontrolnich zvitat
drobné¢ vezikuly a malé lysosomy s vétSinou heterogennim obsahem (obr. 38).
Pozorovali jsme 1 vyskyt rozsahlejSich fokalnich cytoplazmatickych degradaci.
V nékterych fasinkovych buiikach jevily mitochondrie zndmky edému a naruseni vnitini
struktury (obr. 37 - 38). Nalezli jsme 1 diferencujici se ftasinkové bunky
s morfologickymi projevy ciliogeneze (obr. 39).

Cytoplazma Clara bunék obsahovala stiedné dilatované¢ tubuly hladkého
endoplazmatického retikula (obr. 40), rovnéz cisterny Golgiho komplexu a granularniho
endoplazmatického retikula byly objemné€j$i nez u kontrolnich zvifat (obr. 41).

Mitochondrie jevily podobné znamky patologické alterace jako u bunék fasinkovych
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(obr. 40, 42). 74,9 + 1,6% Clara bunck obsahovalo v cytoplazmé sekre¢ni granula, ve
zbyvajicich 25,1 £ 1,6% Clara bun&k jsme granula nenalezli (tab.10, graf 4). Casto jsme
zachytili znamky vyluCovani sekretu - elektronové denzni, ovalna nebo sférickd granula
se nachazela v kontaktu s apikdlni bunéénou membranou (obr. 42) nebo byla zavzata do
apikalnich cytoplazmatickych protruzi vznikajicich na povrSich Clara bunék. Na
apikalnich povrsich Clara bunék jsme nalézali i zbytky vyprazdnénych sekrecnich
granul, tak zvané Q profily (Newman a spol. 1996, Oshima a spol. 2005) (obr. 43). Jako
znamky apokrinni sekrece se nad epitelem objevovala i volna sekre¢ni granula obalena
tenkou vrstvickou cytoplazmy a bunécnou membranou.

Pomoci analyzatoru obrazu Lucia jsme v supranukledrni cytoplazmé Clara
bundk napogitali 0,18 + 0,03 granul a 0,80 + 0,24 mitochondrii na um?® cytoplazmy.
Sekreéni granula méla primérnou plochu 0,13 + 0,04 um?, mitochondrie pak 0,22 +

0,05 um? (tab. 10).
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Obr. 36: Intaktni apikalni spojovaci
komplex mezi fasinkovou a Clara
bunkou. V cytoplazmé fasinkové

bunky jsou zmnozeny drobné
vezikuly, v cytoplazmé Clara buiky
se nachazeji dilatované tubuly
hladkého endoplazmatického retikula
a vyrazn¢ alterované mitochondrie. 5
min po i.v. aplikaci 10 pg/kg
adrenalinu, piivodni zvétSeni 20.000x

1 um

Obr. 37: Patologicka fasinka s vyS$$im
obsahem cytoplazmy mezi axonémou
a fasinkovou membranou na
apikalnim povrchu fasinkové burnky.
V cytoplazmé buiiky se nachazeji
lysosomy a vyrazné alterované
mitochondrie. 5 min po i.v. aplikaci
10 pg/kg adrenalinu, ptivodni zvétseni
20.000x
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1 pm

Obr. 38: Drobné vezikuly, zmnozené
lysosomy a alterované mitochondrie
v cytoplazmé fasinkové bunky. 5 min
po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu,
puvodni zvétSeni 15.000x

Obr. 39: Diferencujici se fasinkova bunka obsahujici v cytoplazmé deuterosom, kolem né¢hoz dochazi
k alternativni produkci centriolti. 5 min po i.v. aplikaci 10 ug/kg adrenalinu, pdvodni zvétseni 25.000x
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I pm

Obr. 40: Sekrecni granula, stiedné dilatované tubuly hladkého endoplazmatického retikula a silné
alterované mitochondrie v apikalni cytoplazmé Clara bunky. 5 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu,

Obr. 41: Dilatované cisterny granularniho endoplazmatického retikula v bazalni cytoplazmé Clara buiiky.
5 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu, ptivodni zvétSeni 15.000x
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Obr. 42: Sekrecni granulum splavajici s bunéénou membranou, stfedné dilatované tubuly hladkého
endoplazmatického retikula a alterované mitochondrie v apikalni cytoplazmé Clara buiiky. 5 min po i.v.
aplikaci 10 pg/kg adrenalinu, piivodni zvétSeni 25.000x

1 pm

Obr. 43: Apikalni ¢asti dvou Clara
bunék. Na povrchu jedné z nich jsou
zietelné znamky probé&hlé exocytozy
obsahu sekrecnich granul - Q profily

(v). 5 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg
adrenalinu, pivodni zvétseni 10.000x
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2) Ultrastruktura epitelu termindlnich bronchiolii u kraliki 20 min po aplikaci
10 pg/kg adrenalinu

Dvacet minut po aplikaci adrenalinu jsme v terminalnich bronchiolech kraliki
nalézali alterovany jednovrstevny epitel tvofeny 42,4 + 2,1% buné¢k fasinkovych a 57,6
+ 2,1% Clara buné¢k (tab. 10, graf 3). Apikalni spojovaci komplexy byly stale intaktni,
mezibunééné prostory zlstaly uzké (obr. 44).

Rasinkové buniky tvofily &astdji apikalni cytoplazmatické protruze. Byly-li
v téchto protruzich zavzaty axonémy fasinek, dochéazelo k jejich degeneraci a rozpadu
(obr. 45). Castdji nez v predchazejici experimentalni skupiné jsme nachazeli na
apikalnich povrsich ftasinkovych bunék alterované, patologické kinocilie, v nichz
dochazelo kedému a zmnozeni cytoplazmy mezi axonémou a vlastni fasinkovou
membranou. V hlubsich oblastech cytoplazmy fasinkovych bunék jsme opét nachazeli
dilatované prostory Golgiho komplexu i1 granularniho endoplazmatického retikula,
zmnozeni drobnych vezikul a lysosomt (obr. 45). Zaznamenali jsme opét vyskyt vétSich
fokalnich cytoplazmatickych degradaci. Mitochondrie nékterych tasinkovych bunék
vykazovaly znamky patologické alterace (obr. 45).

V cytoplazmé Clara bun¢k jsme pozorovali pokrocilejsi stupen dilatace tubuli
hladkého endoplazmatického retikula i cisteren granularniho endoplazmatického
retikula a Golgiho komplexu nez v ptredchazejici skupiné (obr. 46, 47). Mitochondrie
byly naopak alterovany mirnéji, stupen jejich edému byl mensi (obr. 46 - 48). Sekre¢ni
granula jsme nalezli v 72,7 £ 7,6% Clara bun¢k, zbyvajicich 27,3 + 7,6% Clara bun¢k
granula neobsahovalo (tab. 10, graf 4). Stale se objevovaly pocetné znamky vylu¢ovani
obsahu sekre¢nich granul, a to jak granula tésné pfilozend k apikalni bunééné
membrang, tak obsazena v apikalnich cytoplazmatickych protruzich (obr. 48). Zbytky

alterované cytoplazmy Clara bunék obsahujici sekrec¢ni granula, siln¢ dilatované tubuly
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hladkého endoplazmatického retikula 1 alterované mitochondrie jsme obcas nachdzeli
voln¢ nad epitelem v luminu termindlnich bronchiolt (obr. 49).

V supranuklearni cytoplazmé Clara bunék jsme objevili 0,14 + 0,01 granul a
0,87 + 0,25 mitochondrii na pm? cytoplazmy. Primérna plocha sekre¢nich granul byla
0,11 + 0,04 um?, primérna plocha mitochondrii ¢inila 0,16 + 0,03 pm? (tab. 10).

Dvacet minut po aplikaci adrenalinu jsme pozorovali lehce zvySeny vyskyt
diferencujicich se epitelovych bunck, hlavné diferencujici se buiky fasinkové

zachycené v riznych stadiich procesu ciliogeneze.
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1 pum

Obr. 44: Intaktni apikalni spojovaci
komplex mezi fasinkovou a Clara
burnkou. Nad epitelem je zachycena
apikalni cytoplazmaticka protruze
obsahujici rozpadajici se axonému
zanikajici fasinky. 20 min po i.v. aplikaci
10 pg/kg adrenalinu, ptivodni zvétseni

1 um

Obr. 45: Dilatovany Golgiho
komplex, zmnozené lysosomy,
multivezikularni télisko a
alterované mitochondrie
v cytoplazmé fasinkové bunky. 20
min po i.v. aplikaci 10 pg/kg
adrenalinu, ptivodni zvétSeni
15.000x



Obr. 46: Dilatované tubuly hladkého endoplazmatického retikula, sekrec¢ni granula a alterované
mitochondrie v cytoplazmé Clara buiiky. 20 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu, pivodni zvétseni
15.000x

1 pm

Obr. 47: Dilatované prostory hladkého i granularniho endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu
v perinuklearni cytoplazmé Clara bunky. 20 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu, ptivodni zvétSeni
15.000x
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Obr. 48: Apikalni ¢ast Clara bunky se sekre¢nim granulem umisténym v drobné cytoplazmatické protruzi.
20 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu, ptivodni zvétSeni 15.000x

Obr. 49: Naruseni apikalni buné¢né membrany Clara bunky s uvolnénim ¢asti alterované cytoplazmy do
lumina terminalniho bronchiolu. 20 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu, pivodni zvétSeni 15.000x
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Tab. 10: Kvantitativni hodnoceni epitelu termindlnich bronchioltl a funk¢niho stavu
Clara bunék kralika 5 a 20 minut po intravendzni aplikaci adrenalinu v davce 10 pg/kg

Kontroly Adrenalin Adrenalin
10 pg/kg 5 minut | 10 pg/kg 20 minut

Rasinkové buiiky (%) 47,3 +3.,6 45,6 +2.3 42,4+2.1
Clara bunky (%) 52,7+3,6 544+23 57,6 £2,1
Clara bunky s granuly 73,5+94 749 +1,6 72,7+7,6
(%)
Clara bunky bez granul 26,5+94 25,1+£1,6 273+7,6
(%)
Pocet granul/p,tm2 0,17+ 0,07 0,18 +£0,03 0,14 £ 0,01
Pocet 0,73 £ 0,35 0,80 + 0,24 0,87 0,25
mitochondrii/pm®
Plocha granul (um”) 0,15 +0,04 0,13 £0,04 0,11 +0,04
Plocha mitochondrii 0,22 £ 0,08 0,22 £ 0,05 0,16 £0,03
(um’)

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako prumér £ SD

Graf 3: Zastoupeni dvou zékladnich typi bunék v epitelu termindlnich bronchiold
kralik® 5 a 20 minut po intraveno6zni aplikaci 10 pg/kg adrenalinu

100% T p I
90% t-----1 |reeeeeeeee--l peeeeeeeee- o feee
80% t-----1  |reeeeeeee---l 0 peeeeeeeeee- o fee
(% EEEEEE I EEEEEEEEEEEE] E LR LR I
60% t-----1  |rrmreeeeee-el e fees
50% -
40% A
30%
20% -
10% A

0% -

Kontroly Adrenalin 5 min Adrenalin 20 min

M Rasinkové buriky O Clara buriky

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako primér £ SD

72




Graf 4: Relativni pocet Clara bunék obsahujicich sekre¢ni granula u kraliki 5 a 20
minut po intravendzni aplikaci 10 pg/kg adrenalinu
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Diskuse

Vliv adrenergni stimulace na vylu¢ovani sekretu epitelovymi bunikami a
submukoznimi zlazkami dychacich cest byl studovan podobné jako vliv stimulace
cholinergni. Opét se vétSina studii soustfedila na vétsi extrapulmonalni dychaci cesty.
Na trovni svételného i elektronového mikroskopu byla v lidském materidlu prokazana
pfitomnost nepfili§ pocetnych adrenergnich nervovych zakonfeni v blizkosti
submukoznich Zlazek, nikoli vSak pfimo v epitelu vystylajicim dychaci cesty (Pack a
Richardson 1984, Laitinen 1985). Autoradiograficky byly lokalizovany B adrenergni
receptory na membrané sekrecnich bun¢k submukoéznich zlazek v dychacich cestach
¢lovéka (Carstairs a spol. 1985) i na membrané epitelovych bunék vystylajicich tracheu
morcat (Goldie a spol. 1995). Borson a jeho spolupracovnici v obsahlé studii hodnotici
vliv riznych neuromediatorti a jejich specifickych antagonistd na produkci sekretu
v izolovanych pradusnicich fretek zjistili stimulujici efekt aplikace noradrenalinu jak pti
inhibici a, tak i B adrenergnich receptori (Borson a spol. 1984). K podobnym

vysledkiim dospél i Gashi se spolupracovniky v elektronové mikroskopické studii vlivu
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B adrenergniho isoproterenolu na mucindzni buiiky fretcich trachealnich zlazek (Gashi a
spol. 1989). Tokuyama a jeho kolektiv pozorovali pfi elektrické stimulaci nn. vagi
morc¢at omezeni uvoliovani sekretu z trachealnich a bronchidlnich poharkovych bunék
po zablokovani  adrenergnich, ale nikoliv o adrenergnich receptorta (Tokuyama a spol.
1990). Usoudili, ze nn. vagi obsahuji kromé cholinergnich parasympatickych vlaken 1
vlakna adrenergni. Dale byl zjistén rozdil mezi stimulaci a a B adrenergnich receptort,
kdy ptisobeni a adrenergnich agonistii vyvolavalo v submukoéznich Zlazkach trachey
kocek a fretek vyluCovani fidkého serézniho sekretu, zatimco P adrenergni agonisté
stimulovaly k vyluCovani sekretu pfedev§im mucindzni buiiky (Phipps a spol. 1980,
Basbaum a spol. 1981, 1990).

V elektronové mikroskopické studii hodnotici vliv B adrenergné piisobiciho
isoproterenolu na sekreci Clara bun¢k potkanil byl pozorovan pokles ,,volume density*
sekreénich granul za 1 h po aplikaci této latky jak in vivo, tak v izolovanych
perfundovanych plicich. Autofi interpretovali tento ndlez jako ubytek granul, tedy
stimulaci Clara bun€k k sekreci. Efekt isoproterenolu bylo mozné témét Uplné
zablokovat  blokatorem propranololem (Massaro a spol. 1979, 1981). Autofi jeste
doplnili studii pfimym priikazem B adrenergnich receptorti na membran€ Clara bun€k
(Massaro a Davis 1984). V dalsi studii s perfundovanymi potkanimi plicemi prokazala
tato skupina autort jest¢ podobny ucinek a adrenergniho a-fenylefrinu, jenz bylo mozné
zablokovat o adrenergnim antagonistou fentolaminem (Massaro a spol. 1982).
K podobnym vysledklim dospéli i Aryal se spolupracovniky u mysSi. Isoproterenol
aplikovany intraperitonealné¢ stimuloval Clara bunky jak k vyluCovani obsahu
sekre¢nich granul, tak k tvorbé a oddé€lovani cytoplazmatickych protruzi. Na rozdil od
pfedchozi studie nedoSlo k zablokovdni tohoto 1ucinku soucasnym podanim

propranololu. Autofi pozorovali také casty vyskyt degenerativnich zmén cytoplazmy
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Clara bun¢k (Aryal a spol. 2003).

V nasi predchazejici studii jsme studovali vliv intraven6zni aplikace adrenalinu,
ktery plisobi na oba typy adrenergnich receptorti, na epitel trachey (Konradova a spol.
1999b). Pouzili jsme stejnou davku i stejné Casové intervaly mezi poddnim a odbérem
tkdn¢ jako v pokusu s terminalnimi bronchioly. Poharkové buiky epitelu trachey byly
aplikaci adrenalinu nadmérné stimulovany. V obou experimentalnich skupinach (5 a 20
minut po podani adrenalinu) doslo ke statisticky vyznamnému (p < 0,01) zvySeni jak
celkového poctu stimulovanych, tak 1 degenerovanych pohéarkovych bunék.
Zaznamenali jsme zménu mechanismu sekrece. Pozorovali jsme jak merokrinni zptisob
sekrece, tak 1 pfechod k makroapokrinnimu zpisobu vylucovani sekretu, kdy byly od
bunék oddélovany celé skupinky hlenovych granul. Setkali jsme se také
s nejurychlenéj§im zptisobem sekrece, kdy po lavinovité¢ tvorbé komunikaci mezi
sousednimi sekrecnimi granuly dochdzi k téméf souCasnému vyprazdnéni vSech
hlenovych granul v bunice (Neutra a Schaffer 1977, Kurosumi a spol. 1981, Newman a
spol. 1996). Poharkové bunky byly podanim adrenalinu ziejmé také vyrazné
poskozovany. 70% z nich se po urychleném vyprazdnéni sekretu jiz nezapojilo do
dalsich sekre¢nich cykli, ale degenerovalo a bylo urychlené z epitelu vylucovano.
Stupen poskozeni sekre¢nich elementi byl ve srovnani s kontrolami statisticky
vyznamné vys$si (p < 0,01) 20 min po aplikaci. Po aplikaci adrenalinu jsme zaznamenali
lehky nariist poctu diferencujicich se poharkovych bunék. V pribéhu 20 minut po
aplikaci adrenalinu vSak nedoSlo k vyznamné zméné distribuce poharkovych bunék
v epitelu. Lehké zvyseni poctu poharkovych bunék uspotadanych ve skupinkach nebylo
statisticky vyznamné.

Odpovéd Clara bunék na aplikaci adrenalinu mizeme srovnat s odpovédi téchto

bun¢k na aplikaci riznych skodlivin. Vyskyt zndmek patologické alterace Clara bunék,
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mezi které fadime predevSim alteraci mitochondrii a rizny stupeni dilatace prostora
endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu, se podobal nalezim po parenteralni
aplikaci polycyklickych aromatickych sloucenin (naftalen, 4-ipomeanol) (Plopper a
spol. 1992a,b, 1994a, Van Winkle a spol. 1995, Lakritz a spol. 1996), inhalaci
trichlorethylenu (Giovanetti a spol. 1998) nebo inhalaci ozonu (Harkema a spol. 1993,
Plopper a spol. 1994b). Znamky patologické alterace cytoplazmy pozorovali i Aryal se
spolupracovniky po aplikaci isoproterenolu (Aryal a spol. 2003). Na rozdil od této
studie 1 od dalsi studie s isoproterenolem (Massaro a spol. 1979, 1981) se nami
pozorované morfologické znamky vyluCovani sekretu Clara bunék neodrazily ve
statisticky vyznamném poklesu relativniho poc¢tu Clara bunék obsahujicich sekre¢ni
granula ani v poctu granul nalezenych v cytoplazmé Clara bun¢k pomoci analyzy
obrazu.

Studium vlivu adrenergniho piisobeni na fasinkové builky ptineslo rozporuplné
vysledky. Zatimco ve velkych dychacich cestich potkant, kiecki a kocek doslo po
aplikaci adrenergnich latek k vyraznému zrychleni frekvence pohybu fasinek (Iravani a
Melville 1974), v malych dychacich cestach lidskych dobrovolnikdi nedoslo po
peroralnim podani [, adrenergné pusobiciho terbutalinu ke zméné rychlosti
mukociliarniho transportu (Svartengren a spol 1998). V nasi studii byly fasinkové
bunky aplikaci adrenalinu méné poskozeny nez buiiky sekre¢ni jak v epitelu trachey
(Konradova a spol. 1999b), tak terminalnich bronchiold. V prvé fazi pokusu jsme témét
nepozorovali alteraci kortikalnich oblasti jejich cytoplazmy. 20 min po podani
adrenalinu byla tvorba apikalnich cytoplazmatickych protruzi jiz vice vyjadiena a
v téchto cytoplazmatickych utvarech jsme vyjimecné nalezli i izolované axonémy
zanikajicich kinocilii. V hlubSich partiich cytoplazmy fasinkovych bun¢k jsme jako

projevy patologické alterace pozorovali mirné zmnozeni drobnych vakuol, lysozomu,
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dilataci prostorti endoplazmatického retikula 1 Golgiho komplexu. Znamky poskozeni
byly vyrazn€jsi 20 min po aplikaci. Diferencujici se fasinkové buiiky jsme v epitelu
nalezli jen zfidka.

Nevyrazna reakce Clara bun¢k epitelu terminalnich bronchioli na aplikaci
adrenalinu ostfe kontrastuje s reakci poharkovych bunck epitelu trachey. Tyto nélezy
vedou k zavéru, ze neurohumoralni regulace funkce sekrec¢nich bunék se v rtznych
usecich dychacich cest vyrazné 1isi, jak dokladd i studie Van Scotta a jeho
spolupracovnikii (1995), ktefi v tkanovych kulturach prokézali rozdily mezi reakci

Clara bun¢k a bunék tracheéalniho epitelu po ovlivnéni isoproterenolem.
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D. Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii po inhalacni aplikaci 1€kl

ze skupiny bronchospasmolytik a kortikosteroidii

1) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii u kraliki 30 min po inhala¢ni
aplikaci dvou davek preparatu Placebo Inhaler obsahujiciho samotné propelenty
Epitel terminalnich bronchiolii se po inhalaci samotnych propelentti skladal
z43,8 £ 1,2 % tasinkovych bunék a 56,2 + 1,2 % Clara bun¢k (tab. 11, 12). Apikdlni
spojovaci komplexy byly intaktni (obr. 50), mezibunécné prostory zistaly uzké.
Vsechny epitelové buiiky Siroce nasedaly na dobfe vyvinutou bazalni laminu (obr. 51).
Rasinkové buiiky jevily mirné znamky patologické alterace. Na jejich apikalnich
povrsich jsme vyjimecné zachytili tvorbu malych cytoplazmatickych protruzi, které
naruSovaly pravidelné uspotddani ftasinek, ale obvykle nedochazelo k inkorporaci
axoném (obr. 52). V hlubSich oblastech jsme pozorovali zvySeny pocet heterogennich
lysosomt a multivezikularnich télisek (obr. 50, 53, 54). Cisterny Golgiho komplexu
byly Casto dilatované (obr. 53, 54), nékteré¢ mitochondrie byly alterované (obr. 54).
Ptiblizné polovina sekre¢nich Clara bunék byla intaktni. Jejich apikalni
cytoplazma obsahovala cCetné 1uzké tubuly hladkého endoplazmatického retikula
vyplnéné sttedné elektronové denznim obsahem, velké mitochondrie a elektronoveé
denzni sekre¢ni granula. Casto jsme pozorovali tiseky malého Golgiho komplexu.
Vyjimeéné jsme zachytili 1 vétsi granula vyplnénd fibrogranularnim obsahem
podobnym obsahu mucindznich granul (obr. 55). Perinuklearni a bazalni casti téchto
bunék obsahovaly 0zké, paralelné uspotadané cisterny granuldrniho endoplazmatického
retikula. Zbyvajici Clara bunky jevily znamky patologické alterace (obr. 56).
Obsahovaly dilatované tubuly hladkého endoplazmatického retikula vyplnéné

elektronové lucidnim obsahem, cisterny granularniho endoplazmatického retikula byly
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rozSifené¢ a mitochondrie alterované. Patologické zmény byly v jednotlivych buiikach
ruzn¢ vyjadieny (obr. 57), ale zcela degenerované Clara buiikky jsme nenalezli.
Elektronové denzni sekre¢ni granula jsme pozorovali v 82,2 + 11,6 % Clara bunék (tab.
11, 12). Granula byla vétSinou stfadana v cytoplazmé. Jen velmi vzacné jsme pozorovali
morfologické znamky vyluCovani jejich obsahu. PocitaCova analyza obrazu odhalila
0,17 + 0,05 sekre¢nich granul a 0,77 + 0,09 mitochondrii na 1 pmz supranuklearni
cytoplazmy. Jejich primérna plocha byla 0,13 + 0,01 pm? a 0,16 + 0,01 um?* (Tab. 11,

12).
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1 pm

Obr. 50: Intaktni spojovaci
komplex mezi dvéma
fasinkovymi butikami, z nichz
jedna obsahuje napadné
multivezikularni télisko. 30 min
po inhalaci dvou davek Placebo
Inhaler, ptivodni zvétseni
20.000x

1 pm

Obr. 51: Souvisla bazalni lamina
lemujici bazalni povrch
fasinkové bunky, lamina propria
mucosae a hladké svalovina
stény terminalniho bronchiolu.
30 min po inhalaci dvou davek
Placebo Inhaler, ptvodni
zvétSeni 10.000x
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1 pum

Obr. 52: Dv¢ apikalni
cytoplazmatické protruze na
povrchu fasinkové buiiky. Jedna
z nich obsahuje axonému
zanikajici kinocilie. 30 min po
inhalaci dvou davek Placebo
Inhaler, ptivodni zvétSeni
20.000x

1 um

Obr. 53: Multivezikularni télisko
a dilatovany Golgiho komplex
v fasinkové burice. 30 min po

inhalaci dvou davek Placebo
Inhaler, ptivodni zvétSeni
10.000x




Obr. 54: Lysosom, dilatovany Golgiho komplex a alterované mitochondrie v cytoplazmé fasinkové
buiky. 30 min po inhalaci dvou davek Placebo Inhaler, ptivodni zvétseni 20.000x

Obr. 55: Ojedinélé granulum s fibrogranularnim obsahem v cytoplazmé intaktni Clara buiiky. 30 min po
inhalaci dvou davek Placebo Inhaler, ptivodni zvétseni 10.000x
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1 um

Obr. 56: Apikalni ¢ast dvou Clara

bunék, z nichz prava je intaktni a

v levé pozorujeme dilataci tubuli
hladkého endoplazmatického

retikula a alteraci mitochondrii. 30
min po inhalaci dvou davek

Placebo Inhaler, ptivodni zvétseni

10.000x

1 um

Obr. 57: Apikalni ¢ast dvou
alterovanych Clara bunék s riznym
stupném dilatace tubuli hladkého
endoplazmatického retikula a
alterace mitochondrii. 30 min po
inhalaci dvou davek Placebo
Inhaler, piivodni zvétSeni 10.000x




2) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii u kralikd 30 min po inhala¢ni
aplikaci dvou davek bronchospasmolytického preparatu Ventolin Inhaler (200 pg
salbutamolu)

Terminélni bronchioly 30 minut po inhalaci Ventolinu vystylal jednovrstevny
epitel sloZzeny z nizkych fasinkovych bun¢k a vysokych cylindrickych Clara bunék.
Zastoupeni obou bunéénych typa bylo 48,4 + 2,3 % bunék fasinkovych a 51,6 + 2,3 %
Clara bungk (tab. 11). Uzké mezibunééné prostory neobsahovaly zadné volné buiky,
mezibunééné spoje byly dobfe vytvorené (obr. 58), bazalni lamina pod epitelem byla
souvisla (obr. 59).

V ftasinkovych buiikach jsme pozorovali mirné zmnozeni lysosomti a drobnych
vezikul (obr. 58, 60), jez se soustfed’'ovaly predevSim v apikalni oblasti cytoplazmy.
Doslo rovnéz k mirné dilataci cisteren Golgiho komplexu a granularniho
endoplazmatického retikula (obr. 61) a ojedinéle k lehké alteraci mitochondrii (obr. 60).

Jen vzacné jsme pozorovali tvorbu apikalnich cytoplazmatickych protruzi (obr. 58).

V cytoplazmé nékterych Clara bunék doslo po inhalaci salbutamolu pouze
k velmi lehké dilataci tubulti hladkého endoplazmatického retikula a cisteren Golgiho
komplexu. Rovnéz zde doslo ke zmnozeni sekundérnich lysosomt (obr. 62). Pozorovali
jsme vSak i Clara buiiky zcela bez jakychkoliv znamek alterace (obr. 63). Elektronové
denzni, drobna sekre¢ni granula byla umisténa hlavné pod apikalni bunécnou
membranou, ale zndmky exocytozy jejich obsahu jsme nepozorovali (obr. 62, 63). Pocet
Clara bun¢k obsahujicich sekre¢ni granula byl po inhalaci Ventolinu 78,7 + 7,2 % (tab.
11). Obrazova analyza prokazala, Ze pocet granul na jednotce plochy cytoplazmy Clara
bun¢k se oproti kontroldm ani oproti piedchozi experimentalni skupiné nezménil,
dosahoval 0,17 + 0,02 na pm’. Doslo vsak ke zmengeni jejich primémé velikosti na

0,09 £ 0,03 pum” Po aplikaci salbutamolu doslo v Clara buiikach ke zmnoZeni
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mitochondrii na 1,07 £ 0,26 na umz, mitochondrie mély pramérnou plochu 0,14 + 0,04

um? (Tab. 11).

Tab. 11: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchioli a funk¢niho stavu

Clara bunék kralik 30 minut po inhalaci dvou dévek Placebo Inhaler a Ventolin Inhaler

(um®)

Kontroly Placebo Inhaler Ventolin Inhaler
Rasinkové buiiky (%) 47,3 +3,6 43,8+ 1,2 484 +23
Clara bunky (%) 52,7+3.,6 56,2 +1,2 51,6+23
Clara bunky s granuly 73,5+9,4 #82,2+11,6 78,7+7,2
(%)
Clara bunky bez granul 26,5+94 #17,8 £ 11,6 21,3+72
(%)
Pocet granul/l,tm2 0,17 £0,07 0,17 £0,05 0,17 +0,02
Pocet 0,73 £0,35 0,77 £ 0,09 1,07 +£0,26
mitochondrii/um’
Plocha granul (umz) 0,15+ 0,04 0,13 +0,01 0,09 +£ 0,03
Plocha mitochondrii 0,22 + 0,08 0,16 £ 0,01 0,14 £ 0,04

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako prumér + SD, hodnoty oznacené # se statisticky

vyznamné 1i$i od hodnot u kontrolnich kralikt na hladin€ vyznamnosti p < 0,05
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1 um

Obr. 58: Intaktni spojovaci
komplex mezi Clara burikou a
fasinkovou buiikou. Rasinkova
bunka vytvari apikalni
cytoplazmatickou protruzi a
obsahuje napadny lysosom. 30
min po inhalaci dvou davek
Ventolinu, ptivodni zvétSeni
20.000x

1 pm

Obr. 59: Souvisla bazalni lamina
lemujici bazalni povrch dvou
epitelovych bunék a typické
usporadani dalsich vrstev stény
terminalniho bronchiolu. 30 min po
inhalaci dvou davek Ventolinu,
puvodni zvétSeni 10.000x
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1 pm

Obr. 60: Drobné vezikuly,
lysosomy a lehce alterované
mitochondrie v cytoplazmé
fasinkové bunky. 30 min po

inhalaci dvou davek Ventolinu,
puvodni zvétseni 15.000x

1 pum

Obr. 61: Lehce dilatované cisterny
Golgiho komplexu a granularniho
endoplazmatického retikula
v cytoplazmé fasinkové bunky. 30
min po inhalaci dvou davek
Ventolinu, piivodni zvétSeni
20.000x




Obr. 62: Lehce dilatované tubuly hladkého endoplazmatického retikula, multivezikularni téliska, ¢etna
granula a mitochondrie v apikalni ¢asti Clara buriky. 30 min po inhalaci dvou davek Ventolinu, pivodni
zvétSeni 15.000x

1 um

Obr. 63: Drobna cytoplazmaticka
protruze na apikalni ¢asti jinak
intaktni Clara bunky. 30 min po
inhalaci dvou davek Ventolinu,

puvodni zvétSeni 15.000x
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3) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii u kraliki 30 min po inhalaé¢ni
aplikaci dvou davek preparatu Becotide Inhaler (100 pg dipropionatu
beklometazonu) ze skupiny inhala¢nich kortikosteroidi

Termindlni bronchioly kraliki 30 minut po inhalaci Becotidu byly vystlany
jednovrstevnym epitelem sloZzenym z 46,5 + 1,9 % fasinkovych bunék a z 53,5 £ 1,9 %
Clara bun¢k, které se témer pravideln¢ stiidaly (obr. 64, tab. 12). Bunky lezely na dobie
vyvinuté bazalni laming, apikdlni spojovaci komplexy byly intaktni, mezibunééné
prostory zustaly uzké (obr. 65).

Rasinkové buiiky jevily znamky mirné patologické alterace v hlubsich oblastech
cytoplazmy. Jejich Golgiho komplexy byly dilatované (obr. 66) a pocet drobnych
vezikul, multivezikularnich télisek a heterogennich lysosomt se zvysil (obr. 67).
V nékterych tasinkovych builkdch doslo k dilataci perinuklearni cisterny a alteraci
mitochondrii (obr. 67). Apikalni povrchy fasinkovych bunck nesouci trsy fasinek byly
vétSinou intaktni (obr. 66).

Vétsina Clara bun¢k nevykazovala zadné zndmky patologické alterace. V jejich
cytoplazmé prevladaly uzké tubuly hladkého endoplazmatického retikula, ¢etné velké,
sttedné elektronové denzni mitochondrie a vysoce elektronové denzni sekrecni granula
umisténa predevSim v apikalni oblasti (obr. 68). Nékteré Clara builkky obsahovaly
dilatované prostory hladkého endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu (obr.
69). Obcas jsme v epitelu pozorovali degenerujici Clara bunky s vakuolizovanou
cytoplazmou, alterovanymi mitochondriemi a poskozenymi jadry (obr. 70). Zbytky
uvolnénych degenerovanych bunék jsme zaznamenali i volné¢ v luminu terminalnich
bronchioll (obr. 71). Sekre¢ni granula jsme pozorovali v 80,0 = 10,6 % Clara bun¢k
(tab. 12). Byla vétsinou stfadana v cytoplazmé. Pomoci pocitatové obrazové analyzy

jsme nalezli v supranuklearni cytoplazmé Clara bun¢k 0,16 + 0,02 sekre¢nich granul a
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1,19 + 0,08 mitochondrii na 1 pm®. Priméma plocha granul byla 0,10 + 0,02 um?
mitochondrie méfily v praméru 0,11 + 0,02 pm?” (Tab. 12).

Tab. 12: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolii a funk¢niho stavu
Clara bunék kralikti 30 minut po inhalaci dvou davek Placebo Inhaler a Becotide Inhaler

(relativni hodnoty)

Kontroly Placebo Inhaler Becotide Inhaler
Rasinkové buiiky (%) 47,3+3,6 438+ 1,2 46,5+ 1,9
Clara bunky (%) 52,7+3,6 56,2+ 1,2 53,5+1,9
Clara bunky s granuly 73,5+94 #82,2+11,6 #80,0 £ 10,6
(%)
Clara bunky bez granul 26,5+94 #17,8 £ 11,6 #20,0 £ 10,6
(%)
Pocet glranul/l,tm2 0,17 £0,07 0,17 £0,05 0,16 £0,02
Pocet 0,73 +£0,35 0,77+ 0,09 —— #1,19+£0,08
mitochondrii/um’
Plocha granul (umz) 0,15+ 0,04 0,13 +0,01 0,10+ 0,02
Plocha mitochondrii 0,22 + 0,08 0,16+ 0,01 —— #0,11+0,02
(um’)

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako prumér £ SD, hodnoty oznacené # se statisticky
vyznamné¢ 1i8i od hodnot u kontrolnich kralika na hladin€ vyznamnosti p < 0,05,
hodnoty spojené ¢arou se vzajemné statisticky vyznamné lisi na hladiné vyznamnosti p
<0,05
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1 pm

Obr. 64: Usek intaktniho epitelu a
lamina propria mucosae terminalniho
bronchiolu. V luminu jsou zbytky
membran degenerovanych bunék. 30
min po inhalaci dvou davek Becotidu,
puvodni zvétseni 6.000x

1 pm

Obr. 65: Intaktni spojovaci
komplex mezi Clara bunikou a
fasinkovou buitkou. 30 min po
inhalaci dvou davek Becotidu,

puvodni zvétseni 15.000x



1 um

Obr. 66: Dilatovany Golgiho
komplex v jinak
intaktni cytoplazmé fasinkové
bunky. 30 min po inhalaci dvou
davek Becotidu, ptivodni zvétSeni
15.000x

1 um

Obr. 67: Dilatovana perinuklearni
cisterna, zmnozené vezikuly,
heterogenni lysosomy a
alterované mitochondrie
v cytoplazmé fasinkové buiky. 30
min po inhalaci dvou davek
Becotidu, ptivodni zvétseni
15.000x
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1 um

Obr. 68: Intaktni cytoplazma Clara
buriky s ¢etnymi sekrecnimi
granuly, mitochondriemi a Gzkymi
tubuly hladkého endoplazmatickho
retikula. 30 min po inhalaci dvou
davek Becotidu, ptivodni zvétSeni
15.000x

1 um

Obr. 69: Lehce dilatované tubuly
hladkého endoplazmatického
retikula a cetné mitochondrie

v cytoplazmé Clara buiiky. 30 min
po inhalaci dvou davek Becotidu,
ptvodni zvétseni 15.000x
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1 pm

Obr. 70: Vyrazné dilatovana tubuly
hladkého endoplazmatického
retikula, alterované mitochondrie a
poskozené jadro Clara bunky. 30
min po inhalaci dvou davek
Becotidu, piivodni zvétseni
15.000x

1 um

Obr. 71: Zbytky degenerované
cytoplazmy Clara buiiky nad
epitelem terminalniho bronchiolu.
30 min po inhalaci dvou davek
Becotidu, ptivodni zvétSeni
10.000x




Diskuse

Vzhledem k tomu, Ze inhalac¢ni aplikace 1€kt patii v posledni dobé k velice
oblibenym formam terapie respiracnich onemocnéni, pfedevsim bronchialniho astmatu
a chronické plicni obstrukéni nemoci, objevily se prace studujici vliv riznych inhala¢né
podanych latek na dychaci cesty. Autofi se zacali zamyslet nad otazkou, do jaké miry
jsou inhalaéni aerosoly schopné proniknout do dychacich cest a do plicnich alveold.
Studie s monodisperznimi bronchodilatacnimi aerosoly ukazaly, Ze optimalni velikost
kapének pro 1é¢bu nemoci dychacich cest je okolo 3 um. Vétsi kapénky (5 - 6 um) se
vétSinou usazovaly v orofaryngu a mensi kapénky (1,5 um) pronikaly ve zvySené miie
az do alveolt (Howarth 2001, Usmani a spol. 2005). Standardni davkovaci nadobky
(MDI déavkovace) pracujici na bazi stlacenych chlorofluorouhlovodik (freont)
vytvareji aerosol o pramérné velikosti kapének (MMAD - mass median aerodynamic
diameter) 3,5 — 4 um (Kelly 2003). Katetr, ktery jsme pouzili jako néstavec na
standardni vyusténi davkovace, nepochybné modifikoval velikost kapének. Hess a jeho
spolupracovnici pouzili stejnym zptisobem jako my 10 cm dlouhy 19-G intravendzni
katetr a naméfili velikost kapének 3,14 + 0,61 um (Hess a spol. 1995). V jiné studii byla
naméfena MMAD kapének vychazejicich z 19-SWG katetru dlouhého 22 cm 2,0 + 0,1
pm (Taylor a spol. 1993). Nas katetr byl lehce siln€j$i a krat$i nez oba pouzité ve
zminénych studiich, nicméné¢ se domnivame, Zze velikost kapének aerosolu se
pohybovala mezi hodnotami 1 — 5 pum, coZ jsou hodnoty uvadéné jako hrani¢ni pro
pouzitelnost pii inhalacni terapii (Taylor a spol. 1993).

Plisobenim aerosolu salbutamolu na sliznici dychacich cest se na tirovni svételné
mikroskopie zabyval Spahr-Schopfer se spolupracovniky (Spahr-Schopfer a spol.
1994). Ve své studii srovnali morfologicky obraz dychacich cest ve tiech etdzich

(trachea, velky bronchus a maly bronchus) a plicni tkané kraliki 3 hodiny po

95



intratrachedlni aplikaci 20 davek Ventolinu i Placebo Inhaleru pomoci 19-G katetru
zavedeného do endotrachealni rourky. Nalezli rozsahlé znamky patologické alterace jak
epitelu, tak 1 hlubSich vrstev stény po aplikaci obou spreji, vzdy vSak vyraznéjsi po
aplikaci Ventolinu. Patologické zmény byly nejvyraznéjsi v pradusnici a jejich skore se
snizovalo smérem do periferie, v malych bronSich uz bylo poskozeni sliznice statisticky
vyznamn¢ odli$né od kontrol pouze po aplikaci Ventolinu a ne Placeba. Plicni tkan byla
intaktni. Pomoci dalSich experimentli autofi usoudili, Ze hlavni vinu za poskozeni
epitelu nese kyselina olejova, kterd je v naplni tlakovych nadobek pouzivana jako
surfaktant, nevysvétlili tim vSak vyrazngjsi alteraci sliznice po podani Ventolinu nez po
podani Placeba. Podobnou studii usporadala skupina autori vedena Shortenem (Shorten
a spol. 1995), kterd pouzila rovnéz Ventolin Inhaler a aplikovala ho intubovanym
kralikim nejen 19-G katetrem zavedenym do endotrachealni rourky (i.t.), ale také pfimo
do trubice ventilatoru. Autofi pouzili 5 standardnich davek Ventolinu a za hodinu od i.t.
aplikace pozorovali rovnéz patologickou alteraci sliznice, jejiz stupein se snizoval se
vzdalenosti ptislusného tiseku dychacich cest od mista aplikace. Naopak po aplikaci az
20 davek Ventolinu do trubice ventilatoru nepozorovali zadné signifikantni zmény
epitelu. V nasledujici studii stejné skupiny autor, jejiz hlavnim cilem bylo
kvantifikovat prinik salbutamolu do plic pomoci radioaktivniho znaéeni, byl stupeii
alterace sliznice vyrazné mensi. Autofi se tento rozdil snazili vysvétlit trochu jinym
usporadanim pokusu (Shorten a spol. 2000).

Zvyseni poctu sekrecnich bunék v epitelu trachey i intrapulmonalnich dychacich
cest popsaly Jones a Reid (1979) u potkanti po opakovaném subkutdnnim podani
salbutamolu. Toto zvySeni bylo podstatné mensi nez po aplikaci jiného B adrenergniho
preparatu isoproterenolu. Podobnou mirnou hyperplasii poharkovych bunék popsali u

potkanti po ¢tyftydennim subkutdnnim podavani salbutamolu i Kamachi a spol. (2001).
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Naopak vyraznou proliferaci trachedlnich epitelovych bunck zjistili u mysi po
dlouhodobé¢ inhalaci salbutamolu Tamaoki se spolupracovniky (Tamaoki a spol. 2004).

Po jednorazové inhalaci 500 pg salbutamolu byla u lidskych dobrovolniki
zaznamenana zrychlenad mukociliarni clearance (Lafortuna a Fazio 1984), po inhalaci
200 pg nebylo zrychleni signifikantni (Guleria a spol. 2003). Podobné vysledky byly
pozorovany i u ovci po jednordzové aplikaci dvou jinych [, adrenergnich
bronchospasmolytik — salmeterolu a albuterolu (Sabater a spol. 2005). Naopak
terbutalin nezlep$il mukociliarni clearance u astmatickych pacientti (Daviskas a spol.
2005).

Vnasi studii  v€nované vlivu salbutamolu a dalSich inhalacnich
bronchospasmolytik na epitel trachey (Konradova a spol. 1997, 1998a, 2000) jsme
pouzili Ventolin Inhaler a Placebo Inhaler ve stejné davce a podané stejnym zptisobem
jako v soucasném pokusu. Inhalace Ventolinu vyvolala stimulaci 91% poharkovych
bun¢k, zatimco po inhalaci pfipravku Placebo Inhaler doslo k vyprazdinovani pouze
12% sekre¢nich elementd. Inhalace Ventolinu také vyrazné¢ ovlivnila mechanizmus
sekrece hlenu. Casto jsme pozorovali odd&lovani celych skupin hlenovych granul od
bunék, coz povazujeme za znamku apokrinniho zptisobu sekrece. V Cetnych buitkach
byl pozorovan rozpad membran oddélujicich sousedni hlenova granula umoziujici
prakticky soucasné vyprazdnéni celého hlenového obsahu z bunky.

Inhalace Ventolinu nejen nadmérné stimulovala, ale také poskodila poharkové
bunky. Ve vétsin¢ pripadi se poharkové bunky po vyprazdnéni hlenu nevracely do
sekrecniho cyklu, ale degenerovaly. Tricet minut po aplikaci Ventolinu tvorily
degenerované bunky 79% sekrecnich elementti a byly postupné uvolfiovany z epitelu.

Zbytky jejich vysoce elektronové denzni cytoplazmy jsme Casto pozorovali v oblasti
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fasinkového lemu. Po aplikaci Placebo Inhaler degenerovala pouze 4% poharkovych
bunck.

Tficet minut po aplikaci Ventolinu jsme zaznamenali vyskyt pocetnych
diferencujicich se sekre¢nich bun¢k. Distribuce poharkovych bunék v epitelu se vSak
jesté nezmeénila. Pocet poharkovych bunék uspofddanych do skupin se nelisil statisticky
vyznamné od kontrolnich hodnot. Po aplikaci Placebo Inhaler nedoslo ani k zvySeni
poctu diferencujicich se sekrecnich bunék.

Po aplikaci obou aerosolil byly fasinkové bunky ovlivnény méné nez bunky
poharkové. Po inhalaci Ventolinu jsme pozorovali alteraci a edém kortikalnich casti
cytoplazmy fasinkovych bunék s tvorbou apikdlnich protruzi spojenou s destrukci
pocetnych fasinek. I v hlubSich oblastech cytoplazmy jsme pozorovali znamky
patologické alterace. Po aplikaci Placebo Inhaler byly tyto zmény vyrazné mirngjsi.

Po inhalaci Ventolinu jsme pozorovali v oblasti trachedlniho fasinkového lemu
vrstvy kondenzovaného sekretu a cetné bakterie. Tyto nalezy povazujeme za
morfologické znamky naruseni samocistici schopnosti epitelu (Yoneda 1976, Sturgess
1977, Konradova 1991, Stratmann a spol. 1991, Konrddova a spol. 1996e, Wanner a
spol. 1996, Geiser a spol. 1997). Po inhalaci Placebo Inhaler nedoslo ke vzniku
podobnych znamek.

Podle klasifikace stupné poskozeni epitelu trachey, kterou mame vytvorenu na
zakladé predchazejicich pokusi (Konradova 1991), jsme hodnotili poskozeni vyvolané
inhalaci dvou dévek Ventolinu jako stiedn€¢ az velmi zavazné. Tento nds zavér je
v souladu s pozorovanim Spahr-Schopfera a spol. (1994) a Shortena a spol. (1995), ktefi
ovSem pouzili vyrazné vyssi davky. Naopak inhalace stejné davky preparatu Placebo

Inhaler vyvolala jen mirné naruseni epitelu. Nemohli jsme tedy potvrdit nazor téchto
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autorti, Ze hlavnim vinikem poskozeni epitelu jsou propelenty obsazené v tlakovych
nadobkach, zvlasté kyselina olejova.

V terminalnich bronchiolech byla situace ponékud odlisna. Clara bunky byly
aplikaci obou aerosolti alterovany, ne vSak stimulovany k vylucovani sekretu.
Ptevazovaly naopak znamky stfddani sekretu. PoCet Clara bun€k obsahujicich granula
v cytoplazmé se zvysil po inhalaci obou sprejd, po inhalaci Placebo Inhaler dokonce
statisticky vyznamné (p < 0,05) ve srovnani s kontrolami. Pocet granul na jednotce
plochy cytoplazmy Clara bunék se vSak nezménil. Jejich primérnd velikost se sice
snizila, zvlasté po inhalaci Ventolinu, ale statisticky vyznamny rozdil nevznikl. Po
aplikaci Ventolinu jsme pozorovali zvySeni po¢tu primérné drobnéjSich mitochondrii
v supranuklearni cytoplazmé, ale ani zde nebyl rozdil statisticky vyznamny. U zadné
skupiny jsme nepozorovali nartst morfologickych znamek vyluCovani sekretu.
Poskozeni Clara bun¢k aplikaci obou spreji bylo vyjadiené nerovnomérné, nikdy vsak
nevedlo k vyslovené degeneraci bunék. Rovnéz alterace fasinkovych bun€k byla jen
mirnd. Takovéto poskozeni pozorovatelné na ultrastrukturdlni urovni nemusi byt
zietelné na urovni svételné mikroskopie. Lze tedy fici, Ze se nase nalezy shoduji
s nalezy Spahr-Schopfera a spol. (1994) a Shortena a spol. (1995), ktefi po aplikaci
nékolikandsobné vyssich déavek aerosolti pozorovali v malych bronSich jen mirné
poskozeni epitelu.

Piimy uéinek glukokortikoidti na epitel dychacich cest byl studovan hlavng in
vitro. Autofi téchto studii dospéli k velice rozporuplnym zavérim. Dorscheid a jeho
spolupracovnici (Dorscheid a spol. 2001, White a Dorscheid 2002) nalezli poskozeni a
apoptdzu kultury bun€k epitelu dychacich cest vystavené ptisobeni ¢tyt glukokortikoidt
véetné beklometazonu. Naopak Wen a jeho skupina (Wen a spol. 1997) popsali inhibici

apoptézy v kultufe plicnich epitelovych bunék po pfidani dexametazonu do
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kultivacniho média. Podobné vysledky byly pozorovéany také po aplikaci budesonidu
(Pelaia a spol. 2003).

Experimentalni studie vénujici se ucinku glukokortikoidii na epitel dychacich
cest u zvifecich modeld jsou vzacné. Pavlovic a spol. (1998) popsali snizeni poctu a
vysky tracheédlnich epitelovych bun¢k u potkani vystavenych intramuskularnim
injekcim triamcinolonu po dobu 7 dni. Dorscheidovy vysledky in vitro byly podpoieny
studii in vivo na mysSich, jimz byl 2 az 4 tydny intraperitonealné aplikovan dexametazon
Autofti popsali odlucovani a apoptdzu epitelovych bunck jak v malych, tak ve velkych
dychacich cestaich (Dorscheid a spol. 2003). Tydenni pravidelnd inhalace aerosolu
budesonidu vedla u mysi k proliferaci bronchiolarnich Clara bunék a ke zvyseni poctu
mitochondrii v jejich cytoplazmé (Roth a spol 2007). Zajimavy byl nalez u potkanti po
adrenalektomii (Elia a spol. 2003). Sedm dni po zakroku doslo ke zmenseni jejich Clara
bunék a ke snizeni pocétu sekre¢nich granul v cytoplazmé. Po substitu¢nim podavani
dexametazonu se ultrastrukturalni obraz Clara bunék vratil k normalu.

U lidskych dobrovolniki — pacienti s chronickou obstrukéni plicni nemoci —
nebyla pozorovana zména mukociliarni clearance po jednordzové inhalaci ani 200 pg
ani 250 pg beklometazonu (Fazio a Lafortuna 1986, Guleria a spol. 2003).

V nasem experimentu jsme u tychz kralikd 30 minut po inhala¢nim podéani dvou
davek Becotidu studovali kromé vystelky terminalnich bronchiolti i epitel trachey.
Pouzili jsme stejnou metodu kvantitativniho hodnoceni ultrastruktury trachealniho
epitelu jako v predchozich experimentech (Konradova 1991). Cilovymi buiikami pro
pusobeni beklometazonu byly opét bunky pohéarkové. Doslo ke stimulaci 71% bunék,
coz byla hodnota statisticky vyznamné odlisna jak od kontrolnich zvitat, tak od zvifat,
jimz byl aplikovan Placebo Inhaler. Rovnéz mechanizmus sekrece hlenu byl ovlivnén.

Pozorovali jsme znadmky apokrinni sekrece i urychlené splyvani sekrec¢nich granul
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s naslednym vyloucenim celého hlenového obsahu z bunky. Nadmérné stimulované
buiiky po vyprazdnéni hlenu degenerovaly, jejich pocet €inil 58% ze vSech nalezenych
poharkovych bunék. Po aplikaci Becotidu jsme pozorovali 2% diferencujicich se
sekrecnich elementii a ve srovnani s kontrolami i se zvifaty po aplikaci Placebo Inhaler
témé&i dvojnasobné zvyseni poctu poharkovych bunék usporadanych do skupinek.

Trachealni tasinkové buiikky byly ovlivnény aplikaci Becotidu podobné, jako
tytéz buiky v epitelu termindlnich bronchioli. Na jejich apikalnich povrSich jsme
pozorovali jen drobné cytoplazmatické protruze, jez nc€kdy obsahovaly axonémy
zanikajicich tasinek. V cytoplazmé jsme zaznamenali zvySeny vyskyt drobnych vezikul
a lysosomi a mirnou dilataci cisteren granuldrniho endoplazmatického retikula a
Golgiho komplexu. V nékterych fasinkovych buitkach doslo k poskozeni mitochondrii.
Vyjimecné jsme nalezli intracytoplazmatické fasinkové vakuoly.

Rovnéz po inhalaci Becotidu jsme nalezli morfologické znamky narusené
samocistici schopnosti trachealniho epitelu. Mezi fasinkami jsme pozorovali mohutné
vrstvy kondenzovaného sekretu. Podle nasi klasifikace stupné poskozeni epitelu trachey
(Konradova 1991) jsme hodnotili poskozeni vyvolané inhalaci dvou davek Becotidu
jako sttedné zavazné.

Nejnapadnéjsim nalezem v bronchiolarnich Clara buiikdch byly znamky
patologické alterace. Po aplikaci Becotidu jsme, na rozdil od skupiny kralikii po
aplikaci Placebo Inhaler, pozorovali i degeneraci Clara bunék a jejich odluovani
z epitelu. Naopak morfologické znamky vylucovani sekretu byly vzacné. Sekre¢ni
granula byla v bunikach stiadana. Pocet bunék obsahujicich granula byl, stejné jako po
inhalaci Placebo Inhaler, signifikantné vyssi (p < 0,05) nez u kontrol. Primérny pocet
sekreCnich granul v supranuklearni cytoplazmé se nezménil. Granula byla v priméru

mensi nez u kontrol a u zvifat po aplikaci Placebo Inhaler. Naopak poc¢et mitochondrii
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statisticky vyznamné (p < 0,05) stoupl a jejich priimérnd velikost klesla oproti obéma
skupindm. Tento ndlez lze vysvétlit vyraznéjSimi znamkami patologické alterace
cytoplazmy. Je také mozné, Ze se stejné jako v Rothové studii (Roth a spol. 2007)
projevila schopnost glukokortikoidii stimulovat biogenezi mitochondrii (Weber a spol.
2002).

Rozdil vnalezech v epitelu trachey a termindlnich bronchioli v obou
experimentech lze ¢astecné vysvétlit distribuci aerosolu v dychacich cestach. Prestoze
jsme ptesvédceni, ze inhalovany aerosol doséhl pfi pouziti nasi techniky i perifernich
dychacich cest, je obsah inhalovanych kapének ve vdechnutém vzduchu nepochybné
nizsi ve vzdalengjSich a uzsich usecich bronchialniho stromu nez v pridusnici. Tento
nazor potvrdila druhd studie Shortena a spol. (2000), ktefi pomoci radioaktivniho
znaceni studovali prinik aerosolu salbutamolu do periferie krali¢ich plic. Rozdilna je
vSak také biologicka reaktivita sekre¢nich elementd v obou vysetfovanych tsecich.

Zna¢na vzajemnd podobnost reakce sekre¢nich bunék v obou studovanych
oblastech epitelu na aplikaci zcela rozdilnych inhala¢nich preparatt je vysvétlitelna
nalezem Baraniuka a jeho spolupracovnikii (Baraniuk a spol. 1997), ktetfi popsali
indukci funkce [, adrenergnich receptord v lidské nosni sliznici po aplikaci
beklometazonu. Rovnéz Rodrigo (2006) ve své reSersi klinickych studii, které se
vénovaly akutnimu u€inku inhalacnich kortikosteroidd, poukdzal na moznou synergii

kortikosteroidi a adrenergnich bronchodilata¢nich preparata.
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E. Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolll po intravendzni aplikaci

bronchospasmolytika aminophyllinu

Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii u kraliki 30 min po intraven6zni
aplikaci aminophyllinu v davce 5 mg/kg hmotnosti

Tticet minut po i.v. aplikaci aminophyllinu lemoval terminalni bronchioly
kraliki jednovrstevny cylindricky epitel, v némz se stfidaly niz8i buiiky fasinkové a
vysoké Clara buiiky. Apikalni komplexy byly intaktni, mezibunééné prostory zistaly
uzké (obr. 72). Baze epitelu lezela na dobie vytvoiené bazdlni lamin€, pod niz se
nachdzela téméf souvislé vrstva elastickych vldken (obr. 73).

Rasinkové buiiky tvofily 47,0 £ 6,1% bun&k epitelu (tab. 13). Cytoplazma
fasinkovych bunék byla v kortikalni oblasti nezménéna. Rasinky, které jsme pozorovali
na apikdlnich povrSich, byly vétSinou intaktni, pozorovali jsme vSak i1 alterované
kinocilie s vy$§Sim obsahem cytoplazmy mezi axonémou a fasinkovou membranou.
Vzacné se objevovaly i drobné apikalni cytoplazmatické protruze, axonémy zanikajicich
fasinek jsme vnich vSak obvykle nezaznamenali (obr. 74). V hlubSich oblastech
cytoplazmy ftasinkovych bunc¢k jsme nachéazeli zmnozené drobné vakuoly a malé
lysosomy s vétSinou heterogennim obsahem. Mitochondrie nékterych fasinkovych
bunék jevily znamky patologické alterace. Casto jsme pozorovali dilatované prostory
Golgiho komplexu. Ojedinéle jsme nalézali diferencujici se ftasinkové buiky
s vyvijejicimi se bazalnimi télisky kinocilii dosud rozptylenymi v cytoplazmé (obr. 75).

Zbyvajicich 53,0 £ 6,1% epitelovych bunck tvofily Clara buiky (tab. 13).
Neékteré obsahovaly zcela intaktni cytoplazmu s pocetnymi, typicky uzkymi tubuly
hladkého endoplazmatického retikula nahromadénymi predev§im v apikélni oblasti a

vyplnénymi stfedné elektronové denznim obsahem (obr. 76), dale s velkymi
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mitochondriemi a dobfe vyvinutymi cisternami granularniho endoplazmatického
retikula ulozenymi bazaln¢. Jiné Clara buiiky jevily riizny stupenl patologické alterace.
Jejich cytoplazma byla v apikalni casti vyplnéna dilatovanymi tubuly hladkého
endoplazmatického retikula s elektronové lucidnim obsahem, mitochondrie byly svétlé,
zdutelé, cisterny granularniho endoplazmatického retikula 1 Golgiho komplexu byly
mirné dilatované (obr. 77). Pomoci analyzatoru obrazu jsme napoditali primérné
1,08 + 0,34 mitochondrii na 1 pm? plochy cytoplazmy Clara bundk (tab. 13), jejich
pramé&rma plocha byla 0,13 + 0,05 pm’.

Sekre¢ni granula byla obsazena v 88,9 + 5,4% Clara bunék (tab. 13). Granula
byla umisténa predevsim v apikalnich ¢astech cytoplazmy. Jejich obsah byl obvykle
vyrazné elektronové denzni, pozorovali jsme ale i ojedingla svétlejsi granula. Na 1 pm?
cytoplazmy Clara bun¢k jsme nalezli primérné 0,39 + 0,09 granula (tab. 13). Primérna
plocha sekre¢nich granul byla 0,14 + 0,05 pum’. Pomérné &asto jsme pozorovali
morfologické zndmky vylucovani sekretu. Na apikalnich povrSich Clara bunck jsme
nalézali granula v kontaktu s bunéénou membranou, drobné cytoplazmatické protruze
obsahujici sekre¢ni granula a zaznamenali jsme i uvolnénd granula obklopend tenkym
lemem cytoplazmy v luminu bronchiolti (obr. 78). Nad nékterymi alterovanymi Clara
buitkami jsme pozorovali sekre¢ni granula i jiné soucasti cytoplazmy uvolnéné do

lumina (obr. 79).
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Tab. 13: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolii a funk¢niho stavu
Clara bun¢k kralikti 30 minut po intravendzni aplikaci 5 mg/kg aminophyllinu

Kontroly Aminophyllin

Rasinkové buiiky (%) 473 +3,6 47,0 + 6,1

Clara bunky (%) 52,7+3,6 53,0+ 6,1

Clara bunky s granuly (%) 73,5+9,4 *88,9+54

Clara bunky bez granul (%) 26,5+94 *11,1£5,4

Pocet granul/pm” 0,17+ 0,07 #0,39 + 0,09

Pocet mitochondrii/ pmz 0,73 £0,35 1,08 £0,34

Plocha granul (um”) 0,15 +0,04 0,14 £0,05

Plocha mitochondrii (umz) 0,22 £ 0,08 0,13 £0,05

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako prumér £ SD, hodnoty oznacené * se statisticky
vyznamné¢ 1i8$i od hodnot u kontrolnich kralika na hladin¢€ vyznamnosti p < 0,01,
hodnota oznacena # se statisticky vyznamné 1isi od hodnoty u kontrolnich krélik( na

hladin¢ vyznamnosti p < 0,05
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Obr. 72: Intaktni spojovaci komplex mezi dvéma Clara bunikami. 30 minut po i.v. aplikaci aminophyllinu
v davce 5 mg/kg, ptivodni zvétseni 20.000x
5= o R R P TR

¥

1 um

Obr. 73: Souvisla bazalni lamina a vrstva elastickych vlaken lemujici bazalni povrch fasinkové bunky. 30
minut po i.v. aplikaci aminophyllinu v davce 5 mg/kg, ptivodni zvétSeni 10.000x
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1 pm

Obr. 74: Drobné apikalni
cytoplazmatické protruze na
povrchu fasinkové bunky. 30
minut po i.v. aplikaci
aminophyllinu v davce 5 mg/kg,
puvodni zvétSeni 15.000x

1 um

Obr. 75: Cetna vyvijejici se
bazalni téliska v apikalni ¢asti
diferencujici se fasinkové
buriky. 30 minut po i.v. aplikaci
aminophyllinu v davce 5
mg/kg, ptivodni zvétSeni
15.000x
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Obr. 76: Intaktni cytoplazma
apikalni ¢asti Clara bunky. 30

15.000x

¢tSeni

dni zv

minut po i.v. aplikaci
aminophyllinu v davce 5 mg/kg,
t

puvo

1

Obr. 77: Dilatované tubuly
hladkého endoplazmatického

retikula a Golgiho komplexu
v cytoplazmé Clara bunky. 30

minut po i.v. aplikaci
aminophyllinu v davce 5 mg/kg,
t

15.000x

étSeni

izvé

dn

puvo
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1 um

Obr. 78: Sekrecni granula
v apikalni ¢asti Clara bunky.
Neéktera z nich splyvaji s bunécnou
membranou, jedno je zachyceno
v apikalni cytoplazmatické
protruzi. 30 minut po i.v. aplikaci
aminophyllinu v davce 5 mg/kg,
puvodni zvétSeni 20.000x

1 pum

Obr. 79: Uvoliovani sekrecnich
granul i jinych souc¢asti cytoplazmy
z alterované Clara buriky. 30 minut

po i.v. aplikaci aminophyllinu
v davce 5 mg/kg, pivodni zvétseni
25.000x
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Diskuse

V literatuie se objevuji studie zabyvajici se vlivem bronchospasmolyticky
ucinkujicich methylxanthin a jinych inhibitort fosfodiesterazy na epitel dychacich cest
velice sporadicky. Nekolik praci se vénovalo vlivu téchto latek na mukocilidrni
transport. Po aplikaci aminophyllinu doslo ke zrychleni transportu v pridusnici a
velkych bronsich pst (Serafini a spol. 1976), zrychleni frekvence pohybu fasinek bylo
pozorovano i v krali¢ich prudusSnicich po aplikaci né€kolika selektivnich inhibitort
fosfodiesterazy (Cervin a Lindgren 1998). Jesté méné je znamo o vlivu methylxanthinti
na sekrecni aktivitu bunék epitelu dychacich cest. Zatimco Barbieri a Barsigian (1985)
nepozorovali zadny ucinek aplikace theophyllinu na sekreci glykokonjugatti v trachealni
sliznici psti, Wagner a spol. (1996) zaznamenali zvySeni sekrece hlenu v orgdnové
kultufe trachedlni sliznice potkani po aplikaci n¢kolika latek z této skupiny. Pomoci
selektivnich inhibitoril zjistili, Ze zadsadni izoformou fosfodiesterazy stimulujici sekreci
je PDE-IV.

V ptedchazejici studii, v niz jsme se zabyvali ultrastrukturdlnimi zménami
epitelu trachey po intraven6zni aplikaci aminophyllinu ve stejné davce jako v soucasné
praci (Konrddova a spol. 2001a), doslo pfedevSim k stimulaci sekre¢nich bun¢k
poharkovych. Lv. aplikace aminophyllinu je velmi vyrazné stimulovala k vydavani
sekretu a zaroven i poskozovala. VétSina bunék po urychleném vyprazdnéni sekretu
degenerovala. Reakce sekrecnich elementti byla velmi rychla. Patnact minut po aplikaci
aminophyllinu tvofily vyprazdnéné poharkové bunky vice nez 90% sekrecnich
elementd. Degenerované bunky byly velmi rychle z epitelu vylucovany. Zbytky jejich
elektronové denzni cytoplazmy jsme v prvé fazi ¢asto nachdzeli voln¢ nad epitelem
v oblasti fasinkového lemu. Tticet minut po aplikaci tvorily degenerované poharkové

buiiky méné nez 1% viech sekreénich bunék v epitelu. Césti jejich cytoplazmy byly
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odstranény 1 z oblasti fasinkového lemu. Jiz 15 min po podani aminophyllinu jsme
zaznamenali vyskyt diferencujicich se poharkovych bunék. Tticet minut po aplikaci
tvotily diferencujici se poharkové bunky vice nez 97% sekrecnich elementl v epitelu.
Vzhledem k tomu, ze diferencujici se poharkové bunky si zachovavaji schopnost déleni,
meénila se soucasné s jejich vyssim vyskytem 1 distribuce sekrecnich elementii v epitelu.
Ke konci sledovaného obdobi vytvaiela drobné intraepitelové hlenové zlazky vice nez
1/5 sekre¢nich elementd.

Charakter epitelu terminédlnich bronchiolii zistal tficet minut po i.v. aplikaci
aminophyllinu vdavce 5 mg/kg hmotnosti nezménén. Nedoslo k rozsifeni
mezibunéénych prostor ani k rozvolnéni apikalnich spojovacich komplexti. Nezménilo
se ani zastoupeni epitelovych bunck. Epitel byl stdle tvofen témeéf pravidelné
usporddanymi tasinkovymi a Clara bunkami. Na rozdil od trachey tedy aplikace
aminophyllinu nestimulovala nékteré epitelové bunky terminalnich bronchiolt
k zvySené proliferaci.

V ultrastruktufe jednotlivych epitelovych bunék vsSak doslo kzménam.
Rasinkové buiiky byly aplikaci aminophyllinu postizeny jen mirng. Jejich kortikalni &ast
nesouci fasinky zlstala témét intaktni, v hlubSich oblastech cytoplazmy jsme vSak
pozorovali znamky pocinajici patologické alterace. Tyto ndlezy se zcela shodovaly
s ndlezy, jez jsme ucinili po aplikaci aminophyllinu v fasinkovych buiikdch trachey
(Konradova a spol. 2001a).

Utinek aminophyllinu byl opét zaméfen piedev§im na sekreéni buiiky. I kdyz
alterované Clara bunky nebyly v epitelu rovhomérné distribuovany, patologicka alterace
vykazovaly znamky alterace, nedoslo k statisticky vyznamnym zménam v jejich poctu

ani velikosti. Vyrazné byly Clara bunky stimulovany k produkci sekrecnich granul.
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Pocet bunck obsahujicich granula se statisticky vyznamné zvysil oproti néaleziim u
kontrolnich zvitat (p < 0,01), doSlo 1 k vyraznému narstu poctu sekrecnich granul
nalezenych na jednotce plochy cytoplazmy Clara bun¢k (p < 0,05). Naopak primérna
velikost granul se oproti kontrolnim zvifatim nezménila. Objevovaly se i zndmky
urychleného uvolnovani sekretu, i kdyz pfevazovala spiSe tendence bunék sekrecni
produkty hromadit a stfadat.

Reakce Clara bunc¢k tedy nebyla tak vyraznd jako reakce trachealnich
poharkovych bunék, nicméné statisticky vyznamné zmény jsme zaznamenali. Tticet
minut po aplikaci aminophyllinu dochazelo k zvySené tvorbé sekrecnich granul, k jejich
hromadéni v cytoplazmé, ale uvoliiovani sekretu nebylo piili§ vyjadieno. Cast Clara
bun¢k jevila znamky patologické alterace, nedochazelo vSak k jejich degeneraci.
Rovnéz proliferace Clara bunck s vyskytem jejich diferencujicich se stadii nebyla
pozorovana.

Na zéklad¢ naSich nalezti miizeme konstatovat, ze i.v. aplikace aminophyllinu
vdavce 5 mg/kg hmotnosti stimuluje sekre¢ni elementy epitelu dychacich cest
k zvysené tvorbé a vyluCovani sekretu, charakter této reakce se vSak v riznych etazich

dychacich cest lisi.

112



F. Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli po peroralni

aplikaci mukolytika ambroxolu

Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii u kraliki 20 min po peroralni
aplikaci 7,5 mg ambroxolu

Dvacet minut po peroralni aplikaci 1 ml preparatu Mucosolvan sol. s obsahem
7,5 mg ambroxolu lemoval termindlni bronchioly kraliki mimné alterovany
jednovrstevny cylindricky epitel obsahujici fasinkové a Clara buniky. Apikélni spojovaci
komplexy byly intaktni, mezibunécné prostory zistaly uzké (obr. 80). Bunky lezely na
dobfe vyvinuté bazalni lamin¢ (obr. 81).

Rasinkové buiiky, které tvoiily 46,6 + 3,5% epitelovych bun&k (tab. 14), jevily
znamky patologické alterace predevSim v hlubSich oblastech cytoplazmy, kortikdlni
oblasti byly poSkozeny jen mirné. Jen vzacné jsme mohli pozorovat tvorbu drobnych
apikalnich cytoplazmatickych protruzi, které naruSovaly pravidelné usporadani kinocilii
na apikalnich povrSich tfasinkovych bunék (obr. 82). Rozsahlejsi protruze, které by
zabiraly do svého obsahu celé skupiny fasinek, jsme nepozorovali. V hlubsich ¢astech
cytoplazmy ftasinkovych bun¢k jsme nckdy nalézali zmnozené drobné vezikuly,
lysosomy s heterogennim obsahem a multivezikularni téliska (obr. 83). Mitochondrie
nekterych tasinkovych bunék byly alterované, jevily zndmky edému (obr. 82, 83).
Cisterny Golgiho komplexu i1 granuldrniho endoplazmatického retikula byly mirné
dilatované (obr. 83).

Clara buiiky tvofici zbyvajicich 53,4 + 3,5% epitelovych elementl (tab. 14)
reagovaly na aplikaci ambroxolu riizn€. Nékteré obsahovaly zcela intaktni cytoplazmu s
pocetnymi, typicky tzkymi tubuly hladkého endoplazmatického retikula se stfedné

elektronové denznim obsahem nahromadénymi pfedevsim v apikalni oblasti (obr. 84),
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velkymi mitochondriemi (obr. 84) a dobfe vyvinutymi cisternami granularniho
endoplazmatického retikula ulozenymi bazaln€¢ (obr. 85). Sekre¢ni granula byla
umisténa predevSim apikalné, byla pomérné¢ drobna, jejich obsah byl vyrazné
elektronové denzni (obr. 84). Jiné Clara buiiky jevily riizny stupeini patologické alterace.
Jejich cytoplazma byla v apikalni casti vyplnéna dilatovanymi tubuly hladkého
endoplazmatického retikula s elektronové lucidnim obsahem (obr. 86), mitochondrie
byly svétlé, alterované (obr. 86), cisterny granuldrniho endoplazmatického retikula i
Golgiho komplexu byly mirné dilatované. Na 1 um?” plochy supranuklearni cytoplazmy
Clara bun¢k jsme napocitali primérné 1,09 + 0,19 mitochondrii, jejich primérna plocha
byla 0,14 + 0,04 um? (tab. 14).

75,4 £ 16,8% Clara bun¢k obsahovalo ve své cytoplazmé sekre¢ni granula (tab.
14). Na 1 pm® cytoplazmy Clara bunék jsme nalezli pramémé 0,26 + 0,09 granula.
Pramérna plocha sekrenich granul byla 0,11 + 0,03 pm® (tab. 14). Témdf jsme
nepozorovali morfologické znamky vylucovani sekretu. Na apikalnich povrsich Clara
bun¢k jsme mohli ob¢as nalézt drobné cytoplazmatické protruze, sekre¢ni granula
v nich vSak byla obsazena jen vzacné (obr. 87).

Tab. 14: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiold a funkéniho stavu
Clara bunék kraliki 20 minut po peroralni aplikaci 1 ml roztoku Mucosolvanu (7,5 mg

ambroxolu)

Kontroly Mucosolvan
Rasinkové buiiky (%) 473 +3,6 46,6 £ 3,5
Clara bunky (%) 52,7+ 3,6 53,3+3,5
Clara bunky s granuly (%) 73,5+94 754+16,8
Clara bunky bez granul (%) 26,5+94 24,6 £16,8
Pocet granul/pum’ 0,17 +0,07 0,26 + 0,09
Pocet mitochondrii/um” 0,73 £0,35 1,09 +0,19
Plocha granul (um?) 0,15+ 0,04 0,11 +0,03
Plocha mitochondrii (um") 0,22 + 0,08 0,14 + 0,04

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD
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1 um

Obr. 80: Intaktni spojovaci komplex
mezi dvéma Clara bunikami. 20 minut po
peroralni aplikaci 7,5 mg ambroxolu,
puvodni zvétSeni 25.000x

lpum

Obr. 81: Souvisla bazalni lamina lemujici bazalni povrch epitelové buiniky obsahujici alterované
mitochondrie. 20 minut po peroralni aplikaci 7,5 mg ambroxolu, pivodni zvétseni 15.000x
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1 um

Obr. 82: Cytoplazmatické
protruze na apikalnim povrchu
fasinkové bunky. Cytoplazma

obsahuje zmnoZené drobné
vezikuly a alterované
mitochondrie. 20 minut po
peroralni aplikaci 7,5 mg
ambroxolu, ptivodni zvétSeni
15.000x

1 um

Obr. 83: Drobné vezikuly,
lysosomy, multivezikularni téliska
a dilatované cisterny granularniho

endoplazmatického retikula
v cytoplazmé fasinkové buiiky. 20
minut po peroralni aplikaci 7,5 mg
ambroxolu, ptivodni zvétSeni
15.000x
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1 pm

Obr. 85: Paraleln¢ usporadané uzké
cisterny granularniho
endoplazmatického retikula
v cytoplazmé Clara buiiky. 20 minut
po peroralni aplikaci 7,5 mg
ambroxolu, piivodni zvétSeni
25.000x

1 um

Obr. 84: Intaktni cytoplazma Clara
bunky s hojnymi Gzkymi tubuly
hladkého endoplazmatického retikula,
Cetnymi mitochondriemi a sekreénim
granulem. 20 minut po peroralni
aplikaci 7,5 mg ambroxolu, ptivodni
zvétsSeni 15.000x




1 pum

Obr. 86: Dilatované tubuly
hladkého endoplazmatického
retikula, alterované mitochondrie
a sekrecni granula v cytoplazmé
Clara bunky. 20 minut po
peroralni aplikaci 7,5 mg
ambroxolu, ptivodni zvétSeni
20.000x

Obr. 87: Sekreéni granulum v drobné cytoplazmatické protruzi na apikalnim povrchu Clara bunky. 20
minut po peroralni aplikaci 7,5 mg ambroxolu, pivodni zvétseni 20.000x
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Diskuse

Nase studie reakce epitelu terminalnich bronchioli na peroralni podéni
ambroxolu navazala na rozsahlé studie vénované vlivu riznych mukolyticky ptsobicich
1¢kti na epitel trachey, které byly provadény na naSem pracovisti (Konradova a spol.
1979a, 1980, 1982a,b, 1983, 1985a-d, 1986a,b, 1996a). Pti srovnani reakce trachealniho
epitelu na peroralni aplikaci jedné bézné terapeutické davky Sesti riznych mukolytik se
jevila odpovéd’ na podani ambroxolu jako nejvyraznéjsi. Dvacet minut po peroralni
aplikaci 7,5 mg této latky byly stimulovany k vyluCovani sekretu téméf vSechny
poharkové buiky (98%) a vétsina z nich po urychleném vylouceni sekretu degenerovala
(83%). Nadmérna stimulace poharkovych bunék, které Siroce komunikovaly s luminem
dychacich cest, vedla k velice vyrazné redukci poctu tfasinek vztazenému na jednotku
plochy fasinkového lemu (3,6/um?), pfi¢emz 6,7% téchto kinocilii bylo alterovanych,
vétSinou zanikajicich. Pritomny byly rovnéz népadné morfologické znamky naruSeni
toku hlenu v dychacich cestach (Konradova a spol. 1985b, 1996).

Na rozdil od uvedenych studii zabyvajicich se reakci epitelu trachey na aplikaci
ambroxolu nedoslo ve vystelce terminalnich bronchioli 20 minut po peroralni aplikaci
7,5 mg této latky ke stimulaci sekreCnich elementd. Pomér mezi Clara bunkami
obsahujicimi sekre¢ni granula v cytoplazmé a Clara buiikami bez sekre¢nich granul se
statisticky vyznamné nelisil od nalezu u kontrolnich kralikti. Po aplikaci ambroxolu byl
sice napocitan v cytoplazmé Clara bunék vyssi pocet primérné mensich granul, rozdil
vsak nebyl oproti kontroldm statisticky vyznamny. Ani morfologické znamky
vylucovani sekretu prakticky nebyly v cytoplazmé Clara bun€k pozorovany. Nelisilo se
ani zastoupeni jednotlivych druhd bun€k v epitelu. Doslo jen k nevyraznému poskozeni
vystelky terminalnich bronchioll. Znamky patologické alterace epitelovych bunék se

morfologicky nelisily od znamek popsanych v predchéazejicich kapitolach, jejich rozsah
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byl ale nerovhomérny. Setkavali jsme se pfedevsim u Clara bunék s riznym rozsahem
poskozeni cytoplazmy ve dvou sousedicich buiikach. Lisil se jak stupen dilatace tubult
hladkého endoplazmatického retikula, tak rozsah alterace mitochondrii.

V literatuie jsme nalezli jen minimum praci zabyvajicich se reakci epitelovych
bunék na aplikaci ambroxolu. Prestoze se jednd o latku ménici mnozstvi 1 charakter
hlenu v dychacich cestach, nenalezli jsme zadnou studii vlivu ambroxolu na poharkové
buinky nebo na submukézni zlazky dychacich cest. Pouze Takahashi a jeho
spolupracovnici okrajové zminili ve dvou ¢lancich, Ze ambroxol nem¢l zadny vliv na
pocet poharkovych bunék v potkanim trachedlnim epitelu vystaveném pisobeni
isoproterenolu nebo bakterialniho endotoxinu (Takahashi a spol. 1998a,b). V kultuie
lidskych Calu-3 bunék analogickych ser6znim bunkdm submukoéznich zlazek byly
zjistény zmény v transmembranovém transportu iontll po pfidani ambroxolu do média
(Hasegawa a spol. 2006). Ve své souhrnné studii o vlivu raznych 1éki na mukocilidrni
clearance se Houtmeyers a spol. (1999) vyjadtili o ambroxolu neurcité. Tito autofi vSak
upozornili na skutecnost, ze hlavnimi cilovymi bunikami ambroxolu by mély byt
pneumocyty typu II, vnichz by mélo dochazet k stimulaci produkce surfaktantu.
Skutecné se v nedavné dobé objevila studie, ktera tento ndzor potvrdila. Aplikace
ambroxolu vyvolala vyrazné zvysSeni produkce surfaktantového proteinu SP-C
v izolovanych pneumocytech typu II (Seifart a spol. 2005). Autofi této studie zaroven
zjistili vyrazné vyssi expresi podobného proteinu SP-B v Clara buiikach potkanti, jimz
byl podan intraperitonedln¢ ambroxol v davce 75 mg/kg. Vyslovili hypotézu, Zze
Su a spol. 2004) by mohly byt zptisobeny zvysenou sekreci SP-B, jehoz podobné t¢inky
byly rovnéz popsany.

V nasich dvou studiich vénovanych vlivu ambroxolu na epitel dychacich cest
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jsme zjistili vyraznou sekrecni stimulaci poharkovych bunék trachey 20 minut po
peroralnim podani 7,5 mg ambroxolu a naopak zadnou vyraznou reakci Clara bunck
v epitelu terminalnich bronchiold. Tento vysledek vSak neznamend, Ze by v sekrecnich
granulech Clara bun¢k nemohlo dojit ke zvySeni produkce zminovaného proteinu SP-B.
Potvrdil se tak 1 naS nazor, Ze sekre¢ni aktivita Clara bunék, a tim i celkova reakce
epitelu terminalnich bronchioll, je fizena odlisSnymi faktory nez sekrecni cinnost

poharkovych bunék epitelu trachey.
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G. Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii po ¢tyfdenni

hypoxii

1) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolti kraliké po 4 dnech stravenych
v normobarické komore s normalnim obsahem kysliku v atmosfére (normoxie)

Terminalni bronchioly kraliki, ktefi stravili 4 dny v téze komote, v jaké probiha
expozice hypoxii, ale snormélnim obsahem kysliku v atmosféfe, byly lemovany
jednovrstevnym epitelem sloZzenym z 48,7 + 6,4% ftasinkovych bun¢k a 51,3 + 6,4%
Clara bunck (tab. 15). Apikalni spojovaci komplexy byly intaktni, intercelularni
prostory zustaly uzké a neobsahovaly Zadné volné buniky (obr. 88). VSechny epitelové
buiiky Siroce nasedaly na dobfe vytvofenou bazalni laminu. Vzacné jsme v epitelu
objevili bunky difizniho neuroendokrinniho systému typické svymi drobnymi,
sférickymi granuly s elektronové denznimi stfedy typu ,,dense core vesicles* (obr. 89).

V cytoplazmé ftasinkovych bun¢k jsme pozorovali zndmky mirného
patologického poskozeni. Na jejich apikalnich povrSich jsme zaznamenali tvorbu
malych cytoplazmatickych protruzi, které interferovaly s pravidelnym uspoiadanim
fasinek a nékdy do sebe zaujimaly volné fasinky, jez nasledné podléhaly degeneraci
(obr. 90). V hlubsich vrstvach cytoplazmy jsme nalezli zmnozené drobné vezikuly a
multivezikularni téliska. Cisterny Golgiho komplexu byly casto lehce dilatované (obr.
91). V nékterych fasinkovych buiikkdch jsme pozorovali alterované mitochondrie
s nehomogenni, elektronové lucidni matrix (obr. 90).

Sekre¢ni Clara bunky byly vétSinou intaktni. Jejich apikélni cytoplazma byly
vyplnéna tzkymi tubuly hladkého endoplazmatického retikula, cetnymi mitochondriemi
a relativné velkymi, elektronové denznimi granuly (obr. 92). Bazalni oblasti téchto

bunék obsahovaly 0zké, paralelné uspotadané cisterny granuldrniho endoplazmatického
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retikula. Pouze ojediné€lé Clara buiiky jevily znamky patologické alterace. Obsahovaly
Sir$i tubuly hladkého endoplazmatického retikula vyplnéné elektronoveé lucidnim
obsahem a alterované mitochondrie (obr. 93, 94). Casti jejich degenerované cytoplazmy
jsme dokonce zastihli volné v luminu terminalnich bronchiolt (obr. 95).

Elektronové denzni sekre¢ni granula jsme nalezli v 85,6 + 3,7% Clara bunck
(tab. 15). Granula byla vétSinou stfaddna v cytoplazmé, morfologické znamky
uvolnovani jejich sekretu jsme pozorovali jen vyjimecné. Jen nékolik granul jsme
nalezli vtésném kontaktu sbunéénou membranou nebo wuvniti apikalnich
cytoplazmatickych protruzi (obr. 96). Pocitacova obrazova analyza odhalila primérné
0,22 + 0,08 granul a 1,02 + 0,34 mitochondrii na 1 um® supranuklearni cytoplazmy.

Jejich primérna plocha byla 0,11 + 0,01 um” a 0,15 + 0,05 pm” (tab. 15).
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1 pm

Obr. 88: Usek epitelu
terminalniho bronchiolu
obsahujici fasinkovou a Clara
buniku. Obé¢ bunky jevi znamky
patologické alterace. Ctyfdenni
pobyt v komote za normoxickych
podminek, ptivodni zvétseni
5.000x

1 um

Obr. 89: Cast buiiky diftzniho
neuroendokrinniho systému
s granuly typu ,,dense core
vesicles“. Ctytdenni pobyt
v komote za normoxickych
podminek, ptivodni zvétseni
25.000x
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1 pm

Obr. 90: Cytoplazmaticka protruze na apikalnim povrchu fasinkove buiiky obsahujici izolovanou ¢ast
ciliarniho aparatu. Cytoplazma obsahuje lehce alterované mitochondrie. Ctyfdenni pobyt v komoie za
normoxickych podminek, pivodni zvétseni 15.000x

Obr. 91: Mirné dilatované cisterny Golgiho komplexu v cytoplazmé fasinkové buiiky. Ctyfdenni pobyt
v komote za normoxickych podminek, plivodni zvétseni 20.000x
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I pm

Obr. 92: Cast intaktni Clara
bunky s hojnymi azkymi tubuly
hladkého endoplazmatického
retikula, mitochondriemi a
sekre¢nimi granuly. Ctyidenni
pobyt v komofe za
normoxickych podminek,
puvodni zvétseni 15.000x

I pm

Obr. 93: Dilatované tubuly
hladkého endoplazmatického
retikula, alterované mitochondrie
a sekrecni granulum
v cytoplazmé Clara buiky.
Ctytdenni pobyt v komote za
normoxickych podminek,
puvodni zvétSeni 10.000x
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Obr. 94: Dilatované tubuly
hladkého endoplazmatického
retikula a alterované
mitochondrie v cytoplazmé
Clara buiiky. Cast vyrazné
alterované cytoplazmy Clara
buiiky lezici volné v luminu
termindlniho bronchiolu.
Ctyidenni pobyt v komote za
normoxickych podminek,
puvodni zvétseni 10.000x

1 pm

Obr. 95: Sekre¢ni granula
umisténa tésné pod bunécnou
membranou i v drobné
cytoplazmatické protruzi na
apikalnim povrchu Clara
buiiky. Ctyidenni pobyt
v komofte za normoxickych
podminek, piivodni zvétseni
15.000x
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2) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli kralikii po 4 dnech stravenych
v nomobarické komore s obsahem Kysliku v atmosfére sniZenym na 10% (hypoxie)

Terminalni bronchioly kraliki vystavenych ctyfdenni normobarické hypoxii
byly lemovany jednovrstevnym epitelem, ktery se skladal z 42,6 + 3,4% tasinkovych
bunék a 57,4 + 3,4% Clara bun¢k (tab. 15). Apikalni spojovaci komplexy, intercelularni
prostory i1 bazalni povrch epitelu ziistaly beze zmén ve srovnani s kontrolnimi zvifaty i
s kraliky, kteti stravili 4 dny v komofe za normoxickych podminek (obr. 96, 97).
Rovnéz zde jsme zaznamenali vyskyt bunék difizniho neuroendokrinniho systému.

Cytoplazma tasinkovych bunék jevila vyraznéjsi znamky patologické alterace.
Na jejich apikalnich povrSich jsme pozorovali obdobnou tvorbu cytoplazmatickych
protruzi jako v ptedchazejici skupiné (obr. 98). V hlubsich oblastech cytoplazmy jsme
zaznamenali zvySeny pocet vétSich vezikul, multivezikularnich télisek a rizné velkych
lysosomti s heterogennim obsahem (obr. 99). Cisterny Golgiho komplexu byly
dilatované vice nez v predchazejici skupiné (obr. 99), vyrazngjsi byly i znamky alterace
mitochondrii (obr. 102).

Rovnéz Clara bunky byly vice alterované nez tytéz bunky v predchazejici
skupiné. Ve vétsing Clara bunék jsme pozorovali alteraci mitochondrii, jejichz matrix a
systém krist byly nahrazeny elektronové lucidnim fibrogranuldarnim materidlem nebo
dokonce zcela vymizely (obr. 100, 101). V nékterych buiikkach doslo k vyrazné dilataci
tubult hladkého endoplazmatického retikula (obr. 101). Stejné jako u ptedchozi skupiny
jsme pozorovali ¢asti degenerované cytoplazmy Clara bunék v luminu (obr. 102).

Sekrecni granula jsme nalezli v 86,9 = 6,5% Clara bunék (tab. 15). Morfologické
znamky uvolnovani jejich sekretu jsme zaznamenali jen vzacné (obr. 103). Granula byla
vétSinou jen nashromazdéna v apikalnich oblastech cytoplazmy (obr. 100, 101).

Vysledkem pocitacové analyzy supranuklearni cytoplazmy Clara bun¢k bylo 0,23 +
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0,14 granul a 0,81 £+ 0,23 mitochondrii na 1 umz. Granula mérila 0,15 + 0,03 umz,

primérné plocha mitochondrii byla 0,18 + 0,08 um? (tab. 15).
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1 um

Obr. 96: Intaktni apikalni
spojovaci komplex mezi Clara
bunikou a fasinkovou burtikou.

Ctyidenni normobaricka hypoxie,
puvodni zvétseni 20.000x

1 um

Obr. 97: Intaktni bazalni povrch
epitelu, lamina propria mucosae a
P . ¢ast svaloviny terminéalniho
mn\ 5 bronchiolu. CtyFdenni
' 3*" s normobaricka hypoxie, pivodni
p i zvétSeni 15.000x
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Obr. 98: Prifez nekolika
drobnymi apikalnimi
cytoplazmatickymi protruzemi
obsahujicimi rozpadajici se
axonémy nad fasinkovou
bunikou. Ctytdenni
normobaricka hypoxie, ptivodni

zvétSeni 15.000x

1 pum

Obr. 99: Rozsahlé lysosomy
s heterogennim obsahem a
dilatované cisterny Golgiho
komplexu v cytoplazmé
fasinkové buiiky. Ctyfdenni
normobaricka hypoxie, ptivodni
zvétSeni 15.000x
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1 um

Obr. 100: Lehce alterované
mitochondrie v jinak intaktni
apikalni cytoplazmé Clara
buiiky. Ctyfdenni normobarické
hypoxie, ptivodni zvétseni
20.000x

1 pm

Obr. 101: Dilatované tubuly hladkého
endoplazmatického retikula, alterované
mitochondrie a sekre¢ni granula
v apikélni ¢asti Clara buiiky. Ctyfdenni
normobaricka hypoxie, ptivodni
zvétSeni 15.000x
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Obr. 102: Casti cytoplazmy alterované Clara buiiky mezi fasinkami v luminu terminalniho bronchiolu.
Alterované mitochondrie v apikalni cytoplazmé fasinkové buriky. Ctyfdenni normobaricka hypoxie,
plvodni zvétSeni 20.000

A Y. B '

1 pm

Obr. 103: Sekre¢ni granulum v drobné cytoplazmatickée protruzi na apikalnim povrchu Clara buiiky.
Ctyfdenni normobaricka hypoxie, ptivodni zvétseni 20.000x
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Tab.15: Kvantitativni hodnoceni epitelu terminalnich bronchiolt a funkéniho stavu
Clara bunék kralikti po ¢tyfdennim pobytu v normobarické komote s normalnim
(normoxie) nebo snizenym (10%, hypoxie) obsahem kysliku v atmosfére

_ Kontroly Normoxie Hypoxie
Rasinkové bunky (%) 473 +3,6 48,7+64 | 42,6 +3.4
Clara bunky (%) 52,7+£3.,6 51,3+6,4 __| 57,4+3,4
Clara bunky s granuly (%) 73,5+9,4 *85,6 3,7 *86,9 + 6,5
Clara bunky bez granul (%) 26,5+94 *14,4 + 3,7 *13,1+6,5
Pocet granul/pm” 0,17+ 0,07 0,22 +£0,08 0,23 +£0,14
Podet mitochondrii/pm” 0,73 + 0,35 1,02+ 0,34 0,81 +0,23
Plocha granul (umz) 0,15+0,04 0,11 +0,01 0,15+0,03
Plocha mitochondrii (umz) 0,22 £0,08 0,15+0,05 0,18 £0,08

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako priimér + SD, hodnoty oznacené * se statisticky
vyznamné¢ 1i8i od hodnot u kontrolnich kralikti na hladin€ vyznamnosti p < 0,01, hodnoty
spojené ¢arou se vzajemne¢ statisticky vyznamné 1isi na hladiné vyznamnosti p < 0,05

Diskuse

Morfologické studie epitelu dychacich cest nebo plicnich alveolli u zvifat
vystavenych plisobeni hypoxie nejsou casté. Je také problematické srovnavat vysledky
téchto studii, protoZze hypoxické podminky se na jednotlivych pracovistich obvykle
vyrazné lisi. Hypoxie lze dosdhnout jednak sniZzenim atmosférického tlaku (hypobaricka
hypoxie), jednak sniZzenim obsahu kysliku v dodavané smési plynii za normalniho
atmosférického tlaku (normobaricka hypoxie). Také délka expozice hypoxii se
v jednotlivych studiich nalezenych v literatufe pohybuje v Sirokém rozmezi od 6 hodin
po 60 dni. Autofi se shoduji na rozdéleni experimentalni hypoxie na akutni u pokusi
trvajicich maximalné 1 den, subakutni u pokust s délkou trvani 3-4 dny a chronickou u
pokusi delsich.

Nejvice autord se vénovalo hodnoceni vlivu hypoxie na pneumocyty typu II,
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sekrecni bunky plicnich alveolti. Ve své ultrastrukturalni studii popsala Sulkowska
(1997) degranulaci téchto bun¢k u potkant po subakutni (3 dny) hypobarické (380 mm
Hg) hypoxii. Po delsi hypoxii (10 a 30 dni) doslo k jejich hyperplasii. Po akutni (16 h)
normobarické hypoxii (9% O,) byl pozorovan pokles poctu a velikosti granul
pneumocytt typu II u kralika (Réffy a spol. 1977). Rovnéz v kultufe pneumocytt typu
IT byl zaznamenan postupny vyrazny pokles exprese surfaktantového proteinu C,
zvySeny vyskyt apoptotickych bun€k a inhibice proliferace béhem dvoudenni hypoxie
(1% O3) (Vaporidi a spol. 2005). Po kratkodobé (18 — 24 h) uplné anoxii pak byl
pozorovan v podobné bunécné kultuie i1 v kultufe lidskych bronchidlnich epitelovych
bunck nartst syntézy a sekrece proteinu VEGF (Boussat a spol. 2000, Pham a spol.
2002). Tento experimentalni nalez vysvétlil vysokou koncentraci VEGF v tekutiné
vyplnujici plicni alveoly pacientd s t€Zkym plicnim edémem. Za podobnych podminek
(1% 0O,) doslo také k redukci produkce endotelinu 1 (Crestani a spol. 1998).

V trachedlnim epitelu hypoxickych (normobarickd hypoxie, 13% O,, 6 h)
mladych kralik doslo ke snizeni vyskytu bunék difuzniho neuroendokrinniho systému
(Echt a spol. 1982). Tomlinson a jeho spolupracovnici (Tomlinson a spol. 1999)
pozorovali omezeni transportu sodiku pfes nosni epitel hypoxickych (hypobaricka
hypoxie, 383 mm Hg, 24 h) potkant. Autofi vysvétlili tento nalez poskozenim epitelu.
Ttitydenni expozice potkanii normobarické hypoxii (10% O,) vyvolala zvySenou
imunoreaktivitu endotelinu 1 témét ve vSech bunkach lemujicich malé dychaci cesty
(Aguirre a spol. 2000). V nedavné studii popsali Kim a jeho spolupracovnici (Kim a
spol. 2006) signifikantni snizeni exprese heat-shock proteinu 70, zpomaleni proliferacni
aktivity zjiStované na zdklad¢ exprese proteinu Ki-67 a lehké zvysSeni vyskytu apoptozy
v bronchiolarnim epitelu mysi po tfitydenni normobarické hypoxii (10% O,). Autofi

v diskusi sami poukézali na moznost, ze v akutni fazi hypoxie mohla byt situace jina,
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tfeba 1 opacna.

Ultrastrukturou Clara bun¢k potkani vystavenych dvanactihodinové
hypobarické hypoxii (265 mm Hg) se zabyvali Smith a jeho spolupracovnici (Smith a
spol. 1974). Popsali patologické zmény cytoplazmy Clara bunck vedouci az k jejich
degeneraci. U potkani, kteii stravili pét dni v hypobarické komote (310 - 340 mm Hg),
pozoroval Tsagareli se svou skupinou stimulaci Clara bun¢k k uvolnovani sekretu. Delsi
expozice (15 - 60 dni) vyvolala akumulaci sekretu v cytoplazmé (Tsagareli a spol.
1988).

V nasi studii vénované ultrastruktute trachealniho epitelu u tychz kralikd, jejichz
terminalni bronchioly byly hodnoceny v této praci, byla hlavnim nalezem nadmérna
stimulace a degenerace sekre¢nich poharkovych bunék nésledovand masivni
kompenzatorni diferenciaci novych sekrec¢nich elementd (Konradova a spol. 2002).
Kralici, ktefi stravili 4 dny v komotfe satmosférou o normalnim slozeni, méli
v trachealnim epitelu pouze 4% poharkovych bun¢k bez znamek stimulace. Zbyvajicich
96% bunék bylo stimulovano k vyluovani sekretu, pfi¢emz 92% poharkovych bunék
bylo nalezeno jiz zcela vyprdzdnénych a degenerujicich. Zbytky degenerovanych
poharkovych bun¢k jsme casto pozorovali v luminu. U kralikt, ktefi stravili 4 dny
vtéze komoie za hypoxickych podminek (10% O;), jsme nalezli jen 20%
stimulovanych poharkovych bunék (13% ve fazi vyprazdnovani sekretu a 7% zcela
vyprazdnénych), zato vSak 17% diferencujicich se sekre¢nich elementti. Tento proces
byl doprovazen hyperplasii sekre¢nich bunék vedouci k tvorbé intraepitelialnich
hlenovych zlazek. Po c¢tyfdennim pobytu v komoie za normoxie stoupl vyskyt
poharkovych bunék usporadanych do skupin dvojnasobné oproti kontroldam na 13%, po
¢tytdenni hypoxii tvofilo skupinky jiz 60% sekre¢nich bunck. Tracheédlni fasinkové

buiky nebyly pobytem v komoie vyrazné¢ poSkozeny ani za normoxickych, ani za
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hypoxickych podminek. Pozorovali jsme jen ojedin€lé apikalni cytoplazmatické
protruze a v hlubSich oblastech cytoplazmy vyskyt CetnéjSich vezikul a lysosomt,
dilataci cisteren granularniho endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu a mirnou
alteraci mitochondrii. V fasinkovém lemu doSlo vobou skupindch k poklesu
prumérného poctu fasinek na jednotce plochy, coz vysvétlujeme masivni stimulaci
sousednich poharkovych bunék, které Siroce komunikovaly s luminem a narusovaly tak
pravidelnost fasinkového lemu.

Ultrastrukturalni zmény v epitelu terminalnich bronchiold, popsané v této praci,
nebyly tak vyrazné, ale byly v souladu s nalezy popsanymi v epitelu trachey. Znamky
poskozeni jsme nalezli jak v fasinkovych, tak v Clara bunkéach, ale vyslovené
degenerativni zmény se objevily jen v nékterych Clara bunkach. Pozorované
signifikantni zvyseni (p < 0,05) relativniho poc¢tu Clara bun€k u hypoxickych kraliki
oproti normoxické experimentdlni skupiné mutze byt odrazem jejich kompenzatorni
proliferace. Ve srovnani s kontrolami signifikantné vyssi (p < 0,01) zastoupeni Clara
bun¢k obsahujicich sekre¢ni granula u obou experimentalnich skupin ukazuje na
pocatecni stadium jejich stimulace k produkci sekretu. Rovnéz pocitacova analyza
supranuklearni cytoplazmy Clara bun¢k naznacila zvyseni poc¢tu granul u obou skupin,

ackoliv bez statistické vyznamnosti.
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IV. Zavéry

1) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli po celkové aplikaci
acetylcholinu

V experimentu jsme studovali ultrastrukturu epitelu terminalnich bronchiolti
kralikt 5 a 20 min po i.v. aplikaci 0,1 a 0,5 mg acetylcholinu. Plsobeni acetylcholinu
bylo predev§im zaméfeno na sekreCni Clara bunky, v jejichZz cytoplazmé jsme
zaznamenali znamky patologické alterace podobné jako bylo pozorovano po aplikaci
ruznych Skodlivin. Hlavnim nalezem v Clara bunkach byly dilatované tubuly hladkého
endoplazmatického retikula, alterované mitochondrie a dilatované prostory granularniho
endoplazmatického retikula. Patologicka alterace Clara bun€k byla nejvyrazngjsi
5 minut po aplikaci vétsi davky acetylcholinu, kdy jsme v nékterych bunikach nalezli
extrémné dilatované prostory hladkého endoplazmatického retikula a cytoplazma bunék
jevila znamky vakuolarni degenerace. U téchto bunék n€kdy dochdzelo k naruSeni
apikalni buné¢né membrany a zbytky vyrazné€ alterované cytoplazmy Clara bunék jsme
nalézali i nad epitelem v luminu termindlnich bronchiold. 20 minut po aplikaci mensi
davky téze latky nebyly zndmky patologické alterace cytoplazmy jiz pfitomny.

5 min po aplikaci obou davek acetylcholinu vylucovani sekretu Clara bunék
spiSe stagnovalo a relativné pfibyvalo Clara bun&k obsahujicich sekre¢ni granula. Ve
skupin€é kralikti, jimz jsme aplikovali 0,1 mg acetylcholinu, doSlo ke statisticky
vyznamnému vzestupu poctu téchto bunék ve srovnani s kontrolami (p < 0,01). 20 min
po aplikaci acetylcholinu byly Clara buiikky mirné stimulovany k vylucovani sekretu,
pficemz 20 min po aplikaci vétSi davky acetylcholinu byl pokles poctu bunék
obsahujicich sekrecni granula statisticky vyznamny (p < 0,01). V této experimentalni

skupin€ jsme pozorovali napadné Casté znamky vyprazdiovani obsahu sekrec¢nich
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granul z cytoplazmy Clara bun¢k. Granula se ptikladala velice tésné k apikéalni bunécné
membrané nebo se na apikdlnich povrSich bunék tvofily drobné cytoplazmatické
vybézky obsahujici granula. V ostatnich experimentalnich skupinidch jsme tyto
morfologické projevy sekrece pozorovali jen ojedinéle.

Obrazova analyza cytoplazmy Clara bunék piinesla statisticky vyznamny (p <
0,05 proti kontrolam) pokles primérmé velikosti granul u kralikl, jejichz plice byly
odebrany 5 minut po aplikaci vétsi davky acetylcholinu. Tento nalez lze rovnéz
vysvétlit mirnou stimulaci Clara bun€k, kterd vedla k rychlejsi produkci drobnéjsich
sekre¢nich granul.

Rasinkové buiiky obsahovaly v cytoplazmé rozsahlé lysozomy a etné drobng;jsi
vakuoly. Jejich mitochondrie byly alterované s elektronové lucidnim obsahem a
narusenym systémem krist. Cisterny Golgiho komplexu byly dilatované. Na apikalnich
povrsich tasinkovych bunék jsme pozorovali tvorbu cytoplazmatickych protruzi, do
nichz byly casto zavzaty rozpadajici se axonémy kinocilii. Patologicka alterace
rasinkovych bunék byla opét nejvice vyjadiena 5 min po i.v. aplikaci 0,5 mg
acetylcholinu a takika neznatelna 20 min po aplikaci 0,1 mg acetylcholinu.

Pii kvantitativnim hodnoceni zastoupeni jednotlivych typti bunék v epitelu
termindlnich bronchioll jsme nenalezli zndmky proliferace nékterého z druhti bunék u
zadné experimentalni skupiny.

Nalezy jsme mohli srovnat s nasimi nedavnymi vysledky studia vlivu aplikace
stejnych davek acetylcholinu na ultrastrukturu epitelu trachey kralikti. Aplikace
acetylcholinu stimulovala pohéarkové bunky k vydavani sekretu a urychlovala
mechanizmus jejich sekrece. Nadmérn€ stimulované bunky se po urychleném
vyprazdnéni sekretu jiz vétSinou nezapojovaly do dalSich sekre¢nich cykll, ale

degenerovaly a byly z epitelu vylucovany. Po podani obou davek acetylcholinu bylo
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stimulovano k vydavani sekretu vice nez 90% vSech poharkovych bunék. Po aplikaci
mensi davky acetylcholinu mél priibéh reakce prolongované;jsi charakter. Jako néasledek
masivni stimulace a nasledné degenerace poharkovych bun¢k jsme 20 minut po aplikaci
0,5 mg acetylcholinu pozorovali znamky masivni diferenciace novych sekrecnich
elementi a doslo i ke zméné v distribuci poharkovych bunék a ke vzniku
intraepitelovych hlenovych Zlazek. Trachedlni ftasinkové bunky byly aplikaci
acetylcholinu ovlivnény podobné jako v epitelu termindlnich bronchiold. Dvacet minut
po aplikaci vétsi davky acetylcholinu jsme zaznamenali vyssi vyskyt diferencujicich se
rasinkovych bunék jak v epitelu trachey, tak v epitelu terminalnich bronchiold.

Na rozdil od hlen-secernujicich poharkovych bun¢k v epitelu trachey, kde reakce
na aplikaci acetylcholinu byla vyrazna a rychld, jsme v epitelu termindlnich bronchioli
pozorovali jen méné vyrazné, nicméné statisticky vyznamné zmény v sekrecni aktivité
Clara bun¢k.

Vysledky studia ultrastruktury epitelu terminalnich bronchiold po intraveno6zni
aplikaci acetylcholinu byly publikovany v ¢asopise Acta Veterinaria (IF 0,227) (Uhlik a
spol. 1999) a piedneseny na 38. sjezdu Ceské anatomické spolecnosti s mezinarodni
ucasti v Olomouci (1.-3.9.1998). Srovnani s epitelem trachey bylo prezentovano ve
form& panelu na 4™ Multinational Congress on Electron Microscopy v mad’arském
Veszprému (5.-8.9.1999), na Vyroénim shromazdéni Ceskoslovenské spoleénosti pro
elektronovou mikroskopii v Ceskych Budgjovicich (10.7.1998) a na Védecké

konferenci LF UK v Plzni (8.-9.10.1998)
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2) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii po intravenézni aplikaci
adrenalinu

V experimentu jsme studovali ultrastrukturu epitelu terminéalnich bronchiolt 5 a
20 min po i.v. aplikaci 10 pg/kg adrenalinu. Aplikace adrenalinu, ktery plisobi na oba
typy adrenergnich receptorti, ovliviiovala zejména sekre¢ni bunky. Odpovéd Clara
bunék na aplikaci adrenalinu byla obdobna jako po aplikaci riznych Skodlivin. Projevila
se predevsim patologickou alteraci téchto bun¢k. Zatimco dilatace prostord hladkého i
granularniho endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu byla vyraznéjsi po 20
minutdch od podani adrenalinu, mitochondrie byly vice poskozené s ndpadnéjSimi
znamkami edému hned po 5 minutich. Tento nalez se vSak neprojevil na primérné
velikosti mitochondrii zji§tované obrazovou analyzou. Ackoliv jsme v obou skupinach
casto nalézaly morfologické znamky exocytdzy obsahu sekrecnich granul 1 apokrinniho
odlucovani celych granul s lemem cytoplazmy, nedoslo ke statisticky vyznamné zméné
relativniho poctu Clara bun€k obsahujicich sekre¢ni granula ani primérného poctu a
velikosti granul v cytoplazmé.

Rasinkové buiiky byly aplikaci adrenalinu méné poskozeny nez buiiky sekreéni.
Teprve 20 min po poddni adrenalinu dochazelo k tvorbé vétSich apikalnich
cytoplazmatickych protruzi, kde jsme vyjimeéné nalezli i1 izolované axonémy
zanikajicich kinocilii. Také patologicka alterace hlubsich partii cytoplazmy fasinkovych
bunék byla vyraznéj$i 20 min po aplikaci. V této dobé jsme také pozorovali zvySeny
vyskyt diferencujicich se fasinkovych bunék..

Nevyrazna reakce Clara bunck epitelu termindlnich bronchiold na adrenergni
stimulaci ostie kontrastuje s reakci poharkovych buné€k epitelu trachey na aplikaci stejné
davky adrenalinu, kterou jsme studovali v nedavné dob¢ a s kterou jsme naSe ndlezy

srovnavali. Poharkové bunky epitelu trachey byly aplikaci adrenalinu nadmérné
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stimulovany. Doslo i k zméné mechanizmu sekrece. Byl pozorovan makroapokrinni
zpusob vylucovani sekretu 1 téméf soucasné vyprazdnovani vSech hlenovych granul
z buniky. Poskozeni poharkovych bun¢k se po 20 minutach po aplikaci adrenalinu
projevilo degeneraci a vyloucenim 70% sekre¢nich bunék z epitelu. Tyto ndlezy 1
nalezy po aplikaci acetylcholinu vedou k zavéru, ze neurohumoralni regulace funkce
sekre¢nich bun¢k se v riznych tsecich dychacich cest vyrazné lisi.

Vysledky studia ultrastruktury epitelu termindlnich bronchiol po aplikaci
adrenalinu byly publikovany v ¢asopise Acta Veterinaria (IF 0,240) (Uhlik a spol. 2000)
a predneseny na 38. sjezdu Slovenské anatomické spole¢nosti s mezinarodni Ucasti
v Bratislavé (15.-18.9.1999). Srovnani vlivu adrenergni stimulace na ultrastrukturu
epitelu terminalnich bronchioldi a trachey bylo predneseno na 12™ European Congress

on Electron Microscopy v Brné (9.-14.7.2000).

3) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli po inhala¢ni aplikaci 1éka ze
skupiny bronchospasmolytik a kortikosteroidi

Studovali jsme ultrastrukturu epitelu terminalnich bronchioli 30 min po
inhala¢ni aplikaci dvou davek preparati Ventolin Inhaler a Becotide Inhaler, 1ékt
pouzivanych ptfedev§im pro lécbu bronchidlniho astmatu. Ventolin obsahuje jako
ucinnou latku salbutamol, ktery patii do skupiny P2 sympatikomimetickych
bronchospasmolytik. Becotide obsahuje beklometazon ze skupiny inhalacnich
kortikosteroidii. Ultrastrukturu epitelu terminalnich bronchiold po inhalaci obou ¢kt
jsme srovnali nejen s kontrolami, ale také s kraliky, ktefi inhalovali stejnym zptisobem 2
davky preparatu Placebo Inhaler, ktery obsahuje pouze propelenty.

Clara buiky byly aplikaci Ventolinu alterovany, ne vSak stimulovany

k vyluéovani sekretu. Prevazovaly naopak znadmky stiadani sekretu. Podobny nalez
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jsme vSak zaznamenali i po aplikaci samotnych propelentli. Pocet Clara buné¢k
obsahujicich granula v cytoplazmé se zvySil po inhalaci obou sprejii, po inhalaci
Placebo Inhaler dokonce statisticky vyznamné (p < 0,05) ve srovnani s kontrolami.
Pocet granul na jednotce plochy cytoplazmy Clara bun¢k se vSak nezménil. Jejich
prumérna velikost se sice snizila, zvlast€¢ po inhalaci Ventolinu, ale statisticky
vyznamny rozdil nevznikl. Po aplikaci Ventolinu jsme pozorovali zvySeni poctu
primérné drobnéjSich mitochondrii v supranuklearni cytoplazmé, ale ani zde nebyl
rozdil statisticky vyznamny. Poskozeni Clara bun¢k aplikaci obou spreju bylo vyjadiené
nerovnomérné, nikdy vsak nevedlo k vyslovené degeneraci bun¢k. Rovnéz alterace
rasinkovych bun¢k byla jen mirna.

Po aplikaci Becotidu jsme, na rozdil od skupiny kralikii po aplikaci Placebo
Inhaler, pozorovali i degeneraci Clara bunék a jejich odlucovani z epitelu. Naopak
morfologické znamky vylucovani sekretu byly vzacné. Sekre¢ni granula byla v buitkach
sttddana. Pocet bun¢k obsahujicich granula byl, stejné jako po inhalaci Placebo Inhaler,
signifikantné¢ vyssi (p < 0,05) nez u kontrol. Primérny pocet sekrecnich granul
v supranuklearni cytoplazmé se nezménil. Granula byla v priméru mensi nez u kontrol
a u zvirat po aplikaci Placebo Inhaler. Naopak pocet mitochondrii statisticky vyznamné
(p < 0,05) stoupl a jejich primérna velikost klesla oproti obéma skupindm. Tento nalez
lze vysvétlit vyraznéjSimi znamkami patologické alterace cytoplazmy, ale v tvahu
pripadd i moznost, Ze se projevila schopnost glukokortikoidi stimulovat biogenezi
mitochondrii. Rasinkové buiiky byly opét jen mirné alterované.

Rovnéz zde jsme méli moznost srovnat naSe nalezy s epitelem trachey po
aplikaci tychz 1€kt ve stejnych davkach. Inhalace Ventolinu i Becotidu vyvolala
stimulaci vétsiny (91 a 71%) pohéarkovych bunék, zatimco po inhalaci piipravku

Placebo Inhaler doslo k vyprazdiovani pouze 12% sekrecnich elementt. Inhalace obou
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1kt také vyrazné ovlivnila mechanizmus sekrece poharkovych bunék. Pozorovali jsme
znamky apokrinni sekrece 1 urychlené splyvani sekre¢nich granul s naslednym
vylou¢enim celého hlenového obsahu z bunky. Inhalace obou 1éki nejen nadmérné
stimulovala, ale také poskodila poharkové buiiky. Tticet minut po jejich aplikaci tvorily
degenerované bunky 79% a 58% sekre¢nich elementid a byly postupné uvolhovany
z epitelu. Zbytky jejich vysoce elektronové denzni cytoplazmy jsme Casto pozorovali
v oblasti tasinkového lemu. Po aplikaci Placebo Inhaler degenerovala pouze 4%
poharkovych bunék. Tricet minut po podani obou 1€kt jsme zaznamenali vyskyt
pocetnych diferencujicich se sekre¢nich bun¢k. Po inhalaci Becotidu jsme pozorovali i
zmény distribuce poharkovych bun¢k. Po aplikaci Placebo Inhaler nedos$lo ani k zvySeni
poctu diferencujicich se sekrecnich bunék.

Rozdil vnalezech v epitelu trachey a termindlnich bronchiold v obou
experimentech lze ¢astecné vysvétlit distribuci aerosolu v dychacich cestach. Prestoze
jsme ptesvédceni, ze inhalovany aerosol doséhl pfi pouziti nasi techniky i perifernich
dychacich cest, je obsah inhalovanych kapének ve vdechnutém vzduchu nepochybné
nizsi ve vzdalenéjsich a uzsich usecich bronchidlniho stromu nez v pradusnici. Rozdilna
je vsak také biologicka reaktivita sekre¢nich elementti v obou vySetfovanych usecich.

Vysledky hodnoceni vlivu inhalace salbutamolu na ultrastrukturu epitelu
terminalnich bronchiold byly prezentovany jako poster na 43. sjezdu Ceské anatomické
spole¢nosti s mezindrodni ucasti v Brné (4.-7.9.2005). Vysledky zkoumani vlivu
inhalace beklometazonu na epitel termindlnich bronchiolli byly pfedneseny na 42.
sjezdu Slovenské anatomické spolecnosti s mezindrodni ucasti v KoSicich (28.6.-
1.7.2004), prezentovany jako poster na Studentské védecké konferenci UK 2.LF v Praze
(24.-25.5.2006) a publikovany ve srovnani s epitelem trachey v Casopise Ultrastructural

Pathology (IF 2005: 0,809) (Uhlik a spol. 2007).
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4) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii po intravenézni aplikaci
bronchospasmolytika aminophyllinu

V experimentu jsme studovali ultrastrukturu epitelu terminéalnich bronchiolti 30
min po 1v. aplikaci 5 mgkg aminophyllinu, xanthinového derivatu
s bronchodilata¢nimi u¢inky pouzivaného pfii terapii bronchialniho astmatu a chronické
plicni obstrukéni nemoci.

Utinek aminophyllinu byl opét zaméfen predevsim na sekreéni buiiky, které
byly vyrazné stimulovany k produkci sekrecnich granul. Pocet bunék obsahujicich
granula se statisticky vyznamné¢ zvysil oproti nalezim u kontrolnich zvitat (p < 0,01),
doslo i1 k vyraznému nartistu poctu sekreCnich granul nalezenych na jednotce plochy
cytoplazmy Clara bunék (p < 0,05). Naopak primérnd velikost granul se oproti
kontrolnim zvifatim nezménila. Objevovaly se i znamky urychleného uvoliovani
sekretu, 1 kdyz prevazovala spise tendence bunck sekrecni produkty hromadit a stiadat.
Doslo také k alteraci cytoplazmy Clara bunék. Piestoze mitochondrie nékterych Clara
bun¢k vykazovaly znamky alterace, nedoslo k vyraznym zméndm v jejich poc¢tu ani
velikosti. Rasinkové buiiky byly aplikaci aminophyllinu postizeny jen mirné. Jejich
kortikélni cast nesouci fasinkovy lem zistala témét intaktni, v hlubSich oblastech
cytoplazmy jsme vSak pozorovali znamky pocinajici patologické alterace.

V nasem piedchozim experimentu, kdy jsme hodnotili vliv aminophyllinu na
trachedlni epitel, byl uc¢inek zaméfen zejména na builky poharkové. Jejich reakce byla
velmi rychld. Tficet minut po aplikaci jsme pozorovali jiz jen zbytky cytoplazmy
degenerovanych poharkovych bun¢k v oblasti fasinkového lemu a v epitelu se
vyskytovaly zejména bunky predstavujici casna stadia diferenciace sekrecnich
elementt. Tyto buiky jevily vyrazné znamky patologické alterace. V epitelu doslo i ke

zméné v distribuci sekreCnich elementl, pficemz vice nez 1/5 sekrecnich bunék
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vytvafela drobné intraepitelové hlenové zlazky. Rasinkové buinky byly aplikaci
aminophyllinu ovlivnény podobné, jako v epitelu terminalnich bronchioli.

Reakce Clara bunék tedy nebyla tak vyrazna jako reakce trachealnich
poharkovych bun¢k, nicméné statisticky vyznamné zmény jsme zaznamenali. Na
zéklad¢ naSich nalezi mizeme konstatovat, Ze i.v. aplikace aminophyllinu v davce 5
mg/kg hmotnosti stimuluje sekre¢ni elementy epitelu dychacich cest k zvysené tvorbé a
vylucovani sekretu, charakter této reakce se vSak v riiznych etazich dychacich cest lisi.

Vysledky studia vlivu intravenozni aplikace aminophyllinu na ultrastrukturu
epitelu terminalnich bronchiold byly publikovany v ¢asopise Studia Pneumologica et
Phthiseologica (Uhlik a spol. 2002b) a pfedneseny na 39. sjezdu Slovenské anatomické
spoleCnosti s mezindrodni ucasti v Martiné (4. — 6.7.2001) a na Studentské védecké

konferenci UK 2.LF v Praze (30.3.2001).

5) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchioli po peroralni aplikaci
mukolytika ambroxolu

V experimentu jsme studovali ultrastrukturu epitelu termindlnich bronchioll
20 min po peroralni aplikaci 1 ml mukolytického preparatu Mucosolvan sol., ktery
obsahuje 7,5 mg ambroxolu.

Rasinkové buiiky jevily znamky patologické alterace piedev§im v hlubsich
oblastech cytoplazmy, kde jsme u ne€kterych bunék nalézali zmnozené drobné vakuoly,
lysozomy s heterogennim obsahem, multivezikularni téliska, alterované mitochondrie a
mirné dilatované cisterny Golgiho komplexu i granularniho endoplazmatického retikula.
Kortikalni oblasti fasinkovych bunék byly poskozeny jen mirng.

Clara buiky reagovaly na aplikaci ambroxolu rizné. Nékteré obsahovaly zcela

intaktni cytoplazmu, jiné jevily rizny stupen patologické alterace. Jejich cytoplazma
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byla v apikalni ¢asti vyplnéna dilatovanymi tubuly hladkého endoplazmatického
retikula s elektronové lucidnim obsahem, mitochondrie byly svétlé, zdufelé, cisterny
granularniho endoplazmatického retikula 1 Golgiho komplexu byly mirné dilatované.
Morfologické znamky vylucovani sekretu jsme témef nepozorovali. Pomér mezi Clara
bunikami obsahujicimi sekre¢ni granula v cytoplazmé a Clara buntkami bez sekre¢nich
granul se statisticky vyznamné neliSil od nalezu u kontrolnich kraliki. Ani obrazova
analyza supranuklearni cytoplazmy Clara bunék nepfinesla statisticky vyznamny
vysledek.

Nase studie reakce epitelu termindlnich bronchioli na peroralni podani
ambroxolu navézala na rozsahlé studie vénované vlivu riznych mukolyticky ptisobicich
1€ka na epitel trachey, které byly provadény na naSem pracovisti. Pfi srovnani reakce
trachealniho epitelu na peroralni aplikaci jedné bézné terapeutické davky Sesti riznych
mukolytik se jevila odpovéd’ na podani ambroxolu jako nejvyraznéjsi. Dvacet minut po
peroralni aplikaci 7,5 mg této latky byly stimulovany k vylu¢ovani sekretu témeét
vSechny poharkové buiky (97,5%) a vétSina z nich po urychleném vylouceni sekretu
degenerovala (83%). Nadmérna stimulace poharkovych bunék, které Siroce
komunikovaly s luminem dychacich cest, vedla k velice vyrazné redukci poctu fasinek
vztazenému na jednotku plochy fasinkového lemu (3,6/um?), pficemz 6,7% t&chto
kinocilii bylo alterovanych, vétSinou zanikajicich. Pfitomny byly rovnéz néapadné
morfologické znamky naruseni toku hlenu v dychacich cestach.

Ve srovnani s touto reakci poharkovych bunck v epitelu trachey byla reakce
epitelu termindlnich bronchiolil na aplikaci mukolytické latky ambroxolu nevyrazna.
Potvrzuje to nasi domnénku, Ze sekrecni aktivita Clara bunék, a tim i celkova reakce
epitelu termindlnich bronchiold, mtize byt fizena odliSnymi faktory nez sekre¢ni ¢innost

poharkovych bunék epitelu trachey.
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Hodnoceni ultrastruktury epitelu terminalnich bronchiolti po aplikaci ambroxolu
bylo publikovano v Casopise Sbornik I¢katsky (Uhlik a spol. 2001) a prezentovano jako
panel na 39. sjezdu Ceské anatomické spoleGnosti s mezinarodni Gcasti v Praze (10.-

12.9.2000) a na British-Czech Paediatric Meating v Praze (25.5.2001).

6) Ultrastruktura epitelu terminalnich bronchiolii po ¢tyFdenni hypoxii

Hodnotili jsme vliv subakutni normobarické hypoxie (10% O, na epitel
termindlnich bronchioli. Abychom posoudili vliv samotného pobytu v normobarické
komote, predev§im vliv pomérné vysoké teploty a vlhkosti, provedli jsme jesté stejny
experiment s dal$imi zvifaty, jen atmosféra v komote byla po celou dobu normalni
(21% Oy).

Znamky poskozeni jsme nalezli jak v fasinkovych, tak v Clara buikach, ale
vyslovené degenerativni zmény se objevily jen v nékterych Clara bunikach. Pozorované
signifikantni zvySeni (p < 0,05) relativniho poc¢tu Clara bun¢k u hypoxickych kralika
oproti normoxické experimentdlni skupiné muize byt odrazem jejich kompenzatorni
proliferace. Ve srovnani s kontrolami signifikantné vyssi (p < 0,01) zastoupeni Clara
bunék obsahujicich sekre¢ni granula u obou experimentdlnich skupin ukazuje na
pocatecni stadium jejich stimulace k produkci sekretu. Rovnéz pocitacova analyza
supranuklearni cytoplazmy Clara bun¢k naznacila zvyseni poc¢tu granul u obou skupin,
ackoliv bez statistické vyznamnosti.

Opét jsme srovnali nase nalezy s ultrastrukturou trachealniho epitelu u tychz
kralikt, jejichz termindlni bronchioly byly hodnoceny v této praci. Hlavnim néalezem
byla nadmérna stimulace a degenerace sekre¢nich poharkovych bunék nasledovana
masivni kompenzatorni diferenciaci novych sekrecnich elementti. Kralici, ktefi stravili 4

dny v komote s atmosférou o normalnim slozeni, méli v trachealnim epitelu pouze 4%
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poharkovych bunék bez zndmek stimulace. Zbyvajicich 96% bunék bylo stimulovdno
k vylu€ovani sekretu, pticemz 92% poharkovych bunék bylo nalezeno jiz zcela
vyprazdnénych a degenerujicich. U kralikti, kteti stravili 4 dny v téze komoie za
hypoxickych podminek, jsme nalezli jen 20% stimulovanych poharkovych bunék, zato
vSak 17% diferencujicich se sekre€nich element. Tento proces byl doprovazen
hyperplasii sekre¢nich bun¢k vedouci k tvorb¢ intraepitelidlnich hlenovych zlazek.
Ultrastrukturalni zmény v epitelu terminalnich bronchiold, popsané v této praci,
nejsou tak vyrazné, ale jsou v souladu s nalezy popsanymi v epitelu trachey. I zde jsme
zaznamenali statisticky vyznamnou stimulaci sekre¢nich bun€k k produkci sekretu u
obou experimentalnich skupin. Hypoxické prostiedi pouze zesililo zmény vyvolané
samotnym pobytem v komote s neptirozené¢ vysokou teplotou a vlhkosti vzduchu.
Hodnoceni vlivu hypoxie na epitel termindlnich bronchiolti bylo publikovano
v ¢asopise Veterinarni medicina (IF 0,621) (Uhlik a spol. 2005), ¢astecné presentovano
formou panelu na 40. sjezdu Ceské anatomické spole¢nosti s mezinarodni uéasti v Plzni
(10.-12.9.2002) a predneseno na 41. sjezdu Ceské anatomické spole¢nosti
s mezinarodni ucasti v Hradci Kralové (15.-17.9.2003). Srovnani s epitelem trachey

bylo tématem posteru na konferenci Microscopy 2003 v Drazd’anech (7.-12.9.2003).

7) Zavérecné srovnani vysledkii studii

Toto srovnani jsme provedli, abychom mohli ur¢it obecnou reakci bun¢k epitelu
termindlnich bronchiold na nejriiznéj§i druhy zatéze. Porovnali jsme vysledky
kvantitativniho hodnoceni epitelu terminalnich bronchioli a funkcéniho stavu Clara
buné¢k, ultrastrukturalni obraz epitelu v jednotlivych skupinach a vzdjemné srovnani

nasSich nalezl v terminalnich bronchiolech s nalezy v epitelu trachey.
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1) Srovname-li vysledky kvantitativniho hodnoceni epitelu terminélnich
bronchiolt a funk¢niho stavu Clara bunék ve vSech sledovanych skupinach (tab. 16),
muzeme si v§Simnout né¢kolika zajimavych skute¢nosti:

a) Celkovy charakter epitelu vyjadieny relativnim zastoupenim fasinkovych a
Clara bun¢k se nezménil oproti kontrolnim zvifatim v zadné ze skupin. Lze tedy fici, ze
zadny ze sledovanych zakrokl nevyvolal v epitelu zmény, které by vedly ke zméné
distribuce bunck, kjejich nadmérné degeneraci nebo naopak proliferaci. Ani
z ultrastrukturalniho popisu epitelu jednotlivych experimentalnich skupin nevyplyva, ze
by néktery ze zakrokl zpusobil vyjimeéné zmény v usporddani bunék nebo integrité
epitelu. Vzdy jsme popisovali jednovrstevny epitel s intaktnimi apikalnimi spojovacimi
komplexy, uzkymi mezibunénymi prostory a souvislou bazalni laminou.

b) Obsah sekrecnich granul v Clara buiikach, ktery jsme zvolili jako marker
jejich sekre¢ni aktivity, se v n€kolika experimentalnich skupinach lisil statisticky
vyznamn¢ od kontrolnich zvitat. Nejvyssi zastoupeni Clara bunék obsahujicich sekre¢ni
granula jsme nalezli v epitelu skupiny kralikd, jimz byl intravendézné aplikovan
aminophyllin. U této skupiny jako u jediné doslo také ke statisticky vyznamnému
vzestupu prumérného pocétu sekre¢nich granul v podrobné proméfeném vzorku
supranuklearni cytoplazmy. Pozorovali jsme i ¢asté morfologické zndmky vylucovani
sekretu. Ackoliv jsme podle vysledkii pfedchozi studie vlivu aminophyllinu na epitel
trachey ocCekavali vyraznou stimulaci sekrecnich bunék v této skupiné, takto vyrazny

vysledek nés prekvapil.
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Tab. 16: Souhrnna tabulka vysledkii kvantitativniho hodnoceni epitelu terminéalnich bronchiolii a funk¢niho stavu Clara bunék kralikti vSech
studovanych skupin

Kontroly |Ach 0,1 mg|Ach 0,1 mg|Ach 0,5 mg|Ach 0,5 mg| Adrenalin | Adrenalin | Placebo Ventolin | Becotide |SyntophyllinMucosolvan| Normoxie | Hypoxie
5 min 20 min 5 min 20 min 5 min 20 min Inhaler Inhaler Inhaler

Rb (%) 473+3,6 | 44,1+0,9 | 40,4+8,1 | 42,5+89 |49,5+13,5| 45,6+23 | 424+2,1 | 438+1,2 | 484+£23 | 46,5+1,9 | 47,0£6,1 | 46,6 3,5 | 48,7+6,4 | 42,6 +3,4
Cb (%) 52,7+3,6 | 559+09 | 59,6 £8,1 | 57,5+£8,9 |50,5+13,5| 54,4+£23 | 546+2,1 | 562+1,2 | 51,6+23 | 53,5+1,9 | 53,0+6,1 | 53,3+3,5 | 51,3+6,4 | 574+34
Cb+ (%) | 73,5494 *84,0+ 11,5/78,2+ 10,4 81,1 +16,8 |63,4+24,1| 749+ 1,6 | 72,7+7,6 |#82,2+ 11,6 78,7+ 7.2 |#80,0 + 10,6/ *88,9 +5,4 | 75,4 + 16,8 | *85,6 +3,7 | *86,9 + 6,5
Cb- (%) | 26,5+94 [*16,0+11,5/21,8+10,4|18,9+16,8|36,6+24,1| 251+1,6 | 27,3+7,6 #17,8+ 11,6 21,3 +7,2 [#20,0+ 10,6/ *11,1 £+5,4|24,6+16,8|*14,4+3,7|*13,1£6,5
Pocet 0,17+0,07 0,23 +£0,160,19+0,05|0,20+0,14 0,13+ 0,11 | 0,18 £ 0,03 | 0,14 £ 0,01 | 0,17 + 0,05 | 0,17 £ 0,02 | 0,16 = 0,02 [#0,39 + 0,09 0,26 + 0,09 | 0,22 + 0,08 | 0,23 £ 0,14
or./um’
Plocha gr.[ 0,15+ 0,04 | 0,11+ 0,03 0,11 + 0,01 |#0,09 + 0,03 0,10 + 0,02 | 0,13 £ 0,04 | 0,11 + 0,04 | 0,13 £ 0,01 | 0,09 = 0,03 | 0,10 + 0,02 | 0,14 £ 0,05 | 0,11 £ 0,03 | 0,11 £ 0,01 { 0,15 + 0,03

2
(lm”)
Pocet 0,73+0,35|1,01 £0,34 1,11 +0,34 (0,83 + 0,21 | 0,81 £ 0,12 | 0,80 + 0,24 | 0,87 + 0,25 | 0,77 + 0,09 | 1,07 + 0,26 |#1,19 + 0,08| 1,08 £ 0,34 | 1,09+ 0,19 | 1,02 £ 0,34 | 0,81 + 0,23
mit./um’
Plocha |[0,22+0,08 0,16+ 0,05|0,13 +0,04|0,18 +0,05|0,24 + 0,07 | 0,22 £ 0,05| 0,16 + 0,03 | 0,16 £ 0,01 | 0,14 + 0,04 |#0,11 +0,02| 0,13 + 0,05 | 0,14 + 0,04 | 0,15+ 0,05 | 0,18 + 0,08
mit.(um?)

N = 3, hodnoty jsou vyjadieny jako primér + SD,
hodnoty oznacené * se statisticky vyznamné li§i od hodnot u kontrolnich kralikii na hladin€ vyznamnosti p < 0,01,
hodnoty oznacené # se statisticky vyznamné li§i od hodnot u kontrolnich kralikii na hladin€ vyznamnosti p < 0,05,
hodnoty spojené plnou ¢arou se vzajemné statisticky vyznamné lisi na hladin¢ vyznamnosti p < 0,01,

hodnoty spojené pteruSovanou ¢arou se vzajemné statisticky vyznamné 1isi na hladin€ vyznamnosti p < 0,05,
Rb = tasinkové bunky, Cb = Clara bunky, Cb+ = Clara buiiky s granuly, Cb- = Clara buniky bez granul, gr. = granula, mit

. = mitochondrie
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Vysoce statisticky vyznamny rozdil se v kategorii Clara bunék s granuly respektive
bez granul objevil také ve skupinéach zvirat, ktera stravila 4 dny v normobarické
komofte at’ jiz s normoxickou nebo hypoxickou atmosférou. V téchto skupinach se
vSak tento rozdil nepromitl vyznamné do pocitacové analyzy cytoplazmy.
Morfologické znamky vylucovani sekretu jsme pozorovali jen vyjimecné. Stimulace
Clara bun¢k k produkci a stfadani sekretu u téchto skupin odpovidala nasim
predpokladiim zaloZzenym na studiu reakce epitelu trachey na stejné experimentalni

procedury.

Posledni vysoce statisticky vyznamny rozdil v zastoupeni Clara bun¢k obsahujicich
granula oproti kontrolam jsme zjistili u kralikd, jejichz terminalni bronchioly jsme
odebrali 5 minut po aplikaci mensi davky (0,1 mg) acetylcholinu. Naopak 20 minut
po aplikaci vétsi davky (0,5 mg) acetylcholinu doslo k poklesu poc¢tu Clara bunék
obsahujicich granula. Tento pokles sice nebyl statisticky vyznamny oproti
kontrolnim zvifatliim, ve srovnani se v§emi ostatnimi skupinami kralikd, jimz byl
aplikovan acetylcholin, v§ak vyznamny byl. V prvé fazi po aplikaci obou davek
acetylcholinu tedy dochazelo spise ke stifadani sekretu v bunkach, pfi¢emz mensi
davkou acetylcholinu méné alterované Clara bunky stfadaly aktivnéji. V dalsi fazi
pak nastoupila stimulace Clara bun¢k k vyluovani sekretu, které bylo po aplikaci
vétsi davky acetylcholinu intenzivngjsi. Obrazova analyza cytoplazmy Clara bun¢k
prinesla statisticky vyznamny pokles priimérné velikosti granul u kraliku, jejichz
plice byly odebrany 5 minut po aplikaci vétsi davky acetylcholinu. Tento nalez Ize

rovn¢z vysvétlit urychlenou produkei drobnéjsich sekre¢nich granul.

K nasemu piekvapeni se nami pozorované morfologické zndmky vyluCovani
sekretu Clara bun¢k v obou skupinach kralikli, jimz jsme aplikovali adrenalin,

neodrazily ve statisticky vyznamné zméné relativniho poctu Clara bunék obsahujicich
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sekrecni granula ani poc¢tu granul nalezenych v cytoplazmé Clara bunék pomoci analyzy
obrazu. Alterace cytoplazmy, pozorovana zejména 20 minut po aplikaci adrenalinu,
ziejme zabranila vyraznéjsi reakci.

Mirn€, nicméné c¢asteCné statisticky vyznamné zvysSeny pocet Clara bunék
obsahujicich granula po inhalaci salbutamolu, beklometazonu i samotnych propelenti
obsazenych v tlakovych nadobkach odpovidd mirnému stiadani sekretu. Na rozdil od
epitelu trachey byly buiiky epitelu terminalnich bronchiolti inhalaénim podanim 1ékt
vice alterovany nez stimulovany.

Piekvapivé nendpadna byla reakce epitelu terminalnich bronchiolii na peroralni
podani mukolytické latky ambroxolu. Na zaklad¢ studii reakce trachealniho epitelu na
aplikaci mukolytik jsme oc¢ekavali vyrazné€jsi odpoveéd'.

c) Primérny pocet a velikost mitochondrii, které jsme zjistovali v ndhodné
zvoleném vzorku zabérli supranukledrni cytoplazmy Clara bunék, se statisticky
vyznamné (p < 0,05) zménily pouze ve skupiné kraliki, kteti inhalovali beklometazon.
Doslo ke zvyseni poctu a ke zmenseni mitochondrii jak oproti kontrolnim zvifatim, tak
ve srovnani s kraliky, ktefi inhalovali samotné propelenty. Tento nalez lze vysvétlit
vyraznéj§imi zndmkami patologické alterace cytoplazmy, ale vuvahu piipadd i
moznost, ze se projevila schopnost glukokortikoida stimulovat biogenezi mitochondrii.

2) Ve vsech sledovanych skupinidch doslo k vyskytu znamek patologické
alterace epitelovych bunék. Tyto znamky jsme pozorovali jak v bunkach fasinkovych,
tak v Clara bunikach.

V tasinkovych buiikdch se jednalo bud’ o znamky edému kortikélni cytoplazmy,
nebo o alteraci organel v hlubsich oblastech bun¢k. Edém kortikalni cytoplazmy, ktery
se projevil tvorbou apikalnich cytoplazmatickych protruzi, které narusovaly uspotadani

rasinek na apikalnim povrchu a nékdy zaujimaly do svého obsahu axonémy sousednich
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kinocilii, jsme zaznamenali hlavné po intravendzni aplikaci acetylcholinu v obou
davkach, intraven6znim podani adrenalinu, pfedevsim po 20 minutach od aplikace, a u
kralik, kteti stravili 4 dny v normobarick¢é komote jak s hypoxickou, tak
s normoxickou atmosférou.

Alteraci hlub$ich oblasti cytoplazmy, kterd se projevovala tvorbou drobnych
vezikul, zvySenym vyskytem lysosomul s heterogennim obsahem a multivezikuldrnich
télisek, dilataci prostorti endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu a zménami
mitochondrii, jsme nalezli ve vSech experimentalnich skupinach. Lisil se pouze stupeil
poskozeni. Nejvyrazngj$i znamky alterace cytoplazmy fasinkovych bunék jsme
zaznamenali u kralikd 5 minut po aplikaci vy$s$i davky acetylcholinu, 20 minut po
podani adrenalinu a po ¢tyfdenni hypoxii.

Poskozeni cytoplazmy Clara bunék se projevovalo predevsim dilataci tubulil
hladkého endoplazmatického retikula, které se u téchto bunck vyskytuji hojné v apikalni
¢asti. Dilatované tubuly n¢kdy zcela vypliovaly apikalni ¢asti takto poskozenych Clara
buné¢k a dochazelo pak i k rozpadu bunék a k uvoliiovani cytoplazmatickych struktur do
lumina termindlnich bronchiol. Tuto situaci jsme zaznamenali 5 minut po aplikaci
vyssi davky acetylcholinu, 20 minut po podani adrenalinu, 30 minut po inhalaci
beklometazonu a po ¢tyfdenni hypoxii.

Dalsimi projevy alterace v Clara bunkach byly dilatované prostory granularniho
endoplazmatického retikula a Golgiho komplexu a alterace mitochondrii. Tyto zmény
jsme pozorovali rizn¢ vyjadiené ve vSech experimentalnich skupindch. Zajimavym
nalezem bylo, ze nékdy dochdzelo k diametraln¢ odliSnému stupni poskozeni dvou
sousednich Clara bun¢k nebo jsme dokonce vedle alterované Clara buiiky nalezli Clara
bunku zcela intaktni.

3) VSechny naSe nalezy v epitelu termindlnich bronchiolti jsme porovnali
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s nalezy v epitelu trachey. Nékdy jsme porovnavali naSe vysledky se starSimi pracemi
hodnoticimi epitel trachey po totozném experimentalnim zakroku, nékdy jsme soucasné
hodnotili epitel terminalnich bronchiolii a trachey u tychz kralikii. Vzdy jsme museli
konstatovat, ze epitel trachey, pfedevSim sekrecni pohéarkové buinky, reagoval na
experimentalni zasah podstatné vyraznéji nez epitel termindlnich bronchiola.
V trachedlnim epitelu jsme ve vSech skupindch nalézali stimulaci poharkovych bunék
k uvoliiovani sekretu, ktera casto vedla k degeneraci vyprazdnénych bunck a né¢kdy i
k nasledné diferenciaci novych sekre¢nich elementii projevujici se zménou distribuce
poharkovych bun¢k v epitelu. V epitelu termindlnich bronchiolli jsme zaznamenali
obvykle jen kvantitativni zmény v distribuci sekrecnich granul v Clara buikéach
naznacujici stimulaci bunék k produkci sekretu a jeho stfadani, méné Casto jsme
nachazeli morfologické znamky uvoliovani sekretu. V zddné skupiné jsme
nepozorovali vyznamné zmény v distribuci bun€k v epitelu.

Ze studovanych experimentalnich zakrokd nejvice stimulovalo Clara bunky
intravendzni podani aminophyllinu a acetylcholinu a subakutni hypoxie. Naopak
intravendzni podani adrenalinu a mukolytického ambroxolu nevyvolalo Zzadné
kvantitativni zmény v Clara buiikdch. Poharkové bunky byly stimulovany rovnéz
nejvice po intravendznim podani aminophyllinu a acetylcholinu a po ¢tyfdenni hypoxii,
kdy se objevovaly znamky druhé faze jejich stimulace, tedy nartst poctu diferencujicich
se sekrec¢nich elementli doprovazeny zménou distribuce sekrecnich bunék v epitelu..
Pomérné vysoky stupen stimulace poharkovych bunék, kdy v epitelu prevazovaly zcela
vyprazdnéné a degenerované elementy, jsme vSak zaznamenali i po intravendzni
aplikaci adrenalinu, inhalaci salbutamolu a beklometazonu, peroralnim podani
ambroxolu i ¢tyfdennim pobytu v normobarické komote s normoxickou atmosférou.

Z porovnani reakce bunck epitelu termindlnich bronchiolti a bunck epitelu
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trachey vyplyva, Ze zatimco tasinkové bunky reagovaly na pouzité¢ experimentalni
zakroky riizné vyjadienou alteraci, sekrecni buiiky byly obvykle stimulovany k tvorb¢ a
uvoliiovani sekretu. Stupen této reakce sekrecnich bunék se vSak v obou studovanych
etazich dychacich cest vyznamné lisil. U poharkovych bunék jsme vzdy pozorovali
rychlou stimulaci nasledovanou degeneraci a eventudlné i diferenciaci novych bunck se
zménou jejich distribuce. U Clara bunék jsme zaznamenali jen v nékterych ptipadech
méné napadnou stimulaci doprovazenou alteraci cytoplazmy, ale jen vzacné degeneraci
a nikdy ne diferenciaci nebo zménami distribuce. Sekre¢ni aktivita Clara bunék, a tim i
celkova reakce epitelu terminalnich bronchiold, tedy mtize byt fizena odlisnymi faktory

nez sekrecni ¢innost poharkovych bunék epitelu trachey.
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