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Seznam pou itych zkratek

ADO index (age, dyspnoea, obstruction index) egposticky index kalkulovany dle ku, dusnosti a stupn
bronchiélni obstrukce

BODE index (body mass index, obstruction, dyspnegarcise tolerance index) - prognosticky index
kalkulovany dle indexu tesné hmotnosti, stuprbronchiélni obstrukce, dusnosti a @bni kapacity
CAT skoére (COPD assessment test) - test pro ohesi@bronické obstruki plicni nemoci

CB fenotyp - fenotyp CHOPN sipomnosti chronické bronchitidy (neboli bronchitjdienotyp)
CBF (ciliary beat frequency) - frekvence ciliarniahit

CF - cysticka fibréza a/nebo pacienti s cystickibudzou

Cl (confidence interval) - interval spolehlivosti

CHOPN - chronicka obstruki plicni nemoc

CV (coefficient of variation) - variani koeficient

DC - dychaci cesty

DLCO - difuzni kapacita pro oxid uhelnaty

EKG - elektrokardiografie

FEV; - usilovn vydechnuty objem za 1. sekundu

FEVs - usilovn vydechnuty objem za 6 sekund

GOLD (Global initiative for chronic obstructive Igrdisease) - Svova iniciativa o chronické obstruki plicni
nemaoci

Hz - Hertz

IC - inspirani kapacita

ICD - index ciliarni dyskineze

IKS - inhalani glukokortikosteroidy

LABA - long-acting beta2 agonist neboli dlouhodgb sobici beta2mimetikum

M-BODE - modifikovany BODE index

MCC - mukociliarni clearance

MMRC dyspnoea scale - modifikovana MRC Skala dunos

NMCC - nazéalni mukociliarni clearance

NMCCt - as nazalni mukociliarni clearance

Non-CB fenotyp - fenotyp CHOPN beZifwmnosti chronické bronchitidy (non-bronchiticlgntyp)
PFT’s (pulmonary function tests) - vy&ati plicnich funkci

RV - rezidudlni objem

SD - smrodatna odchylka

s (event.sec) - sekunda

SGRQ (St.George’s Respiratory Questionnaire) zddtarxemocnice Svatého Ji

TLC - totélni plicni kapacita

ZD - zdravi dobrovolnici

6MWT - six minute walking test neboli Sestiminutaest chzi
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Souhrn

Uvod: V poslednich letech se objevujkdzy o souvislosti mezi nazalnim a bronchialninti gosm u
chronické obstrukni plicni nemoci (CHOPN). Byla prokazanatpmnost symptom laboratornich a
patologickych znamek z&n i funk nich poruch v obou vySe zmirych &stech respiraniho systému.

P esto e posti eni mukociliarni clearance (MCC) jelelitym rysem CHOPN, o detailech nazalni
MCC u CHOPN subjektvime dosud velmi malo. V této praci byly studoy@amametry nazalni MCC

u pacient s CHOPN a u dvou kontrolnich skupin: zdravych debmik (ZD) a u dosplych trpicich
cystickou fibrozou (CF) s cilem prokéazat a bli eppat posti eni MCC v oblasti nosni sliznice u
nemocnych s CHOPN.

Metody: Nejprve byl proveden pilotni projekt porovnavajiliarni aktivitu v oblasti nazalni a
bronchialni sliznice u 17 osob ve stabilni fazi MO Nasledn byla zahajena hlavniast prace -
observani studie zahrnujici 98 nemocnych s CHOPN a kbntrolni skupiny: 15 pacients CF se
srovnatelnymi plicnimi funkcemi jako osoby s CHORN39 zdravych subjekt(ZD) stejného \ku
jako nemocni s CHOPN. U vSech zkoumanych jedibglo provedeno meni asu nazalni
mukociliarni clearance (NMCCt) a mikroskopické tySei nativnino vzorku nazalni sliznice pomoci
digitalni kamery umo ujici kalkulaci frekvence cilii (ciliary beat fregocy - CBF) a analyzu jejich
pohybu (ciliary beat pattern).

Vysledky: V pilotnim projektunebyl nalezen rozdil v CBF sliznice dolnich (CBBnihialniho
vzorku 5.9 Hz# 1.2) a hornich (CBF nazalniho vzorku 6.0 Hz1.3) dychacich cest (p = 0.427).
Naopak byla zteln dokumentovana stdn vyznamna asociace mezi stupnciliarni dyskineze (=
0.733) v obou lokalitach. V hlavnasti naseho vyzkumu bylo nasledjist no, e nejrychlejSi MCC
(nejni i NMCCt) byla nalezena ve skupiiD (575 s, 95 % CI 522, 735) v porovnani s CHOBOY(

s, Cl 770, 1086) p < 0.01 a s osobami s CF (166Q1s899, 2553) p < 0.05. Frekvence ciliarnich
kmit (CBF) u nemocnych s CHOPN (5.9 Hz, CI 5.4, 6y Bignifikantn ni Si ve srovnani se ZD
(7.2 Hz, Cl 6.3, 7.5) p < 0.01. Také index ciliamhfskineze u nemocnych s CHOPN byl odlisSny
(vyraznjsi) ve srovnani se ZD (p < 0.001). Naslednou sabemou CHOPN skupiny byla zjista vice
redukovana MCC (vySSi NMCCt) a pomalejSi ciliarrekéence u nemocnych s bronchitickym
(expektoranim) fenotypem CHOPN v porovnani s non-bronchitickfyenotypem onemoari
(NMCCt : 1081 s, Cl 910, 1405 respektive 649 s5&l, 820 p <0.01 CBF: 54 Hz, CI 5.1, 5.8
respektive 7.0 Hz CI 6.2, 8.9 p < 0.001).

Zav r: Nas pilotni projekt nenalezl rozdil mezi ciliami parametry v oblasti hornich a dolnich
dychacich cest u nemocnych s CHOPN. V hlaasti naSeho vyzkumu pak byla potvrzena vstupni
hypotéza o pgtomnosti posti ené nazalni MCC u byvalych & s CHOPN. Nejvyrazisi stupe

posti eni byl patrny u osob s expektonam (bronchitickym) fenotypem onematin



Summary

Background: Associations between nasal and bronchial impantni@ve been repeatedly described
in chronic obstructive pulmonary disease (COPD) mehe nasal mucociliary clearance (MCC) in
COPD patients is not yet fully understood. We stddiasal MCC parameters in COPD patients and
compared them with healthy adults (HA) and withticyBbrosis (CF) patients with compromised
MCC.

Methodology: Pilot study of seventeen COPD patients withoutcenzation all of them were
examined to investigate and compare nasal and Iwahciliary beat frequency (CBF) and ciliary
beat patternMain observational study of 98 COPD ex-smokers argects from control groups (15
CF and 39 HA) evaluated for nasal MCC time (NMCatg by digital video microscopy of nasal
mucosa recording ciliary beat frequency (CBF) andwy beat pattern (index of ciliary dyskinesia).
Results: It was found no difference in mean ciliary beatjtiencies between nasal (6.0 H2.3) and
bronchial (5.9#1.3) mucosa (p = 0.427). We found medium associati degree of ciliary dyskinesia
( =0.733). In the main observational study: the NMQvas decreased in HA (575 sec, 95% CI 522,
735) compared to those with COPD (904 sec, Cl A086) p < 0.01 and decreased in those with
COPD compared to those with CF (1660 sec, Cl 88832 p < 0.05. CBF in COPD (5.9 Hz, Cl1 5.4,
6.4) was lower compared to HA (7.2 Hz, Cl 6.3, p5r 0.01. The index of ciliary dyskinesia in
COPD patients differed from HA (p < 0.001). We d&td higher NMCCt (1081 sec, Cl 910, 1405;
649 sec, Cl 531, 820) p < 0.01 and lower nasal (BB Hz, CI 5.1, 5.8; 7.0 Hz CI 6.2, 8.9) p < 0.001
in patients with chronic bronchitis phenotype (@Bmpared to non-CB patients.

Conclusions It was not found any difference in nasal and broalkchkiliary beat frequencies and
degrese of ciliary dyskinesia in our pilot studubSequently we confirmed the presence of impaired
nasal MCC in COPD ex-smokers. These impairments veg@parent predominantly in the CB

phenotype.
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1 Uvod do problematiky

1.1 Vyznam chronické obstruki plicni nemoci
V tSina z nas se boji ralok nicmén po jejich utocich, dle celostovych odhad, skoni sv j
ivot 5-10 osob/rok (114). Na druhou stranulgi n  stejny poet pacient m sic co msic umira na
chronickou obstrukni nemoc ,jen“ v nasi fakultni nemocnici. Aifpm se této choroby, s pdkud
kostrbatym a pro laiky obti n zapamatovatelnym jménem, témnikdo neobava. | psto, e
ka doro n vd sledku chronické obstruki plicni nemoci koni ivot p iblin 2 tisice obyvatel
eské republiky (122) (Obrazek 1). Ronemocnych a zemlych osob navic pormn vytrvale roste.
Stale stoupa i pet t ch, které choroba dostala do invalidnihaclldodu, tch, kterym vzala praci a

zhorsila jejich ivotni perspektivu.

Obrazek 1
Mortalita (po et zem elych / 100.000 obyvatel) v dsledku CHOPN umu a env eské republice a ve
Spojenych statech americkych (prezentovano se svolen prof. Vondry 2010)
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1.2 Popis onemocni a epidemiologie

Chronicka obstruki plicni nemoc (CHOPN) je v soasnosti pova ovana za zna heterogenni
syndrom s dominujicimi pulmonalnimi projevy a gm vyjad enym mimoplicnim posti enim
(16,32). Pulmonalni posti eni je asociovano ggmnosti ne zcela reverzibilni bronchialni obsteik
vznikajici postupn ( adu let) v dsledku neinfekniho zantu - jako patologicka reakce organismu na
chonickou inhalani expozici Skodlivym asticim a plynm (4,5). Mimoplicni posti eni se tyka
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zejména kardiovaskularniho a muskuloskeletalnihaktir CHOPN pedstavuje ponrn
frekventovanou p inu mortality, morbidity a sni ené kvality ivota8d). Globalni incidence,
prevalence a zavanost CHOPN v poslednich desetiestale roste (14). Ndpglad v zemich
Evropské unie postihuje v sasnosti nejmén4-6 % populace, v globalnim nitku pak odhadujeme

p itomnost tohoto postieni u 10 % osob starSich @0(11, 36, 122). Nejvyrazjsi incidence je u
senior, kdy CHOPN nachazime minimélnu 1/3 populace starSi 70 let (11). Existuji reélné
p edpoklady pro to, aby se CHOPN v horizontukalika let (2020) dostala na eti misto
celosvtového mortalitnino el ku (16, 56, 77, 83).

1.3 Etiologie
Hlavni pi inou CHOPN stale mtava koueni cigaret, které u ¥iny posti enych osob vede

k rychlejSimu starnuti plic (plicedhto osob starnou kdy i o 20 let rychleji, ne by odpovidalo jejich
biologickému vku). NejvyraznjSi riziko pak pedstavuje koweni cigaret zahajené gd 18. rokem
v ku (38, 66, 108). V rozvojovych i rozvinutych zemise vSak CHOPN nevyhyba ani celo ivotnim
nekuak m. Sofistikované odhady popisuji u 15 — 20 % osotienych CHOPN celo ivotni absenci
nikotinismu (10, 61). Mezi prokazana rizika pahhalace tabakového kaz okoli (pasivni koeni),
profesni inhalani expozice a expozice lbem vdechovani plynnych a drobnych (2.518) pevnych
astic z okolniho prostdi — napiklad z dopravy, pmyslovych exhalaci, lnem prace v zend Istvi

i p i doméacim spalovani fosilnich paliv aedta (26, 69). Zajimavé je, e tato ,necigaretovidika se

vice uplatuji ve vy$8im vku, a to zejména u en s ni i Urovni v4dni (69).

1.4 Patofyziologie

Aktivitou mnoha vyzkumnych tymse v oblasti CHOPN porm rychle dostavame na celularni a
molekularni drove (3-6). Pulmonalni komponenta CHOPN (charakterindvachronickym
progredujicim zartem, remodelaci a ne zcela reverzibilnim expiian omezenim proudi vzduchu)
ma nkolik vzajemn se pekryvajicich forem a me byt spojena s izn vyjad enymi systémovymi
projevy onemocmi. Tyto systémové projevy jsou prapedobn nezavislé na stadiu choroby
hodnoceném dle stuptbronchiélni obstrukce - tj. dle miry redukce RES, 104). Zcela individualni
kombinace plicniho emfyzému, chronické bronchitictysonické bronchiolitidy, intrapulmonalni cévni
patologie a posti eni skeletu, svah tukové tkan je z asti determinovana geneticky,asti ur ovana
pohlavim, typem rizikové inhalace, stavem nutrieeamnézou edchozich respiraich infekci,
porodni vdhou a dalSimi vlivy (60). Ndklad vyrazné snieni netukové lésné hmoty bylo
pozorovano asi u 25 % osob s CHOPN a bylo zjgt e pitomnost kachexie ma imy vliv na
pravd podobnost umrti (Obrazek 2) (103, 126). Do patafggie CHOPN se také promitajétné

kardiovaskularni, metabolické a dalSiepan interni komorbidity: kardialni nedostateost,
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ischemicka choroba srds, n které nadory, diabetes mellitus v edova choroba gastroduodena
(Obrazky 3 A-B). Perzistence chronického pulmor@niantu, pi iny abnormalni aktivity viastniho
imunitniho systému, potencialni autoimunitni rysy sgstémova extenze, yodn na plice
limitovaného, zartu pro nas stale stava zahalena mnoha nejasnostmi (109, 129). Nek@mnost
systémového posti eni (naglad slabost g n pruhované svaloviny) neni patrna pouze u subjekt
st kym stupn m plicniho posti eni, ale i u 0sob s mirnou obstiu& minimalni namahovou duSnosti
(101).

Obrazek 2

Kachexie provéazi pokro il4 stadia CHOPN a mé& negativni vliv na mortalitu,na prvni pohled je patrna
hyperinflace hrudniku, atrofie sval kon etin a etné ko ni krvaceni p ilé b systémovymi steroidy
(foto autor)
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Obrazek 3 A
Pokro ily plicni emfyzém s patrnym negativnim vlivem na dhstolické pin ni srde nich oddil , ervené
Sipky ukazuji mista, kde je patrna mechanicka kompese srdce expandujici plicni tkani (foto dr. Bro i}

Obrazek 3B
Paraseptalni plicni emfyzém u dlouholetého kuaka, b hem n kolika m sic doSlo ke vzniku rozsahlé
expanze v oblasti mediastina vpravo (p nemalobun ném karcinomu plic) (foto dr. Bro ik)

2011 A
Img Tm: 14:41:35.2
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1.5 Patologie

Patologickou podstatou CHOPN je chronicky,zmstuajici, primarn neinfekni zant v oblasti
plicniho parenchymu, velkych bronghbronchiol a plicnich cév vyvolany abnormalni reakci plicni
tkdn na chronickou inhalai expozici plynnym i pevnym Skodlivinam (pevnéastice, plyny, pary).
Tento trvale progredujici zédh ma nkteré autoagresivni rysy (zamené napklad proti
intrapulmonalnimu elastinu) a multiorganovy chaeaktl6). Na patologii choroby seznou mrou
podili: plicni emfyzéms ireverzibilni destrukci sty alveol, duktul a sakul, chronicka
bronchiolitida s chronickou exsudaci ve sliznici asociovanoulsl@ai infiltraci progredujici a do
tvorby lymfocytovych agregata s peribronchiolarni fibrotizaci spolu sitpmnosti ped asného
kolapsu bronchiol b hem expiria a chronickd& tracheobronchitida hypersekci hlenu, hyperplazii
pohérkovych burk, hypertrofii a metaplazii podslizmich lazek, dla dicobun nou metaplazii a
povSechnou poruchou mukociliarni clearance (MCQ) {4.3). Ka dy nemocny ma zcela individualni
pom r mezi emfyzémovym posti enim a progresivni browditidou, p ipadn bronchitidou (58, 59,
89). Systémové dopady CHOPN jsoetelné zejména v pn pruhované svalovin(progresivni
atrofie pi n pruhovaného svalstva kagtin a trupu), dpadn ve skeletu (akcelerovana osteopordoza).

1.6 Genetika

Geneticka vySatvani nemocnych s CHOPN (zatim spiSe experimehtiloarakteru) analyzuji
p itomnost rznych nukleotidovych polymorfism (single nucleotide polymorphisms — SNPSs)
v n kolika chromozomalnich oblastech pova ovanych zdlasigen ovliv ujicich vznik a vyvoj
ur itych typ CHOPN. Tyto tzv. kandidatni geny zahrnuji mimoéjirgeny matrix metaloproteinaz
(MMP) 1, 2, 9 a 12, gen pro tkdvy inhibitor MMP 1, gen pro surfaktant protein Aden pro
transformujici rstovy faktorbl, Hip gen, EPHX1 gen, SERPINE2 gen, GSTP1 gen, BDBen a
adu dalSich (117, 118). které SNPs jsou asociovany spiSe s postienim dychacest -
(bronchitida a bronchiolitida) a jiné s posti eniplicniho parenchymu (plicni emfyzém),ipadn
s astymi exacerbacemi (60). Genetika CHOPN je v3akrz komplikovana, nebose na jejim
vzniku a progresi podili porm velky po et gen. Tyto geny se soasn zapojuji do vzniku dalSich
p evan internich komorbidit a soasn etné genové lokusy asociované s internimi komadoiaii
mohou ovliv ovat i progresi CHOPN. Novse proto m eme setkat s pojmpisease Gene Network
(DGN - skupina genzodpovdnych za stejnou nemoclluman Disease NetworkHDN — skupina
chorob spojenych tim, e jsou asociovany s minimjednim spolenym genem) aDiseasome
(kombinovana sada vSech zndmych asociaci mezi lohgioa geny — vychazejici ze spojeni mezi
HDN a DGN) (3). S genetikou souvisi také pojem\atdichoroby (disease activity) tykajici se stupn
aktivace biologickych procesvedoucich k progresi onemocen — je pravda, e v oblasti CHOPN o ni

moc nevime. Vzhledem kmto skutenostem se rutinni klinické uplatmi genetickych metod na poli
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CHOPN jevi jako db h z daleké budoucnosti (3).

1.7 Klinické projevy

Hlavni klinickym projevem CHOPN je nepochybdusnost. Nejprve byva vyvolana relativh
velkou namahou (clzi do schod i do kopce, dobihanim na autobus), pgzeznika i pi mén
vyrazné zati (ch zi po rovin se zati, domacim Uklidu nebo praci na zahrad Nakonec je
posti eny lov k dusny v prb hu zcela nepatrné fyzické aktivity (ranni hygieollékani a svlékani).
Urove vnimané dudnosti je individualni, zjevmyrazn i u en (34). Ke zhodnoceni stupdu3nosti
se ve svt mezi pneumology vyu iva zejména MRC dotaznik (TiebW) (7, 16, 27, 34, 80).

V tSina osob s CHOPN také kaSle. KaSel obvykle bywdbl(n u 2/3 postienych osob)
produktivni s maximem expektoracehlem rana a dopoledne (64).Kte i nemocni vSak kaSlou zcela
bez expektorace sputa (asi 20-30 % pacisf@HOPN).

DalSim projevem CHOPN byva nespecificky paait ny tvaru hrudniku spojeny s vnimanim jeho
zv tSeni a rozta eni a fpadn i s pocity tlaku i seveni v oblasti hrudi. V obdobi akutniho zhorSeni
(exacerbace) pak naSi pacienti popisuji symptomshlazeni, asto se opakujici hem jarnich a
podzimnich msic (Obrazek 4).

Osoby s velmi tkym a t kym stupn m onemocnni (dle GOLD klasifikace) trpi hypoxémii
s Unavou a postupnym rozvojem centralni cyan6zpadn s projevy pravostranného kardialniho
selhavani (32). Bpadna hyperkapnie ma za nasledek poruchu Urewttomi, dezorientaci, zmatenost
a rozvoj kdbmatu.

Plicni projevy jsou asto spojeny s mimoplicnimi. Nejst jSimi extrapulmonalnimi symptomy
byva svalovd Unava a slabost, deprese, bolesti hasti bicha, nechutenstvi a redukce vahy, otoky
dolnich konetin, pipadn stenokardie. Symptomy CHOPN sekdy p ekryvaji s nkterym internimi
komorbiditami (hlavn s ischemickou chorobou srag) a u ka dého nemocného tak nachazime zcela

individualni obraz tohoto onemoani (32).
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Obrazek 4

Stabilni klinicky pr b h onemocnni byva u n kterych nemocnych opakovan naruSovan epizodami
zhorSeni (tzv. akutnimi exacerbacemi), them terapie exacerbaci jeasto nutna hospitalizace na JIP.
Pacient na intermedialnim | ku plicni kliniky s neinvazivni ventila ni podporou aplikovanou pomoci
nazalni masky (foto autor)

-II\-/IaFg(u:”E?/Iédical Research Council) skére dusnosti (val dle Fletchera 1952 a Celliho 2008)

Dusnost dle MRC | Popis stupn dusnosti

0.stupe bez duSnosti pb né fyzické aktivit , duSnost jen pvelké namaze (clze do kopce)
1.stupe obti e s dychanim prychlé ch zi po rovin ipich zi do nepatrného kopce
2.stupe pro dusnost je ¢ba chodit pomaleji ne lidé stejnéhoku

3.stupe zastaveni pro dusnost po 100 inpo n kolika minutach chze po rovin

4.stupe dusnost p minimalni namaze (oblékani, svliékani, ranni hggjei v klidu

1.8 Diagnostika a monitorace nemocnych
CHOPN je z hlediska funkce plic charakteriztwéomezenym exspimaim pr tokem vzduchu
v dolnich dychacich cestach, jen neni zcela rabéré (na rozdil od vtSiny nemocnych
s bronchialnim astmatem) (90). Bronchialni obsteufak tuto expirani limitaci nazyvaji anglosaské
zdroje) obvykle postupn progreduje. Rychlost deklinace plicnich funkci. (tychlost progrese
17



bronchialni obstrukce) je vSak zcela individualiejspolehlivjsi diagnostickou metodou stale
z stava provedeni spirometrického vysei, pomoci metody ptok — objem, provedené ¢d
podanim a po podani bronchodilatainhalani |€ by (bronchodilatace se provadi regt jSi inhalaci
salbutamolu) (Obrazek 5). Prapostbronchodilatani hodnoty FEY jsou pak zakladnim parametrem,
jen dosud uruje celkovou ti i onemocmi (klasifikace dle Suwove iniciativy o chronické obstruki
plicni nemoci — GOLD uvedena v tabulce 2) (32, 102)

Jinak v oblasti diagnostiky a monitorovani msoCHOPN v sowasnosti existuje velké mno stvi
kontroverzi. Mezinarodnimi standardy zatimstavaji nevyslySeny etné diskuse o tom, které
spirometrické parametry jsou nejlepSi pro idendifik bronchialni obstrukce: zda je ujici pomr
FEV./FVC, i FEV:/VCmax nebo FEVFEVs pipadn zda hranici mezi normou a patologii
p edstavuji fixni pomry 0.75 a 0.70i spiSe dolni limit normality (LNN) (52, 86). Dal$itazniky
z stavaji nad provedenim a interpretaci bronchodihdlter testu: nevime, které léky lze pou ivat (jen
salbutamol i sekvenni kombinaci salbutamolu a ipratropia), neni jasre,jak dlouho meme
provadt kontrolni spirometrii a jak posuzovat izolovanyegtup FVC i p ipadny pokles RV
(provadime-li bodypletysmografii) bez s@sného vzestupu FEVNevime ani to, jak Ize zapracovat
do standard nepochybn mén vyraznou reverzibilitu bronchialni obstrukce u €87). Vahame i
s interpretaci pozitivnich hodnot bronchodilati@h test — nevime, zda je to tato pozitivita citlivym
ukazatelem pdnajici exacerbace, znamkou nespravné diagndzykemeam overlapu s astmatem
signélem pro efektivni pou iti inhalaich steroid (37, 85, 121).

Souasné mo nosti sledovani progrese nemoci ipguin detekce pozitivniho I&€bného efektu
jsou v rutinni praxi eskych a slovenskych ordinacit$inou soused ny pouze na porkud povrchni
rozbor anamnestickych dat, na fyzikalni a spiroroledr vySetovani. To je skuten smutny obrazek,
nebo spirometrické parametry jsou malo citlivé k postéad zmn plicni hyperinflace a redukované
tolerance zate. P itom ji n kolik let mame k dispozici levné a nepam U inné mechanismy k
monitoraci dopadu CHOPN na nemocné: klasicky BORED4) index, modifikovany BODE (2009)
index, ADO index, Zungv i Beck v dotaznik deprese, CAT skére a SGRQ (Tabulky 3 @8, 17,
92). V poslednim roce byly validovany i dalSi dotikové nastroje ke sledovani nemocnych —
pom rn jednoduché dotazniky: CDLM (Capacity of Daily itg during the Morning questionnaire)
a GCSQ (Global Chest Symptoms Questionnaire) (82).
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Tabulka 2

Klasifikace CHOPN dle Sv tové iniciativy o chronické obstruk ni plicni nemoci (tzv. GOLD klasifikace)

Stadium CHOPN

Plicni funkce dle postbronchodilatd

Klinické parametry

dle GOLD hodnoty FEV (% nale itych hodnot) a

pom ru FEV4/FVC
Stadium |. normalni hodnota FEV (2 80 % n.h.) libovovna symptomatologie
(lehky stupe) sni eny pomr FEVy/FVC (< 0.70) (n kdy namahova dusnost)
Stadium II. sni eni FEV; (50-79 % n.h.) libovolna symptomatologie

(stedn t ky stupe)

sou ash redukce FEVFVC (< 70 %)

(obvykle namahovéa dusnost)

Stadium lll.
(t ky stupe)

vyrazneé sni eni FEY(3049 % n.h.)
sou ash redukce FEVFVC (< 70 %)

obligatni dusnost pb né aktivit ,
prolongovana obdobi nachlazeni
s progresi dusnosti, bez projev
plicniho srdce (cor pulmonale)

Stadium IV.
(velmi t ky stupe )

extrémni sni eni FEY(<30 % n.h.)

p ipadn vyrazné sni eni FEY(30-49
% n.h.) spolu s ftomnosti plicniho
srdce, v dy souasn redukce
FEV./FVC (< 70 %)

asto zjevné projevy plicniho srdce
(dle kliniky, EKG i ultrazvuku),
p ipadn polyglobulie

Legenda:

FEV; - usilovn vydechnuty objem za 1.sekundu, FVC — usilovndniitéapacita, % n.h. — procenta nale ité

hodnoty

Tabulka 3

Modifikovany BODE index ( Puhan 2009 — publikovandez Uprav se svolenim autora)

Parametr 0 bod | 1 bod 2 body | 3 body | 4 body 7 bod 9 bod
BMI [kg/nT] >21 | £21

FEV, padoronchodilatani 365 |336-64 | £35

[% p edpoklddanych hodnjot

MRC Skala dusnosfD-4] 0-1 2 3 4

6 MWT [m] 3 350 3 250-349| 3 150-249 | <150

Legenda:

Zkratky: BODE — index tesné hmotnosti, bronchialni obstrukce, dusnostetwi kapacity, FEY- usilovn

vydechnuty objem za 1. sekundu, MRC Skala dusnéisila dudnosti dle Medical Research Council, 6 MW

Sestiminutovy test clzi
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Tabulka 4

ADO index ( Puhan 2009 — publikovano bez Uprav se/glenim autora)

Parametr 0 bod 1 bod 2 body 3 body 4 body 5 bod
V k [roky] 40-49 50-59 60-69 70-79 80-89 |3 90
MRC 3kala dusnosfD-4] 0-1 2 3 4

FEV; pobronchodilatani 3 65 3 36-64 | £35

[% p edpokladanych hodnjot

Legenda:
Zkratky: ADO - v k, duSnost, obstrukce, FEVusilovn vydechnuty objem za 1. sekundu, MRC Skala dusnost
- Skala dusnosti dle Medical Research Council

Obrazek 5
Pacientka b hem spirometrického vySeteni (na stole je inhalator se salbutamolem nutnym grovedeni
bronchodilata niho testu) (foto autor)

1.9 Terapie

| pes vyrazné vyzkumné Usili poslednich dvou dekde sidexistuje jasna a iana terapeuticka
strategie, je by dokazala spolehlizastavit prb h tohoto onemocmi a zvrétit negznivy trend
progresivniho poklesu plicnich funkci, ipadn zastavit pulmonalnii systémovy zart. Hlubsi
porozumni patofyziologii onemocmi s nalezenim th spravnych ,kliovych mist“ pro psobeni
medikace je proto pro budouci &ébu CHOPN zcela zasadni (4-6, 16, 17, 52, 53, 89) .

Co m eme provést v solasnosti? Léebné intervence u CHOPN jsou nepochylininn jSi
Vv po ate nich stadiich onemocni (21). Souasn je vSak znamo, e \Sina nemocnych asné
diagnostice unika. Kromosob v prvnim i ve druhém klinickém stadiu (dle GOLD) nejsoasto
sledovani a léeni ani pacienti s anamnézou akutni exacerbace).(N&jkauzalnjSi a nejfektivnjsi
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Ié ebnou modalitou i v roce 2011 stava podstatna redukcelépe uplné ukoreni vSech rizikovych
expozic. Zakladnim udr ovacim lékem je inhala aplikované tiotropium (112), jpadn jeho
kombinace s dlouhodobp sobicimi beta2mimetiky (LABA), salmeterolem,igmdn formoterolem
(podavané 2 x denh a nyni nov s indakaterolem (1 x denn Pinos terapie inhalaimi
glukokortikoidy (IKS) patrny z rkolika starSich observaich studii nebyl u nemocnych s CHOPN
dosud prokdzan adnymi akceptovatelnymi randomingwai  studiemi (73). U nemocnych
s CHOPN a se zvySenou hodnotou bronchialniho N® tefapie IKS (flutikazonem) byla spojena se
zlepSenim symptomi se zlepSenim plicnich funkci (FEM(71). Navic efekt kombinované terapie
(IKS+LABA) je patrny i u osob spgkryvem mezi CHOPN a astmatem u nemocnych

s opakovanymi exacerbacemi. Otazka IKS a CHOPNJ§ke otevena a neni uspokojivdo eSena.
Protizantlivou alternativu inhalanich steroid p edstavuje zcela novy selektivni inhibitor
fostodiesterazy 4 — roflumilast, jen je prvnim &k na poli CHOPN, jeho preskripce seli ist
fenotypicky (je indikovan u osob ve lll. a IV. kickém stadiu trpicich bronchitickym fenotypem a
opakovanymi akutnimi exacerbacemi).

Naopak zcela jasna jsou data podporujici upaei vyu ivani metod komplexni pulmonalni
rehabilitace, zejména jeji pohybové komponenty kapiné ve form pravidelné submaximalni
aerobni zate (nap iklad submaximalni zat na rotopedu nebo na hatku, a to 3 x tydnpo dobu 45-
60 minut v obdobi 12-16 tydh Pulmonalni rehabilitace imaSi mnoho benefit (v . Ustupu
symptom, prodloueni ivota a vyrazného zlepSeni jeho kgl a je pouitelna u vSech
symptomatickych stadii tohoto onemonn (zcela nezavisle na FENV (Obrazky 6,7,8). Nutrni
intervence (zmnou jidelniku, sippingem i enteralni vy ivou) je efektivni zejména u osomisSim
(E 21) BMI (Obrazek 2). Velmi vhodné je pou iti angidresivni medikace (deprese postihuje a 40 %
osob s CHOPN a prakticky vSechny nemocné s hypaxamsni enou mobilitou). V nasich zemich
jsou také znané rezervy ve vakcinaci respira hemocnych osob proti vim chipky a rovn proti
pneumokokové infekci.

Pro nemocné s nefimi stadii onemocmi (IV. stupnm dle GOLD, pipadn s hodnotou
klasického BODE indexd7) pak vyrazny benefit prodlu ujici ivot [naseji plicni transplantace,
p ipadn volumredukni operace plic - u vSech starSich osob nevhodkytcéinsplantani 1€ b (68).
Relativn nové léebné pistupy pedstavuji bronchoskopické volumredukce provédza pomoci
specialnich semipermeabilnich chlopni, biologickyepidel i horké péary. Po jejich aplikaci do
nejvice posti enych lokalit plice dojde k postuprmesuflaci a k uUplnému kolapsu plicniho

parenchymu nejvice posti eného emfyzémem a asm k reexpanzi relativnzdrav jSi plice (67).
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Obrazky 6, 7,8

Pulmonalni rehabilitace zahrnujici zejména pravidehou submaximalni pohybovou aktivitu, na
obrazcich jsou pacienti pi akutni exacerbaci (6), tsn po akutni exacerbaci (7) na JIP bhem 30
minutoveého aerobniho cvieni sval dolnich kon etin a posledni dva obrazky ukazuji nemocné (8), &ti
se prav U astni ambulantni pulmonalni rehabilitace (foto dr.AntuSova 6, 7 a autor 8A, 8B)

Obrazek 6

Obrazek 7
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Obrdzek 8 Aa B
A B

1.10 Prognoza

Progn6zu nemocnych s CHOPN repiv ovliv uji zejména akutni exacerbace. Jen iblin
poloviny exacerbanich pipad znadme jejich vyvolavajici pinu: infekci dychacich cest a plic,
rizikovou inhalani expozici, vypadek v pravidelné inhaha terapii, zjevnou dekompenzacikteré
kardialni i pulmonalni komorbidity. Na infelkich exacerbacich se samgm mohou podilet rzné
typy mikroorganism (velmi nepizniva byva neidka sekvemni nebo paralelni kombinace bakterii a
vir ). Vyrazna Kklinicka zavanost byla pozorovana hlava akutnich exacerbaci zmpbenych
Pseudomonas aeruginosa. Tyto Gram-negativikytyej astji nachazime u osob s &im stupnm
posti eni (s vysokym BODE indexem IV. stadiem CHOPN dle GOLD Kklasifikace), u suljek
s recidivujicimi exacerbacemi a také u nemocnydloshodobou terapii systémovymi steroidy (31).
U druhé poloviny nemocnych vSak neni pa akutni exacerbace jasna — kterych pacient z této
skupiny pi pe liv jSim vySeteni nachdzime kromakutni exacerbace i plicni embolizaczného
rozsahu, gpadn diskrétni diastolické kardialni selhavani, plenralvypotek nebo ventralni
pneumotorax (35). Pokud se kterykoliv pacient dustdo nemocnice s akutni exacerbaci CHOPN,
s pomrn velkou pravdpodobnosti hoeka dalSi exacerbai p ihoda, a pokud tato skute p ijde,
velmi pravdpodobn ho ek& teti a velmi z&hy i tvrtd exacerbani epizoda. Dle prvnich dat
z mezinarodni neinterveni multicentrické studie ECLIPSE (2008-2010) jeejmé, e nktei
nemocni maji zkratka ,sniu“, nebo trpi tzv. exacerbaim fenotypem onemocni a poet
exacerbanich pihod se rok od roku zvySuje, spolu se zryan vzestupem rizika umrti (47).
DalSimi rizikovymi faktory ped asného uamrti nemocnych s CHOPN jsou: postupné ahéams
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chronického respiraiho selhavani (hypoxémickéhao hypoxémicko-hyperkapnického), ipadn
progresivni rst plicni arterialni hypertenze s dekompenzacingiic srdce nemocni s CHOPN jsou
také vice ohro eni vznikem bronchogenniho karcinpmpoeumoniemi a dalSimi zava nymi (nejen

respiranimi) komorbiditami.

1.11 Perspektivy

DokonalejSi pochopeni mnoha iaCHOPN vetn vztah tohoto syndromu k ostatnim
onemocnnim m e snad pinést zasadni zmy do diagnostiky, prevence a zejména stale
neuspokojivé Iéby. Ze vSech thto d vod pova ujeme zakladni i klinicky vyzkum na tomto paa
velmi potebny. Co je nyni vhodné zkoumat? Dletsvych autorit naSeho oboru se perspektivnimi
tématy jevi napklad analyza jednotlivych fenotyp patrani po dalSich mimoplicnich lokalitach
posti enych bhem CHOPN, hledani rozdil i shod mezi CHOPN mu a en, epidemiologie
CHOPN u nekwdk , podrobnjsi geneticky vyzkum dvogat s rozdilnou inhalai expozici, analyza
vlivu radiace i chemickych latek z pmyslového znest ni, sledovani osob s klinickym gkryvem
mezi astmatem a CHOPN, zavedeni rutiqoou itelnych biomarker popisujicich jednotlivé faze
CHOPN, patrani po optimalnich furmkch parametrech urychlujicich diagnostiku a efekti
monitorujicich vyvoj onemocmi, ur eni prognostickych parameta mnoho dalSich témat (3). A
prav patranim po mimoplicni (nazalni) fornCHOPN a analyzou fenotypové odliSnosti se zabyva

nas vyzkum.
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2 Vychodiska, cile a hypotézy

2.1 Vychodiska
2.1.1 Bronchiticky a non-bronchiticky fenotyp CHOP

V minulosti pojem CHOPNasto zcela splyval s terminem chronicka bronchitidiani vSak vime,

e pouze ast nemocnych s CHOPN trpi chronickym produktivrikiaglem splujicim kritéria pro
chronickou bronchitidu. Chronickou bronchitidu stadefinujeme jako [tomnost produktivni
expektorace minimalnpo dobu 3 msic v jednom kalend&im roce, a to ve dvou a vice po sob
jdoucich letech (43). Pokud tedy pacient s ne zamlarzibilni bronchialni obstrukci trpi chronickym
produktivnim kaSlem, mluvime oipomnosti bronchitického fenotypu CHOPN (nebolize. fenotypu
chronické bronchitidy). Bronchiticky fenotyp CHOPbrazky 9 a 10) byva obvykle spojovan s
vyrazn jSi a rychlejSi progresi onemoen, s astjSimi exacerbacemi a s vysSim rizikem smrti
v d sledku respirani infekce (v porovnani s non-bronchitickym fenatgp (12, 43, 91, 120).

Na druhou stranu vSak existuji nemocni, uhnige chronicka bronchitida nikdy v @ hu
onemocnni neobjevi — mluvime o tzv. non-bronchitickém fgmpa CHOPN (4-6, 16, 17, 28, 60, 74,
89, 96, 98, 123-125). Pod pojmem non-bronchitickgotyp CHOPN rozumime takovou variantu
CHOPN, u které zcela absentuje dlouhodoba hlenadgmodukce, a proto chybi i chronicka hlenova

expektorace. Negst ji se jedna o osoby s vyraznym plicnim emfyzémeroré2ky 11 a 12).

2.1.2 Hlenova expektorace u bronchitického fenot@piOPN

Hlenova nadprodukce etiologicky souvisi s lypéckymi podslizninimi lazkami (hypertrofie
se tyk& zvtSeni potu mucindznich acin po et seréznich buk se tém nemni) a s hyperplazii
poharkovych burk respiraniho epitelu. Aby se onemoari projevovalo jako bronchiticky fenotyp,
je v tSinou teba, aby produkce hlerdosahovala 100 ml / den (107). MenSi mno stvi by e
odstranitelné - pomoci mukociliarni clearance jentkmaln posouvano do Ustni dutiny a poté
spolknuto. Navic ma respinai hlen nemocnych s CHOPN, v gsledku poruSené glykozylace,
pon kud jiné slo eni a chemicko-fyzikalni vlastnosti ém kyselosti, vice viskozity, mensi obsah
lyzozymu a laktoferinu) ne hlen zdravych osobhlen u jinych onemocmi pr dusek (nagklad
bronchialniho astmatu). Stoupa mno stvi mucinu BB r(i se navic i jeho forma na nizce nabitou
glykoformu neboli lcgMUC 5B), relativnklesa mno stvi mucinu 5AC a objevuje se mucin (€2,
obvykle neni v bronchialnim hlenu zdravych osobaodrs (96, 98). DalSim faktem stojicim za
rozvojem bronchitického fenotypu je poruSem@nost ciliarniho aparatu. A prailiarni komponenta
slizni ni o isty (tzv. mukociliarni clearance) je hlavnim vymkoym zamrem tohoto projektu (8, 39,
97, 98).
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Obrazek 9
Bronchoskopicky nalez pacienta s bronchitickym fentypem CHOPN - fenotypem
chronické bronchitidy (foto autor)

Obrazek 10
CT nélez nemocného s bronchitickym fenotypem CHOPNbez zjevnych zndmek
plicniho emfyzému, patrné ztlustni st ny bronch v pravé plici (foto dr. Bro ik)
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Obrazek 11
Bronchoskopicky nalez pacienta s non-bronchitickyrmeboli emfyzémovym
fenotypem CHOPN (foto autor)

Obrazek 12
CT nalez pacienta s non-bronchitickym fenotypem CH®N — paraseptalni a bulézni
emfyzém v hornich &stech obou plic (foto dr. Bro ik)
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2.1.3 Mucociliarni clearance a CHOPN

Mukociliarni clearance (MCC) zavisi na mnoistvslo eni respiraniho hlenu, na kaslacim reflexu
a v neposledniad na struktue a funkci cilii (asinek) respiraniho epitelu (9, 58, 59, 96, 97). Ka da
asinkova epitelialni bikka je na svém luminalnim povrchu za normalnich ésii pokryta pbli n
100-200 ciliemi, je koordinovan kmitaji oralnim smrem. Smr pohybu nazalnich cilii smuje
kaudaln a cilie bronchialni sliznice posouvaji cizorody ter@l kranialn. Ka dy ciliarni kmit se
odehravé ve dvou fazich. V prvni pozorujeme ryguftyb vzty ené cilie oralnim smrem, konce cilii
se dostavaji a k povrchovulo enym okrskm vazkého hlenu (gelu), do kterych jsou obvykle
zachyceny inhalované Skodliviny a tyto kmit za lemt posunuji (rkdy hovoime o fenoménu
eskalatoru). Ve druhé, pokud pomalejsi, fazi dochézi k navratasinky pohybujici se v této fazi sve
aktivity pon kud ,ni e, tj. ve vodnatém prostdi periciliarni tekutiny, nazyvané sol (9). Adetnia
ciliarni funkce je nepochybnnezbytna pro nale itou sama8 ovaci schopnost respira sliznice.
Tato mukociliarni aktivita je pravgpodobn u pacient s CHOPN redukovana. Zsti v d sledku zmn
ve slo eni a mno stvi hlenu (viz vyse) a prapsdobn také kv li p itomnosti asinkovych poruch
asociovanych s CHOPN s jeho [ébou. V obecné rovinse poruchy cilii vyskytuji v primarni nebo
sekundarni form P itomnost primarnich ciliarnich poruch je vzacn&tifost 1:16 000-20 000),
naopak pitomnost sekundarnich poruch ciliarni aktivity zekavat ast ji (nejen u osob posti enych
CHOPN). Prace tykajici se této problematiky jsoacr2. Dle literatury pouze vime, e se u osob
s CHOPN se zvySuje pet poharkovych burk v respirani sliznici dolnich dychacich cest ve srovnani
s bu kami ciliarnimi, je rovn redukovana délka cilii, dochazi také k ultrasturi@lnim asinkovym
zm nam: srostla cilia, cilia uzagna v periciliarnich pochvach, cilia s aberantndreemou (75, 96,
98). | kdy je ve vtSin praci zabyvajicich se patofyziologii CHOPN korstaha pitomnost
ur itého posti eni ciliarni &sti mukociliarniho aparatu, jeho detajii popis v literatue zatim chybi.

2.1.4 Koncept jednotnych dychacich cest u chorotoschialni obstrukci

Epitelidlni buky nazalni a bronchiélni sliznice maji velmi podébmorfologické a funkni
parametry (22, 23, 41, 99, 119, 127o bylo opakovan prokazano u zdravych osob. Koncept
jednotnych dychacich cest ma svou validitu také ktemych respiranich patologii dve striktn
pova ovanych za problém plic a/nebo dolnich dycblaaiest. V souasnosti je Siroce akceptovana
existence difuzniho posti eni respird sliznice (hornich i dolnich dychacich cest) nejecystické
fibrozy a primarni ciliarni dyskineze, ale i u bobialniho astmatu. Zejména atopicka forma astmatu
byva spojovana s klinickymi a funkimi projevy nejen v bronSich a bronchiolech, aleoblasti nosni
sliznice i ve vedlejSich nosnich dutinach. Vime riglad o tom, e nespecifickd nosni reaktivita
koreluje s nespecifickou bronchiélni reaktivitou asob s alergickou rhinitidou a bronchialnim

astmatem (65). Souvislost mezi bronchialnim astmage rhinitidou podporuji etné dalSi prace
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tykajici se epidemiologie (72, 128, 131), patolo(@8, 99), patofyziologie (29)munologie (106)

i 1é ebného pstupu (123) k alergické rhinitida bronchialnimu astmatu (127). Vyrazné projevy
posti eni nosnich dutin a nosu nachazime rown neatopické varianty bronchialniho astmatu (33).
V posledni dekad pomalu pibyva literarnich dkaz o tom, e obdobna situace je takatrna u

n kterych pacient s chronickou obstruki plicni nemoci (CHOPN), u kterych dochazi (krom
obligatniho posti eni bronchiélni sliznice) té ken ndm ve sliznici nazalni, a tyto zmy jsou navic

v obou lokalitach dychaciho systému podobné (3348157, 58, 77, 93, 111)etné studie prokazaly
p itomnost stejnych inhalaich rizik, obdobnou genovou expresi, koexistengngom z oblasti
hornich a dolnich dychacich cestsrty vztah mezi patologickymi nalezy materialu z wbasti
respiraniho traktu a rovn zndmky paralelniho funkniho posti eni (sni eni prchodnosti a zvySeni
odporu v celém pb hu dychacich cest) (25, 40, 45, 46, 48, 62, 7688994, 106, 115, 119).

NasSe pracoviStse péi o nemocné s CHOPN dlouhodola systematicky wnuje (61-63).
V ramci SirSiho projektu zameného na otazku mukociliarni clearance jsme nejproeedli “pilotni”
srovnavaci ciliarni parametry nativni sliznice kofon a nosni dutiny. Naslednjsme pak v ramci
vyzkumu podporovaného IGA MZR grantem vySetvali cilidrni charakteristiky nazalni sliznice u
v tSiho homogenniho souboru nemocnych se stabilnCIADOPN (viz dale).

2.2 Cile
2.3.1 Cile pilotniho projetu

Pilotni projekt (projekt BRONCHUS/NOS) mejprve za ukol zavést metodiku mikroskopického
vySetovani nativni respirani sliznice a poté posoudit, zda ciliarni parametagient s CHOPN ve

vzorcich nazalni sliznice koresponduji se stejngatametry sliznice bronchialni.

2.3.2 Cile hlavniho projektu

Primarnim cilem naseho hlavniho projektu @kbjNAZALNI CILIE) bylo porovnani ciliarnich
parametr respirani sliznice ziskané z oblasti nosni dutiny od nemyobh s CHOPN s néalezy u
zdravych osob stejného ku a dosplych subjekt posti enych cystickou fibr6zou se srovnatelnym
sni enim funkce plic.

Sekundarnimi cili pak bylo zhodnotit ciliactiarakteristiky u jednotlivych stadii CHOPN (dlesti
posti eni FEV;, pipadn dle stupn plicni hyperinflace i dle n kolika prognostickych inde® a
nalézt pipadné rozdily u osob se dwa nejastjSimi klinickymi formami (fenotypy) tohoto

onemocnni.
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2.3 Vstupni hypotézy
2.3.1 Hypotéza pilotniho projektu

Hypotéza prvniho (pilotniho) projektu (projeBRONCHUS/NOS) je prosta: mezi ciliarnimi
parametry epitelialnich buk ziskanych z hornich a dolnich dychacich cest &gbich CHOPN by
nem ly byt patrné zasadni rozdily. Jinak eno u osob s CHOPN Ize akceptovat existenci koncept

jednotnych dychacich cest zatim anou hlavn u nemocnych s bronchialnim astmatem.

2.3.2 Hypotéza hlavniho projektu

Svyuitim vySe popsaného konceptu jednotnydfichacich cest (pan-airways pattern) u
nemocnych s CHOPN Ize pomoci studia nazalnich biamsuzovat i na podobu bronchiélniho
posti eni. Na3 hlavni vyzkum (projekt NAZALNI CILIEbyl zahajen s nasledujicimi hypotézami:
1. u nemocnych s CHOPN bude nalezeritopinost posti eni nazalni MCC ve srovnani se zfnav
subjekty stejného ku, 2. toto posti eni bude vice patrné u osobcighi bronchitickym fenotypem
CHOPN.
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3. Soubor pacient, pou ité metody

3.1 Soubory pacientzahrnutych do obou projekt

VSechny subjekty zahrnuté do naSeho pilotnfirojektu (projekt BRONCHUS/NOS) byly
celo ivotnimi aktivnimi kuéaky s bronchitickym fenotypem CHOPN. Na naSi pndogioké klinice
byli podrobeni bronchoskopickému vy&sii v celkové anestezii pro vyraznou suspekci na
bronchogenni karcinom. Jednalo se o osoby ve vagchch stadiich CHOPN, tj.vzorek zahrnoval
Siroké spektrum nemocnych.

Osoby zahrnuté do hlavrasti vyzkumu (projekt NAZALNI CILIE) byly dlouhodob(nejmén 1
rok) sledovany pro CHOPN. Diagn6za CHOPN byla pe$¢ (jako souast projektu) ov ena adou
vySeteni (byl vylouen klinicky pekryv s bronchialnim astmatem a navic byli vyleni nemocni
s njakou zava njsi respirani komorbiditou). VSichni byli byvalymi kiéky (rozdil od pilotniho
projektu zahrnujiciho pouze aktivni &ky). Ti e CHOPN také zahrnovala vSechna stadiarmus ni
(soubor byl koncipovan tak, aby vm byla symetricky zahrnuta vSechna 4 stadia). Ngvic
porovnani s pilotnim projektem) byly v souboru zally rovn osoby trpici non-bronchitickym

fenotypem choroby.

3.1.1 Soubor nemocnych v pilotnim projektu (proRONCHUS/NOS)

B hem jednoho roku (2005-2006) bylo postuprySeteno 17 za sebou jdoucich nemocnych
s CHOPN (13 mu a 4 eny) prm rného vku 64.2 roku (47-8Qt 9.7) s prm rnou hodnotou
usilovného jednosekundového vydechu (FE®1 % (21-81+ 15). VSichni nemocni se podrobili
bronchoskopii v celkové anestezii zviddu diagnostiky suspektniho pneumoonkologického
onemocnni (primarni i sekundarni tumor postihujici centralni bronchgJHOPN u vSech
p edstavovala pouze Gtk itou komorbiditu, nikoliv bezprosedni dvod k bronchoskopickému
vykonu. CHOPN byla vdy ve stabilni fazi (minimélné tydn bez exacerbace) umayjici
nekomplikované provedeni bronchoskopického vykonuodb ru materialu k morfologickému
vySeteni. Distribuce zava nosti CHOPN dle stadii bylasledujici: lehky stupe dle GOLD - 3
pacienti, stedni stupe dle GOLD - 9 pacient t ky stupe dle GOLD - 4 pacienti a velmi ky
stupe dle GOLD - 1 nemocny. Terapie v dy odpovidala d#him standardn a doporuenim. Ve
vSech pipadech se jednalo o dosud aktivnidiy s prm rnou cigaretovou zat 42 bali korok (z
22.8). U vSech naSich nemocnych byitgmen bronchiticky (tj. expektorai) fenotyp onemocmi
(nikdo z pacient nem| non-bronchiticky fenotyp CHOPN). Studie byla sélena v ramci tzv.
Ciliarni studie (eSené jako grant IGA) Etickou komisi LF UK Hradecalkvé. VSichni Uastnici
podepsali informovany souhlas. Tatist vyzkumu nema adnou kontrolni skupinu.

31



3.1.2 Soubor nemocnych v hlavnim projektu (proAZALNI CILIE)

Zkoumany soubor byl inicialrtvo en 100 dosgymi osobami s jistou diagn6zou CHOPN (skupina
oznaena - CHOPN). VSichni tito nemocni byligdl zaazenim3 1 rok ambulantn sledovani naSim
klinickym pracovistm (aby bylo jasné, e se jedna oistou* CHOPN). Soubor osob s CHOPN byl
nahodn vybran ze vSech osob dispenzarizovanych pro CH@R&Kich dvou poradnach zabyvajicich
se bronchiélni obstrukci. Podrobny gpb vybru popisuje obrazek 13. Ve vSechipadech se jednalo
o byvalé kuaky s nejménp Iro ni abscenci aktivniho nikotinismu. Jejich respifaonemocnni bylo
minimaln 8 tydn bez klinickych znamek akutni exacerbace.

Projekt NAZALNI CILIE zahrnoval dv kontrolni skupiny. Jako prvni kontrolni skupinaldoy
vySeteno 15 dosgych pacient dlouhodob sledovanych v hradeckém Centru pro cystickou fibré
pi D tské klinice a Plicni klinice LF UK v Hradci Kraléva Fakultni nemocnice Hradec Kralové.
Tato kontrolni skupina (pracovimznaend - CF) byla vlastnjakousi pozitivni kontrolou, u které jsme
0 ekavali nalez redukované jinak postiené nazalni mukociliarni clearancekufiina CF mla
srovnatelné plicni funkce se skupinou nemocnyctH®EN. Druhou kontrolni skupinu nam poskytlo
vySeteni 39 respiran zdravych osob (oznani skupiny - ZD) stejného ku jako nemocni
s CHOPN. Tato kontrolni skupina byla teoa zdravotnickymi pracovniky Plicni kliniky a
Rehabilitani kliniky LF UK v Hradci Kralové a Fakultni nemace Hradec Kralové a osobami
sledovanymi v Poradnpreventivni kardiologie pro arterialni hypertepail. Interni klinice LF UK v
Hradci Kralové a Fakultni nemocnice Hradec Kraloyédnalo se o celo ivotni neldky (jejich
cigaretova zat dle anamnézy inila O - 100 cigaret / ivot). Nikdo ze skupiny ZBetrp | alergii, ani
ORL patologii, u adného z nich nebyla podavanavigielna nazalni medikace a ndmpozitivni
anamnézu na opena vykony v oblasti hornich dychacich cest. Skupfiia byla vlastn negativni
kontrolou, u které jsme neekavali pitomnost redukované jinak defektni nazalni MCC. Vzhledem
k recidiv aktivniho nikotinismu u 2 vySeinych osob (them vstupniho skriningu) se @ subjekt
ve skupin CHOPN sni il na 98 (Obrazek 13). Zakladni demoigta data a klinické charakteristiky
vySetovaného souboru a obou kontrolnich skupin jsou emgds tabulce 5. Také hlavni projekt byl
schvalen v ramci tzv. Ciliarni studieefené jako grant IGA) Etickou komisi LF UK Hradedkve.

VSichni G astnici podepsali informovany souhlas.
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Obrazek 13
Zp sob nadhodného vybru nemocnych s CHOPN
(z osob dlouhodob dispenzarizovanych na Plicni klinice FN Hradec Kréove)

620 pacients CHOPN
(vSichni nemocni s CHOPN v naSi dispenzariz

394 pacient s CHOPN
(nejmén 6 m sic bez aktivniho nikotinismu)

20facient 188 pacients mo nym klinickym pekryvem mezi
s jistou diagn6zou CHOF CHOPN a jinymi plicnimi chorobat

nahodna selekce 100 pacienCHOPN
(25 lehké, 25 sedni, 25 t ké, 25 velmi t ké stadium)

98 byvalych kuak s CHOPN * 2 pacienti (s lehkym stadiem CHOPN)
(23 lehkeé, 25 sedni, 25 t ké, 25 velmi t ké stadium) s recidivou aktivniho nikotinismu (dle Smokerlyzestu)

* Pouze tito nemocni byli zahrnuti do definitiverialyzy.

Tabulka 5
Zakladni demografické a klinické charakteristiky vySet ované skupiny nemocnych s CHOPN a obou

kontrolnich skupin CF a ZD (n 152)

Parametr / Skupina CHOPN ZD CF

Po et subjekt* 98 39 15
Pohlaviimu i/ eny ]* 79/19 22/17 6/9

V k [roky]* 65.1+9.3 63.249.6 26.3+8.3
Ku acké anamnéza ex-kak ** neku ak *** neku 4k ***
Nazalni medikace ne ne ne
Nazalni alergie ne ne ne

P edchozi nazalni chirurgie ne ne ne
Bydlist m stsk& oblast nstska oblast nstska oblast
Profesni inhalani rizika ne ne ne
Akutni respirani infekce ne ne ne
Chronické choroba plici CHOPN adna CF
dychacich cest

Chronické vykaslavani 65/98 0/39 15/15

Legenda:

* jselna data jsou prezentovana jako absoluste nebo prm ry a smrodatné odchylky
**  Stop-ku 4ctvi s kontrolou pomoci Smokerlyzeru
*** Celo ivotni neku &ctvi s kontrolou pomoci Smokerlyzeru

Anavic® 8 tydn bez exacerbace CHOPNCF

Po et pacient ze vSechlen skupiny
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3.2 Metodika vySebvani

3.2.1 Metodika vySebvani v pilotnim projektu (BRONCHUS/NOS)

Nemocni byli gjati ke kratkodobé diagnostické hospitalizaci (243y). Druhy den (nalao, bez
akutni expozice koeni cigaret trvajici nejménl2 hodin) byli na bronchoskopickém sale podrobeni
bioptickému odbru nazalni a bronchialni sliznice (kyretkou z oblagzalni sliznice, respektive
klest mi flexibilniho bronchoskopu z oblasti velkych bebn obou plic). Odbr byl proveden tsn
po Uvodu do celkové anestezie: intravenozni aniesteFentanyd, DiprivanO a Mivacror© (93).
Odb ry z obou lokalit byly provedeny soasn, a to dvma tymy (v dy Iéka + sestra). Podminkou
odb ru byla makroskopicky zcela intaktni nazalni a/nbbanchialni sliznice (bez krvaceni, bez hlenu,
bez jiné patologie). Nazalni odbbyl poka dé proveden pod imou vizualni kontrolou (nikoliv
naslepo) a to z oblasti kranialnésti dolni nosni skepy. Odbr z bronchu pak z oblasti kolika
interlobarnich a intersegmentéalnich karin (v dy roiroblast tumoru, tém v dy ve druhé plici).
VSechny odbry byly jemné bez krvaceni (krev je velmi potentrditiotoxickym initelem) (Obrazek
14). Nativni material z obouasti dychacich cest byl okam ipo odbru odeslan k mikroskopickému

vySeteni (Obrazek 15). Podrobny popis metodiky (obdabonéou projekt) je obsa en v kapitole 3.3

Obrazek 14
Odb ry nazélni a bronchialni sliznice byly provedeny so asn dv ma tymy (Iéka + sestra) bhem Gvodu
intraven6zni anestezie na bronchoskopickém saldo{o autor)
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Obrazky 15 A, B

A N kolik nativnich ciliarnich bun k (ciliarni lem ozna en Sipkou) respira niho epitelu z oblasti dolni
nosni sko epy, ciliarni aktivita je snadno monitorovatelna dky mo nosti p ehravat si obrazek po obrazku
(frekvence sniméani je 50 snimk/sekundu, tzn. 50 Hz) - 100 x z¥Seni p i vySet eni v zastinu

B N kolik nativnich ciliarnich bun k z oblasti respira niho epitelu velkého bronchu
(také zde je ciliarni lem znaen Sipkou) (ob fotografie autor)
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3.2.2 Metodika vy3ebvani v hlavnim projektu (NAZALNI CILIA)

Observani pr ezova studie byla provedena v naSi univerzitiviminoenici v prb hu ty let
(2005-2008). VSichni nemocni s CHOPN byli podrodamnplexnimu peSeteni stavu k ureni stadia
CHOPN, k verifikaci fenotypu a zejména k vyl@mi alternativnich respiraich diagnoz. U vSech
subjekt zaazenych do tohoto vyzkumu byla vylana pitomnost aktivniho nikotinismu: skupina
CHOPN byla tvoena vyhradn byvalymi kuaky a ob kontrolni skupiny (pozitivni kontrolni skupina
CF a negativni kontrolni skupina ZD) byly slo enycelo ivotnich nekudk . U vSech osob
participujicich na vyzkumu byly provedeny dva tezgm ené na ciliarni funkce: sacharinovy test
ur eny ke zhodnoceni nazalni mukociliarni clerance QN a digitalni video mikroskopie nativniho
vzorku nazalni sliznice analyzujici frekvenci a gpb ciliarnich kmit respiraniho epitelu ziskaného

biopsii nazalni sliznice.

3.2.2.1 Metodika vySezni pacient s CHOPN

U v8ech nemocnych s CHOPN jsme nejprve podrotboplnili anamnézu (etn zjist ni
p itomnosti nazalnich projey, provedli jsme fyzikélni vySetni, poidili EKG zaznam, odebrali krev
k laboratornim testn (v etn analyzyal-antitrypsinu a provedeni imunologického skriningeoté
byl proveden nativni sumai skiagram hrudniku a vedlejSich nosnich dutirSenv pacientm byly
podrobn vySeteny plicni funkce. Po zmeni arovn dusnosti (MRC Skalou) byli nemocni zdravotni
sestrou edukovani o dotazniku respmigkvality ivota (SGRQ) a tento poté sami vyplniRo odbru
sputa byl proveden test se Smokerlyzerem a naslda ciliarni testy (NMCCt zprava a odmativni
nazalni sliznice zleva). Nakonec se nemocni poti@St Sestiminutovému testu chi (nezbytnému
ke kalkulaci prognostického BODE indexu) a rovprovedeni potniho testu (Tabulka 6 a Obrazek
16).
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Obrazek 16
Provedeni potniho testu pi patrani po fenotypicky mén vyrazné form cysticke fibrozy
(u osob v ,Sedé zort i u hrani niho vysledku v dy nasledovalo genetické vySetni)

3.2.2.2 Metodika vySetni nemocnych s CF

U nemocnych s CF jsme krondestiminutového testu chi, kalkulace BODE a ADO index
provedeni potniho testu, vy3ai al-antitrypsinu a dalSich laboratornich odb(vSe ji provedeno
v rdmci pedchozi pée v Centru CF) respektovali stejny vy&etaci algoritmus jako u pacient
s CHOPN (Tabulka 6).

3.2.2.3 Metodika vysegni zdravych dobrovolnik

Se vSemi zdravymi dobrovolniky jsme nejprvephili anamnesticky dotaznik k vyloani
jakéhokoliv respiranihno onemocmi v osobni anamnéze, k ujist se o neptomnosti nazalni
medikace, k potvrzeni absence alergie a potvrzétdnpnosti celo ivotniho nekoeni. Poté jsme je
vyzvali k vypln ni dotazniku kvality ivota (SGRQ) a dale provedyzikalni vySeteni, skiagram
hrudniku a funkni vySeteni plic. Nakonec jsme u nich zkontrolovali neleni (Smokerlyzer) a
provedli dva asinkové testy (Tabulka 6).
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Tabulka 6
Wset ovaci schéma pou ité v ramci hlavni asti ciliarniho vyzkumu

Wseteni / Skupina CHOPN ZD CF
Anamnéza +

Fyzikalni vySeteni

+(4+|t

+
+
+

I
EKG +
Laboratorni testy (\etn +
imunologickych odbr
aal-antitrypsinu)

Skiagram hrudniku a vedlejSich + + +
nosnich dutin

Spirometrie +* + +**

DalSi metody funkniho vySeteni + - +
plic (bodypletysmografie a
DLCO)

MRC skéala dusSnosti + - -

SGRQ + + +

Smokerlyzer test + + T

NMCCt (sacharinovy test) — + + +
prava strana

Digitalni videomikroskopie + + +
nativniho vzorku nazalni sliznice
— leva strana

6MWT + - -

Potni test + - -

Legenda

Jednotlivé vySebvaci metody byly provedeny ve stejnémamti, v jakém jsou uvedeny v této tabulce

+Ano - Ne

- S cilenymi otdzkami zamenymi na pitomnost ty zakladnich nazalnich symptonpocit
zablokovaného nosu, ucpany nos, vytok z nosichaai

* Laboratorni vySeeni bylo provedeno pdtim v ramci pé v Centru cystické fibrozy nasi FN

**Spirometrie s bronchodilataim testem pomoci salbutamolu

Zkratky: CF — cysticka fibréza, CHOPN — subjektytgonickou obstrukni plicni nemoci, DLCO - difuzni
kapacita plic pro oxid uhelnaty, EKG - elektrokaglafie, MRC Skala dudnosti - Skala dusnosti déxiidal
Research Council, NMCCt -as nazalni mucociliarni clearance, SGRQ — Dotaxeikocnice Svatého o,
ZD — zdravy dobrovolnik, BMWT — Sestiminutovy tekt zi

3.3 Podrobny rozpis pou itych metod

3.3.1 Anamnéza

Anamnesticka data byla ena k vyloueni aktivniho nikotinismu a pkryvu s jinymi respiranimi
onemocnnimi, k verifikaci fenotypu CHOPN, k vyloeni akutni exacerbace v doB tydn p ed
zaazenim do studie, k posouzeni stugnsnosti (viz dale) a také k hledani nazalni¢hnak (cilen

patrano po pocitu zablokovaného nosu, ucpanéhqg posuwtoku z nosu a po kychani).

3.3.2 Fyzikalni vySeeni
Také fyzikalni vySeeéni bylo ureno kvyloueni akutni exacerbace, k posouzeni klinického
fenotypu CHOPN a k vyloweni alternativnich diagnoz.
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3.3.3 EKG
Pomoci EKG jsme monitorovali skut@u tepovou frekvenci (viz flohy), posuzovali gtomnost
plicniho srdce a vylwvali akutni formy kardialniho posti eni (akutnicieemii i poruchy srdeniho

rytmu).

3.3.4 Laboratorni testy
Laboratorni testy byly ueny hlavn k vylou eni alternativnich diagn6z (®tn imunodeficit,
deficitu al-antitrypsinu a fenotypicky ménvyjad ené cystické fibrozy), exacerbace CHOPN

p itomnosti jiné alternativni diagnozy.

3.3.5 Skiagram hrudniku a vedlejSich nosnich dutin
Také skiagram hrudniku a vedlejSich dutin fgsrslou il k vylou eni alternativnich diagnoz

(v etn pneumotoraxu, pleuritidy, pneumoniekardialniho selhavani).

3.3.6 Wseteni plicnich funkci

Kompletni vySeeni plicnich funkci (PFT’s) zahrnovalo vy®eti statickych a dynamickych
plicnich objem p ed podanim a po podani bronchodilaiamedikace (salbutamolu), jednodechovou
metodu vySetni transfer faktoru (difuzni plicni kapacity - DO a Sestiminutovy test chi
(6MWT). VSechny tyto metody byly ji dve popsany a byly provedeny dle aktuélnich navad
doporueni Americké hrudni spolaosti a Evropské respimai spolenosti (ATS/ERS) pomoci
p istroje ZAN 500 Body, Messgareate GmbH, Germany. (86

3.3.7 Dotazniky a prognostické indexy

Ka dy len zkoumané skupiny osob s CHOPN odmbil/na otazky tykajici se fomnosti nosnich
projev , dusnosti (dle MRC skaly) a respir kvality ivota (dle dotazniku nemocnice Svatéha -
SGRQ) (17, 63, 76, 88, 92). Ke konstrukci index ujicich prognézu (BODE, modifikované BODE
a ADO) jsme krom znalosti vku, vahy a vySky pacienta (nutné pro kalkulaci mdd lesné
hmotnosti) a stupnbronchiélni obstrukce (dle relativni hodnoty postizhodilataniho FEV) vyu ili
zhodnoceni miry duSnosti dle vySe uvedeného MR@zaiku a také meni tolerance zate pomoci
Sestiminutového testu chi (6MWT). Klasicky BODE i modifikovany BODE indexsou
determinovany pravparametry B (BMI), O (obstrukce), D (dusnost) dcki Ebni kapacita) — viz
tabulky 3 a 4. ADO index je pak wn A (v kem), D (duSnosti) a O (stupm obstrukce) (9, 17, 59).
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3.3.8 Verifikace absence aktivniho nikotinismu

U v8ech osob zahrnutych do naseho vyzkumulayiérolovana absence aktivniho keni (u osob
s CHOPN se jednalo o byvalé Kly a v pipad obou kontrolnich skupin pak o celo ivotni
nekudaky). K této verifikaci byla pou ita analyza CO wydechovaném vzduchu pomociigtroje
Micro4 Smokerlyzer, Bedfont Scientific Ltd., UK. fbaanalyza byla provedena v dy bezpresin
p ed zahdjenim obou ciliarnich test

3.3.9 Wseteni nazalni mukociliarni clearance (NMCC)

NMCC byla urena pomoci meni asu nazalni mukociliarni clearance (NMCCt). Ketzji
tohoto parametru byl pou it standardni sacharinoay (13, 15).

Vzhledem k tomu, e sacharin je znam spiSetvgvinaském prmyslu (kde se pod ndzvem E 954
pou iva jako umlé sladidlo pro diabetiky), je éba zdraznit skutenost, e sacharin pou ivany
v naSem vyzkumu byl praven panem docentem RNDr. Milanem Dittrichem,cCSha Katede
farmaceutické technologie Farmaceutické fakultyverzity Karlovy v Hradci Kralové. Jedna se o
sodnou sl dihydratu 1,2-benzisothiazolin-3-onul,1-dioxiddzhledem k vyraznsi (300 x vtSi)
sladivosti sacharinu v porovnani se sacharézowsifidgm kostkovym cukrem) stake vzniku silného
viemu sladké chuti pouze male mno stvi této krysta astice (Obrazek 17 A). Ve v je
standardizovano pou iti 1 mh(1.7 mg). Tato davka je zcela bezp&, nebo maximalni doporuena
denni davkaini 2.5mg/kg hmotnosti a letalni davka (LD 50) 2-17.5 g/kg .

Struny popis metody: Na horni povrch sliznice dolnimaskoepy (asi 1.5-2cm od jejiho okraje)
byla pod pimou vizualni kontrolou polo ena drobnéstice istého sacharinu (standardni velikosti
1mnt). Poté byl klidn sedici a lany pacient vyzvan k opakovanému (ka dych 30 sekyalykani,
dokud u nho nedoslo ke vzniku pocitu sladké chuti. Test bibn en okamit v pipad vzniku
tohoto sladkého viemui po 60 minutach — v fpad, e kvjemu sladké chuti do 1 hodiny lvec
nedoSlo (Obrazek 17 B). Jako vysledek NMCCt bylanamenana doba od aplikace sacharinového
krystalu na nosni sliznici a do prvniho pocitudité chuti. NMCCt u osob s CHOPN a u osob s CF
(ti. ve skupinach, ve kterych jsmeegpokladali pitomnost poruSené mukociliarni clearance a také
v tSi variabilitu NMCC) byl NMCCt kalkulovan ze dvdast provedenych ve dvou po sofsloucich
dnech ve stejnych okolnich podminkach (stejnd pmkojteplota 21°C a stejna relativni vihkost
60 %). U zdravych dobrovolnikbyl test proveden pouze jednou. \\{gad absence vjemu sladké
chuti po jedné hodinjsme do Ust vySetvané osoby polo ili sacharinovy krystal, abychom dli

p itomnost intaktnich a normalrfiungujicich chuovych receptor.
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Obrazek 17 A
Drobna (1 mm®) &stice krystalického sacharinu — viz Sipka
(sacharin ma piblin 300 x v tSi sladivost ne sachar6za) (foto autor)

Obrazek 17 B

Sacharinova astice je pomoci dlouhé pinzety jemnpolo ena na sliznici dolni nosni skoepy (pod p imou
vizualni kontrolou), od doby polo eni se hodnoti as do vzniku prvniho viemu sladké chuti — subjektini
hodnoceni pacienta (foto autor)

Obréazek 17 C

Odb r nazalni sliznice k mikroskopickému vySeteni je proveden jemnym kyretkovym strem bez lokalni
anestezie z povrchu sliznice dolni nosni skepy (i odb r je v dy proveden pod p imou vizualni kontrolou)
(foto autor)
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3.3.10 Digitalni video mikroskopie nativniho vzarkazalni sliznice

3.3.10.1 Odbr a zpracovani nativniho vzorku

Prou ky nazalniho epitelu ziskané podnpou kontrolou zraku rkolika jemnymi stry kyretkou
(Coakley 17cm/6 %, Rudolf Medizintechnik, Germany) z horniho povratalni nosni skapy byly
ulo eny do fyziologického roztoku (pH 5.5, Braungf@nany) v jamce podlo niho skka a pekryty
krycim skli kem (Obrdzek 17 C). Bezprostin po odbru bylo podlo ni skliko s epitelovymi
prou ky p emistno do cytologické laborate Fingerlandova Ustavu patologie. V ddkansportu bylo
skli ko se vzorky vdy uloeno v termoboxu (ppokojové teplot 20 - 2F C). V cytologické
laboratoi bylo ihned po pjeti podlo ni skli ko vySeteno pomoci suelné mikroskopie (Nikon
Eclipse 80i, Japan) (13, 20, 25, 42, 81, 87, 10@nrky byly vySeteny v zastinu p pou iti 100 x
zv tSeni a olejové imerze. Okoli vzorkylo ohivdno pomoci f externich zdroj tepla tak, e teplota
vzduchu v okoli podlo niho sklka dosahovala kesné teploty (37 C) a teplota uvnit jamky
podlo niho sklika b hem vySetvani dosahovala plin 25 C. Zaznam z5 - 7 epitelovych
prou k byl sniman pomoci digitalni video kamery (Sony XR 300, Japan) a ulo en v patn
po ita e (Obrdzek 18). Vzorkovaci frekvence kamery bylacb@azk /sekundu tj.50 Hz (24, 105).
Videosekvence byly naslediwypaleny na DVD a pozgl hodnoceny na Sirokém monitoru daa na
sob nezavislymi pozorovateli (hodnotiteli). V dr hu hodnoceni byl zaznam analyzovarhdm
normalniho pohybu, thhem zpomaleného pohybu cilii a také snimek po smir@ba hlavni ciliarni
parametry (frekvence cilidrnich kmit zp sob cilidrnich kmit) byly ur ovany pi bo nim pohledu na

ciliarni epitelovou buku (tzv. side profile) (Obrazek 15).

Obrazek 18
Mikroskop Nikon Eclipse 80i s p ipojenou kamerou SONY XC HR 300 — kamera oznana Sipkou
(foto autor).

(=
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3.3.10.2 Frekvence ciliarnich kmi(CBF)

Frekvence cilidrnich kmit(ciliary beat frequency - CBF) byla zjdvana pomoci standardniho
algoritmu (49-51). Skupina kmitajicich cilii byleedovana na obrazovce pta e a byl urovan poet
snimk nutnych k vykonani 10 Uplnych ciliarnich kmi{@9).

Hodnoceny byly v dy pouze neporusSené prou kgtivniho respiraniho epitelu s minimalnimi
celularnimi projekcemi (tzn. epitelové prou ky svimu i tém rovnou linii bunk, bez vyrazné
bun né prominence) a délkéu50nm, a to bez hlenu (110). Ciliarni povrch epitelowddnou ku byl
rozd len na pt oblasti s délkou flin 10nm. V ka dé (10nm) oblasti byla provedena dwn eni
frekvence ciliarniho kmitu (to znamena 10 Bni na povrchu ka dého epitelového prou ku).
Vzhledem k tomu, e u ka dého pacienta bylo hodmacé — 7 epitelovych prou ka vSechna meni
byla provedena dvakrat (nejprve hlavnim a potén& jdob i vedlejSim pozorovatelem), celkova
frekvence ciliarnich kmit byla kalkulovana z pomn velkého potu m eni (100 — 140 / osobu)
(Obrazky 18 A-D).

3.3.10.3 Zpsob ciliarnich kmit

K popisu zpsobu (i vzorce) cilidrnich kmit (ciliary beat pattern) byl op dv ma nezavislymi
pozorovateli (dale pou ivame terminu hodnotitelalgmovan ka dy epitelovy prou ek, a to pomoci ji
d ive publikovaného semikvantitativnino skérovani,(89). Zakladem analyzy zpobu ciliarniho
kmitu bylo pelivé sledovani cilii bhem ka dého cyklu zachyceného na videozaznamu. Eioim
dokon eny a koordinovany pohylasinek dopedu a zpt v pr b hu celého epitelidlniho prou ku byl
skorovan jako O (normokineze). Dyskineze byla dwféma jako abnormalni pohyblivosasinek
zahrnujici redukci amplitudy (tj. nedokany kmit) a/nebo tuhé, @petavé i Skubavée kmity (tj.
nekoordinovany pohyb). Dyskineticky se pohybuijitiecbyly skérovany od 1 do 3 v zavislosti na
rozsahu dyskinetickych zm v ramci epitelového prou ku: 1 — lehké a pouz&alai dyskinetické
zm ny, 3 — t ka dyskineze v prb hu celého epitelového prou ku, 2 —esin vyznamné dyskineze
(nespl ujici popis t ké ani lehké dyskineze). Z5 — 7 epitelovych pkou hodnocenych dwna
pozorovateli bylo ziskano 10-14 semikvantitativnfeidnot (dosahujicich hodnot od 0 do 3). Z nich
byl pro ka dého pacienta i zdravého dobrovolnika) vypé@an index ciliarni dyskineze (ICD) jako
modus vSech zjiShych hodnot. V gpad dvou mod byla zvolena hodnota bli Si medianu.

3.3.10.4 ZzjiSovani ciliarni akineze a dla dicobumé metaplazie
U ka dého pacienta jsme rovrpatrali po absenciasinkového pohybu a poipadné pitomnosti
dla dicobun né metaplazie (Obrazky 18 A, 18 B, 18 C, 18 D)zdé byl pou it velmi jednoduchy

skorovaci systém: jako skore 0 byla hodnocenaalgbsence akineze a dla dicobuné metaplazie
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ve vSech 5-7 epitelialnich prou cich od jednoho pnengho, jako skére 2 jsme uzel nalezy u osob
s totalni akinezi, respektive totalni dla dicobunou metaplazii ciliarniho epitelu ve vSech proutgic
skore 1 bylo pak ueno subjektm s pitomnosti akineze, respektive metaplazieasti prou k
nazalni sliznice (95).

Obréazek 18 A

Obrazek nazalnich cilii na epitelialnich bu kach — epitelialni lem oznaen Sipkou (normokineze)
(foto autor)

Obrazek 18 B

Obrazek nazalnich cilii na epitelialnich bu kach — epitelidlni lem oznaen Sipkou (dyskineze a akineze)
(foto autor)
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Obrazek 18 C
Dla dicobun né& metaplazie nazalniho epitelu — Sipka oznaje jednu z metaplastickych bunk
(foto autor)

Obrazek 18 D
V p itomnosti fragment epitelu s jednotlivymi bu kami bez souvislého epitelového prou ku (Sipky)
nebyl vzorek hodnocen (foto autor)
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3.3.10.5 Hodnotitelé

Jak ji zminno vySe, vzorky nativni nazalni sliznice byly aralyany v dy dv ma hodnotiteli
(pozorovateli). Prvnim (hlavnim) hodnotitelem bytapatolog (dr. TomSova) a druhym (vedlejSim)
pneumolog (autor této prace). VSechny ciliarni gnalbyly provedeny olbma hodnotiteli zcela
nezavisle (v jiny as) a zaslepen(bez znalosti vysledktoho druhého). Pro kontrolu bylo provedeno
také statistické porovnaniipadné variability i shody vysledk mezi obma hodnotiteli (viz déale
v kapitole 4).

3.3.11 Statistické zpracovani

3.3.11.1 Statistické zpracovani pilotniho vyzkumu

Pro statistické zpracovani jsme vyu ili progr&dCSS 2007 (metody deskriptivni statistiky, parovy
t-test a kappa (| koeficient). Ze vzork bronchialni i nazalni sliznice jsmei gtatistickém hodnoceni
pou ili nasledujici veliiny: pr m rnou ciliarni frekvenci (akineze nebyly zajtané jako frekvence
0), median ciliarni frekvence (akineze nebyly zdpané jako frekvence 0), modus indexu ciliarni
dyskineze (pro ghlednost jsme vytvdi 2 kategorie dyskineze 1+0 a 2+3j pvent. rovnosti jsme se
p iklonili k horSi kategorii), vyskyt akineze (0 néomna, 1 pitomna) a vyskyt metaplazie (0
nepitomna, 1 pitomna). Stran indexu dyskineze, akineze a meteplayl k vyhodnoceni shody
vysledk mezi nazalni a bronchiélni lokalitou vyu it kapga) koeficient (mira asociace - shody,
souvislosti). K vyhodnoceni miry asociace Ize katwtat, e v pipad absolutni velikosti
koeficientu< 0.4 je shoda pova ovana za malou, ippd  koeficientu 0.4-0.75 se jedna oestni

shodu a p hodnotach koeficientu> 0.75 se divAme na vysokou miru shody.

3.3.11.2 Statistické zpracovani hlavniho vyzkumu

Kvantitativni (iselnd) data jsou prezentovana jakonpm a smrodatna odchylka (meaSD),
p ipadn jako median s 95 % intervalem spolehlivosti. Kizlvni data jsou prezentovana jako @b
0sob a procenta osob s ou kvalitativni charakteristikou z celkového pw osob ve skupin

Pro porovnani dvou skupin byla kvantitativatal analyzovana pomoci t-testu (parametricka data)
nebo Mann-Whitneyi Kolmogorov-Smirnov test(neparametricka data).iBrovnavani vice skupin
byla pou ita analyza rozptylu s post-hoc Fisherovi8D testem (parametrickd data) nebo Kruskal-
Wallis ANOVA s post-hoc Dunnovym testem (s Bonfaitm modifikaci) v pipad neparametrickych
dat. Kvalitativni data byla analyzovdna Fisherovpresnym testem v kontingemich tabulkach.
Vzajemné souvislosti mezi promnymi byly ur ovany pomoci Spearmanova koreiétho koeficientu.
Hodnota p< 0.05 byla pova ovana za statisticky vyznamnou.

K porovnani dvou meni NMCCt jsme pou ili Bland-Altmanovu metodu a \ébixon v rank test.
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Pro ureni odchylek v parametru CBF mezi ata hodnotiteli (dr. TomSova a dr. Kobli ek) a mezi
r znymi m enimi stejnych vzork jednim hodnotitelem (dr. TomSova) byly avany variani
koeficienty: a) variani koeficient mezi obma hodnotiteli a b) variai koeficient mezi rznymi
m enimi od jednoho hodnotitele (re-analyza stejnyobtrlkr od 10 nemocnych). Variai koeficienty
v obou pipadech byly porovnavany pomoci Wilcoxonova rarstug51).

K analyze mezipohlavnich rozdite vnimani dusnosti byl pou it chi kvadrat test.

Rovn vSechny vypoty hlavniho projektu byly provedeny pomoci statisého softwaru NCSS
2007 (NCSS, Kaysville, Utah, USA).
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4. Vysledky

4.1 Pilotni projekt (BRONCHUS/NOS)

Vysledky pilotniho projektu vychazejici z vy&ni 17 pacient jsou uvedeny v tabulce 6. Pro
porovnani ciliarnich frekvenci (v lokalitbronchus a v lokalit nos) se statistickymi metodami
testovala hypotéza shody proti alternatineshody. Byl pou it parovy t-test. Pro pn ry frekvenci
ciliarnich kmit (CBF) byl vysledek testu (psna hladina vyznamnosti) p = 0.427, pro medianiz CB
p = 0.331 a pro modus indexu ciliarni dyskineze @.£19. V 4dném z porovnani nebyla zamitnuta
hypotéza shody, resp. lzéci, e nebyl nalezen rozdil mezi bronchialni a &az sliznici stran
frekvence ciliarniho kmitu (Graf 1)

K vyhodnoceni miry shody mezi nazalnimi a lefoa@lnimi indexy ciliarni dyskineze (modus ICD
0 i1 nebo modus ICD 2i 3) a pitomnosti (i nepitomnosti) akineze a metaplazie byl pou it kappa
( ) koeficient. U akineze dosahoval tento koeficier282 (malé shody), u dla dicobumé metaplazie
respiraniho epitelu 0.485 (sdni miry shody) a u indexu ciliarni dyskineze @.T&edni a vysoké
miry shody). Pehled vysledk nabizi lanek publikovany autorem této prace asopise Vnini
léka stvi v roce 2009 (62).

Tabulka 6

Souhrn vysledk ciliarniho vySet eni v rdmci pilotniho projektu (n 17)

sex |v k|FEV;| CHOPN/| bali koroky | B-CBF | N-CBF | B-ICD | N-ICD |B-akinezg N-akinezgB-metap|N-metap
M | 66| 66 1 90 7 7.15 2 2 1 1 0 1
M |47 | 69 Il 60 4.8 4.4 2 2 1 1 0 0
F | 60| 81 I 43 5.9 5.2 1 1 1 1 0 0
M |65| 64 Il 46 6 5.55 2 3 1 0 0 0
M | 73| 63 1 75 6 5.55 2 2 1 0 0 1
M | 69| 50 Il 40 5.95 3.95 2 3 1 1 0 0
F | 80| 63 Il 23 5.917 6.1 2 2 1 1 0 0
M [60| 60 Il 35 3.83 4.5 3 3 1 1 1 1
M |60| 54 1 63 5.15 4.15 2 2 0 1 0 1
M | 75| 54 Il 54 8.4 9.15 2 3 0 1 0 0
M |52]| 21 \Y 30 6.05 6.3 1 1 1 1 0 0
M |58| 81 I 40 N.A. N.A. N.A. | N.A. 2 2 1 1
F | 74| 81 I 5 8.3 7.3 0 0 1 0 0 0
M |69| 64 Il 51 5.75 5.72 1 1 1 1 0 0
M |51| 46 11 20 5.05 5.55 1 1 0 1 0 0
F | 56| 69 Il 8 5.05 5.65 1 2 0 0 0 0
M | 76| 45 11 23 4.95 54 1 1 0 0 0 0

Legenda:

FEV1 - usilovny jednosekundovy vydech (% nale itytlodnot), B-CBF - frekvence cilidarniho kmitu z
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bronchialniho vzorku, N-CBF - frekvence ciliarnikmitu z nazalniho vzorku, B-ICD - index ciliarniskineze
z bronchu, N-ICD - index ciliarni dyskineze z noslignice, B-akineze - akineze v oblasti bronchidnvzorku
(0-neni,1-parcialni,2-totélni), analogicky N-akireB metaplazie - metaplazie sliznice z bronchndff, 1-
parcialni, 2-totalni), analogicky N-metaplazie, N.A ciliarni parametry nejsou znadmé, nelpaciet ml
parcialni (v asti viditelnych bunk) metaplazii a ve zbytku pak byla patrna totakinaze cilii

Graf 1
Mezi ciliarni frekvenci (CBF) bronchialniho (5.9 Hz+ 1.2 ) a nazalniho (6.0 Hzx 1.3) epitelu nebyl
nalezen signifikantni rozdil

CBF (p=0,427)

bronchus nos

4.2. Hlavni projekt (NAZALNI CILIA)

Do analyzy hlavniho projektu (NAZALNI CILIA)y#o zahrnuto 98 byvalych kék s chronickou
obstrukni plicni nemoci (CHOPN), dale 15 dokmgh osob trpicich cystickou fibrozou (CF) se
srovnatelnymi plicnimi funkcemi jako osoby s CHORNskupina 39 zdravych dobrovolniKZD)
stejného vku jako pacienti s CHOPN (Tabulka. THOPN nemocni byli stejného ku jako ZD
(p = 0.146), osoby z CF skupiny byly mladSi (p €0Q).

4.2.1 Nazalni mukociliarni clearance (NMCC)

NMCC byla kvantifikovana jakoas nazalni mukociliarni clearance (NMCCt), a to pom
sacharinového testu (podobny popis metodiky je ebsasr kapitole 3). NejrychlejSi nazalni
mukociliarni clearance byla nalezena u osob zeiskurdravych dobrovolnik pomalejSi clearance
nazalni sliznice byla patrnA u nemocnych s CHOPNegomalejsi pak u pacients CF. Tomu
odpovida nalez nejkratsiho NMCCt u osob z kontradkupiny ZD v porovnani s nemocnymi

trpicimi CHOPN (p< 0.01). Rovn mezi skupinou pacients CHOPN a kontrolni skupinou s CF byl
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nalezen signifikantni rozdil (g 0.05) (Tabulka 8 a Graf 2). Za zminku stoji skotest, e pouze t
osoby z kontrolni skupiny zdravych kontrol (ZD) I;n NMCCt delSi ne 20 minut (1200 s). Na
druhou stranu jsme prolongovany NMCGtZ0 minut) pozorovali u 36 nemocnych s CHOPN (37 %)
a dokonce u deviti paciens CF (60 %) (Graf 3).

Hodnota NMCCt pro nemocné s CHOPN a pro pagiseiCF byla kalkulovana ze dvou rani (ve
dvou po sob jdoucich dnech — viz kapitola 3). K @ni pesnosti m eni NMCCt a souasn pro
kontrolu opakovatelnosti tohoto testu byl statistik navren a proveden test pomoci Bland-
Altmanovy metody. Timto testem nebyl nalezen diakg vyznamny rozdil mezi olma m enimi ve
skupin CHOPN i v kontrolni skupinCF (Tabulka 9). Nasledrbyly vysledky dvou m eni NMCCt u
t chto osob (skupina CHOPN a skupina CF) jggirovnany pomoci Wilcoxonova testu (Wilcoxon
signed-rank test) porovnavajiciho rozdily v medamn@ro dv m eni osob s CHOPN p = 0.629 a pro
dvn . m eni pacient s CF p = 0.858), ale ani tento neukazal signifikbmozdily mezi dvma
m enimi.

Nakonec jsme hledali ijpadné korelace mezi hodnotou NMCCt a vysledky wgéé plicnich
funkci (v etn vysledk n kolika prognostickych paramer(Tabulka 10). Z plo enych dat je patrné,

e nebyla nalezena adna zjevna korelace mezi wé&enymi promnnymi.

Tabulka 7
Zakladni demografické a klinické parametry vySetovanych osob (CHOPN) a subjekt obou kontrolnich
skupin (ZD a CF) (n 152)

Parametr/Skupina CHOPN ZD CF

Po et subjekt * 98 39 15
Pohlaviimu i/ eny ]* 79/19 22/17 6/9

V k[roky]* 65.1+9.3 63.2£9.6 26.3+8.3
Ku &cky status byvali kéci ** neku 4ci *** neku aci ***
Nazalni medikace ne ne ne
Nazalni alergie ne ne ne

P edchozi nazalni chirurgie ne ne ne

Bydli&t

m stska oblast

nstska oblast

mstska oblast

Pracovni inhalani rizika

ne

ne

ne

P itomnost akutni respirai ne ne ne
infekce

P itomnost chronického CHOPN ne CF
respiraniho onemocmi

Chronicka expektorace 65/98 0/39 15/15

Legenda:

* fselna data jsou uvedena jako absolutni hodnotg pelon r +SD

*Nemocnymi s CHOPN byl uvaadh aktualni kuacky status jako - byvaly kéik (absence nikotinismu
minimaln 6 m sic ), nasledn prob hla kontrola pomoci Smokerlyzeru

***Nemocnymi s CF a také zdravymi dobrovolniky ldad n aktudlni kuacky status jako — celo ivotni
nekudk, i zde naslednprovedena kontrola pomoci Smokerlyzeru

a3 8tydn bez akutni exacerbace

~ po et nemocnych k celkovému pia osob ve zkoumané skupin
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Poznamka: ZD byli nahodmalezeni v souboru ambulantnich nemocnych sledavewn poradn pro arteriaini
hypertenzi pipadn mezi naSimi kolegy (sestraniisanitai) v nasi nemocnici. CF subjekty byly vybrany
z kohorty nemocnych sledovanych v Centru pro cistidibrézu v nasi fakultni nemocnici.

Tabulka 8
P ehled mukociliarnich parametr u vSech vySetenych subjekt (CHOPN, ZD a CF)
Parametr/Skupina | CHOPN ZD CF CHOPN/ ZD | CHOPN/CF
NMCCt [g]* 904 (770, 1086)| 575 (522,735) 1660 (899, 2253)< .01 p < 0.05
CBF[HZ]* 5.9 (5.4, 6.4) 7.2 (6.3,7.5) 6.8(6.3,8.9) | p<0.01 NS
ICD [0-3] ** 0-2(2.9) 0 — 14 (50) 0-0(0) p < 0.00% NS°
1-17 (25) 1-9(32.1) 1-1(11.1)
2-38(55.9) |2-5(17.9) 2 -6 (66.7)
3-11(16.2) |3-0(0) 3-2(22.2)
Akineze[0,1,3# 0-52(53.1) |0-30(77) 0-11(73.3) p <0.03 NS°
1-37(37.7) |1-7(17.9) 1-4(26.7)
2-9(9.2) 2-2(5.1) 2-0(0)
Dla dicobun na 0-57(58.2) |0-19(48.7) |0-5(33.3) NS° NS
metaplazig0,1,3%# | 1-19(19.4) |1-11(28.2) 1- 6 (40)
2-22(22.4) |2-9(23.1) 2 —4(26.7)
FEV; [% nale itych | 49 (44, 60) 104 (100, 108) | 63 (35, 88) p < 0.001 NS

hodnot* ##

55.5% +22.7

103.2%+12.6

60.4% +23.2

Legenda:

* jselna data jsou uvedena jako median a 95 % intepadehlivosti pro median
**|CD je prezentovan jako p@t pacient s modem 0,1,2,3 (% ze vSedbn vySetované skupiny)

# Akineze a dla dicobun na metaplazie jsou uvedeny jako pbosob s neftomnosti akinezei metaplazie
(0), po et osob s parcialni akinezi, respektive metap(azid poet nemocnych s totélni (2) akinezi nebo
metaplazii ze vSecHen vySetované skupiny (%)

## FEV; hodnoty jsou navic prezentovany také jakampr (xSD)

" Kruskal-Wallis v (KW) test a Bonferroni-Dunrv test
" ANOVA test a Fischew LSD test
° Fischerv p esny test

Zkratky: CBF — frekvence ciliarniho kmitu (neboliiary beat frequency), CF — pacienti s cystickibnézou,
CHOPN - subjekty s chronickou obstruak plicni nemoci, FEY— jednovteinovy usilovny vydech, ZD —
zdravi dobrovolnici, ICD — index ciliarni dyskireZlNMCCt — as nazalni mukociliarni clearance, NS —
nesignifikantni vysledek

51




Graf 2
Vysledky NMCCt ( asu nazalni mukociliarni clearance) u osob s CHOPN,D a nemocnych s CF

2500 +

NMCCt [s]
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ZD CHOPN CF

VySet ovana skupina

Legenda:
ZD — zdravi dobrovolnici, CHOPN - osoby s chronigckdstrukni plicni nemoci,

CF — pacienti s cystickou fibrézou
---- CHOPN versus HA Kruskal-Wallistest a Bonferroni-Dunrv test (p< 0.01)
—CHOPN versus CF Kruskal-Wallig test a Dunnv test (p< 0.05)
iseln& data jsou uvedena jako median a 95 % iritepedehlivosti pro median
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Graf 3
Zastoupeni osob s prodlou enym NMCCt (asem nazalni mukocilidrni clearance) ve vSechdch
vySet ovanych skupinach (CHOPN, zZD a CF)

O

Legenda:

Incidence prolongovaného NMCCt ve vSeath skupinach

Prolongovany ¢ 1200 s) parametr NMCCt byl nalezen pouze (8t%) zdravych dobrovolnik avSak u 37 %
osob s CHOPN a 60 % osob s CF

Tabulka 9
Sledovani shody mezi dvna m enimi NMCCt (Bland-Altmanova metoda po itd pr m rny rozdil mezi
dv ma opakovanymi m enimi)

WsSetovana skupina | Prmr | SD dolni mez shody | horni mez shody
(po et osob)

CHOPN (n 98) 46.3 465.7 -885.1 977.7

CF (n 15) -52.8 1121 -2294.8 2189.2
Legenda:

CF — nemocni s cystickou fibr6zou, CHOPN - subjektyrronickou obstruki plicni nemoci, NMCCt —as
nazalni mukociliarni clearance, SD — sodatna odchylka
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Tabulka 10

Vztahy mezi dv ma hlavnimi ciliarnimi parametery, plicnimi funkcemi a prognostickymi markery u osob

s CHOPN
Promnna| FEV, [%] | RV RV/TLC |IC/TLC |DLCO ADO M-BODE
NMCCt - 0.236 0.002 0.134 -0.151 -0.229 0.203 9.19
CBF 0.172 0.005 - 0.109 0.108 - 0.046 - 0.194 4D.1
Legenda:

iseln& data jsou prezentovana jako Spearmkarela ni koeficient (vSechny korelace jsou velmi slabé)

4.2.2 Frekvence ciliarnich kmi{CBF)

Wseteni frekvence ciliarnich kmit(ciliary beat frequency - CBF) bylo zkompletovanol05
subjekt (68 pacient s CHOPN, 9 nemocnych s CF a 28 zdravych dobravolnU ostatnich 47 osob
tento parametr nemohl byt znen kv li p itomnosti totalni dla dicobun né metaplazie nebo totalni
cilidrni akineze (ob eventuality toti zcela znemouji analyzu ciliarnich kmit — v prvnim pipad
nejsou patrné adné cilie, ve druhém pak epiteliéilie nejsou pohyblivé). Ve srovnani se zdravymi
dobrovolniky (ZD) byl patrny pokles CBF u nemocnyEIiCHOPN a také u paciens CF. Rozdil
v tomto parametru mezi skupinou CHOPN a zdravyniirdeolniky stejného \ku byl statisticky
vyznamny (p< 0.01). Rozdil mezi nemocnymi s CHOPN a pozitivnikeintrolami trpicimi CF
statistické vyznamnosti nedoséhl (Tabulka 8, GiafZ& zminku stoji uvést skuteost, e vyrazn
redukovany parametr CBK (6 Hz) byl nalezen u 36 osob (53 %) s CHOPN, ayailze u 1
nemocného (11 %) trpiciho CF a u 3 (11 %) zdrawdaitrovolnik .

K porovnani variability vysledk CBF mezi hodnotiteli a také k porovnani varialiltohoto
parametru p opakovaném meni jednim (hlavnim) hodnotitelem jsme provedli (8bod se
zahraninimi doporuenimi) zptnou kontrolu pomoci tzv. analyzy varmdch koeficient (CV).

V rdmci této kontroly byla kalkulovana tzv. mezimaditelska variabilita (hlavni hodnotitel - O1,
druhy hodnotitel - O2) a intrahodnotitelska varidi(prvni m eni hlavnim hodnotitelem - M1 a
nasledn druhé m eni stejnych vzork opt hlavnim hodnotitelem - M2). Pm rny variani
koeficient (CV) a jeho smmodatna odchylka (SD) byly vipad O1: 18 (12.7) % (95 % CI 15. 5
20.4) a v pipad 02: 18.7 (13.2) % (95 % CI 16;121.3). Prm rny varia ni koeficient (CV) a jeho
sm rodatn& odchylka (SD) byly v ipad M1: 19.6 (14.5) % (95 % CI 9.330) a v pipad M2: 19.5
(8.2) % (95 % CI 13.6 25.3). Prm rny rozdil (SD) v mezihodnotitelské variabili€V dosahoval 0.7
(10.6) % (95 % CI -1.3 2.8 rozmezi od -25.6 do 60.6) a vipad intrahodnotitelské variability CV

byl 0,14 (9.96) % (95 % CI -7; 7.3 rozmezi od - 20.6 do 18.9). Tato analyza nenal€éxlay
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signifikantni rozdil mezi menimi obou hodnotitelani mezi opakovanymi menimi stejnych vzork
jednim (hlavnim) hodnotitelem.

CBF 3patn koreluje se sledovanymi parametry plicnich funksiupnm obstrukce i plicni
hyperinflace pipadn s poruchou plicni difuze) a také Spatkoreluje s prognostickymi parametry
(Tabulka 10). Stejntak korelace CBF s druhym ciliarnim parametrem NB@Gebyla vyrazna (Grafy
5A-C).

Graf 4
Hodnoty nazalni CBF zdravych dobrovolnik , osob s CHOPN a CF

CBF [Hz]

——

7.2

ZD CHOPN CF

VySet ovana skupina

Legenda:
ZD - zdravi dobrovolnici, CHOPN — osoby s chronickdstrukni plicni nemaoci,
CF — pacienti s cystickou fibrézou
----- CHOPN versus ZD ANOVA a FisherLSD test (p< 0.01)
—CHOPN versus CF  ANOVA a FisherLSD test (NS)
iselna data jsou prezentovana jako median a 93eérval spolehlivosti pro median
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Graf 5
Vztah mezi hodnotami NMCCt a nazalni CBF u zdravyb dobrovolnik (5A) , osob s CHOPN (5B) a
nemocnych s CF (5C) a celého souboru
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Legenda 5A:
NMCCt - as nazalni mukociliarni clerance u ZD, CBF — fretoeciliarnich kmit u ZD
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Legenda 5B:
NMCCt - as nazalni mukociliarni clerance u CHOPN, CBF k\feace ciliarnich kmit u CHOPN
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r=0.4167
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Legenda 5C:
NMCCt - as nazalni mukociliarni clerance u CF, CBF — frelkeeciliarnich kmit u CF

4.2.3 Index ciliarni dyskineze (ICD)

Wseteni ICD (obdobn jako CBF) bylo zkompletovano u 105 subjek68 pacient s CHOPN, 9
nemocnych s CF a 28 zdravych dobrovolpilkJ ostatnich 47 osob tento parametr nemohl byt em
kv li p itomnosti totalni dla dicobun né metaplazie nebo totalni ciliarni akineze (ewentuality
toti zcela znemo uji analyzu ciliarnich kmit — v prvnim pipad nejsou patrné adné cilie, ve
druhém pak epitelialni cilie nejsou pohyblivé). &fevnani se zdravymi dobrovolniky (ZD) byl patrny
vzestup ICD (tzn. vysSi vyskyt dyskinetickych zhu nemocnych s CHOPN a také u pacienCF.
ICD 0 nebo 1 (tzn. minimalnii adna ciliarni dyskineze) byl pozorovan u 82 %radych
dobrovolnik (zZD), avSak pouze u 28 % nemocnych s CHOPN, res@elen 11 % pacients CF.
Byl tedy nalezen signifikantni rozdil @ 0.001) mezi ICD ve skupinCHOPN a ICD u osob s ZD
(Tabulka 8 a Graf 6).
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Graf 6
Nazalni ICD u zdravych osob (ZD), nemocnych s CHOPM pacient s CF

Legenda:
----CHOPN versus ZD Fisher p esny test (g 0.001)
— CHOPN versus CF Fisherp esny test (p = 0.761)
iselna data jsou prezentovana jakotpmemocnych s uitou mirou ICD (0-3)

ICD — index ciliarni dyskineze (hodnoty 0-3zgstavuji modus s tim, e osoby s ICD 0 nemaji édnamky
ciliarni dyskineze a naopak subjekty s ICD 3 makidu formu ciliarni dyskineze — viz kapitola 3)

4.2.4 Akineze a dla dicobunna metaplazie

Vyskyt asinkové nepohyblivosti neboli ciliarni akineze sob s CHOPN byl vyrazigi v
porovnani se zdravymi dobrovolniky stejnéhdkw (p < 0.05) (Tabulka 8 a Graf 7). omnost
dla dicobun né metaplazie byla ve vSech 3 vydganych skupinach (CHOPN, ZD a CF) srovnatelna
(Tabulka 8 a Graf 8).
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Graf 7
Vyskyt akineze u nemocnych s CHOPN a u obou kontriigsh skupin (ZD a CF)

Legenda:

----CHOPN versus ZD Fisher p esny test (x 0.05)

—CHOPN versus CF Fisharp esny test (p = 0.384)

Data jsou prezentovana jako pbosob s totalni, parcialni,ipadn adnou akinezi

Graf 8
Vyskyt nazalni dla dicobun né metaplazie u nemocnych s CHOPN a u obou kontrdlch skupin

(ZD a CF)

Legenda:

----CHOPN versus ZD Fisher p esny test (p = 0.492)

—CHOPN versus CF Fisherp esny test (p = 0.116)

Data jsou prezentovana jako pbosob s totalni, parcialni,jpadn adnou metaplazii
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4.2.5 Subanalyza nemocnych s CHOPN

Nas CHOPN soubor zahrnoval jak nemocnétemnosti bronchické bronchitidy (65 osob, tj. 66
% osob ze skupiny CHOPN), tak pacienty bez chra@nimfonchitidy (33 subjekt tj. 34 % skupiny
CHOPN). V prvnim pipad mluvime o tzv. fenotypu chronické bronchitidy (@&otypu), ve druhém
pak pouivame pojmenovani non-bronchicky fenotypr+CB fenotyp). CB fenotyp byl pomm

asto asociovan s chronickou trvalou pitomnosti nazalnich symptom Nejmén dva ze ty
sledovanych nazalnich proje\viz kapitola 3) byly pitomny u 40 osob (62 %) s bronchitickym
fenotypem a pouze u 4 subjeKil3 %) s non-bronchitickym fenotypem<0.01).

NMCCt nemocnych s CB fenotypem byla signifikanvyssi ne NMCCt subjekt s non-CB
fenotypem. Htomnost prolongovaného NMCC? (20 minut) byla nalezena u 43.1 % osob s CB
fenotypem a jen u 21.2 % non-CB subjeft < 0.05).

M eni nazalni CBF bylo provedeno u 68 CHOPN nemociiychi3 s CB fenotypem a 25 s non-
CB fenotypem). U zbylych iceti osob nebyla zjiSha hodnota CBF k\i p itomnosti totalni
dla dicobun né metaplazie, fpadn totalni ciliarni akineze. Nazalni CBF u paciers CB
fenotypem byla signifikantnredukovana v porovnani s osobami trpicimi non-@ibtypem CHOPN.
Zjevneé sni eni CBF< 6 Hz) bylo nalezeno u 74 % osob s CB fenotyperdalaypouze u 16 % non-
CB nemocnych (g 0.001) (Tabulka 11, Grafy 9, 10).

Pitomnost bronchitického fenotypu v naSem soubom tee zjevnou souvislost s utymi stadii

choroby dle GOLD Klasifikace (p 0.0822 - Fishew p esny test).

PodrobnjSi p ehled vysledk nabizi lanek odeslany autorem této prace @sopisu Rhinology,
kam byl lanek pijat v dubnu 2011 k publikaci (64).
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Tabulka 11
Nazalni mukociliarni parametry a parametry plicnich funkci u nemocnych s CB a non-CB fenotypem
CHOPN (subanalyza skupiny nemocnych s CHOPN)

Fenotyp CHOPN CB fenotyp non-CB fenotyp hodnota p
Po et osob v podskupin 65 33
V k [roky]* 65 (60, 70) 64 (60, 69) NS
Cigaretova zat 30 (30, 35) 35 (28, 40) NS
[krabi ko/roky]*
NMCCt [g]* 1081 (910, 1405) 649 (531, 820) <0.01
CBF [Hz]* 5.4 (5.1, 5.8) 7.0 (6.2, 8.9) <0.00F%
ICD [0-3]* 0-2(4.7) 0-0 (0) NS’
1-9(20.9) 1-8(32)
2 — 25 (58.1) 2-13(52)
3-7(16.3) 3-4(16)
Akineze[0,1,** 0-31(47.7) 0— 21 (63.6) NS®
1-28 (43.1) 1-9(27.3)
2-6(9.2) 2-3(9.1)
Metaplazig/0,1,*+ 0 - 36 (55.4) 0— 21 (63.6) NS’
1-13(20) 1- 6(18.2)
2 — 16 (24.6) 2 —6(18.2)
FEV; [% nale itych h]* 55 (45, 69) 43 (29, 58) 0.011
RV [% néle itych h]* 179 (168, 197) 213 (191, 242) 0.002
RV/TLC [% néle itych h]* | 55 (51, 59) 60 (56, 66) 0.01G°
IC/TLC [% nale itych h]* | 37 (32, 41) 31 (26, 34) 0.023°%
DLCO [% naleitych h]* | 73 (62, 77) 54 (38, 69) 0.005°

Legenda:

* iselna data jsou prezentovana jako absolutni hadmedto median a 95 % interval spolehlivosti proidred
**|CD jsou prezentovana jako pet pacient s modem 0,1,2,3 (% ze vSedbn fenotypové skupiny)
***Akineze a dla dicobun na metaplazie jsou uvedeny jako pbosob s normalnimi ciliemi (0),ipadn s
parcialni (1) i totélni (2) akinezi nebo metaplazii (% ze videim fenotypové skupiny)

t§§

" Mann-Whitney test  Kolmogorov-Smirnov test® Fisherv p esny test®® t-test

Zkratky: CB — fenotyp chronické bronchitidy, CBHli@ry beat frequency) — frekvence ciliarniho kmitu
CHOPN - chronické& obstruki plicni nemoc, DLCO — difuzni kapacita plic prdduhelnaty, FEY—
usilovny jednovtdnovy vydech, IC — inspirani kapacita, ICD — index ciliarni dyskineze, NMCEtas nazalni
mukaociliarni clearance, NS — nesignifikantni vygledRV — reziduéini objem, TLC — totélni plicni leajita
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Graf 9
Souhrnné vysledky m eni NMCCt osob s CHOPN (vetn obou fenotypovych podskupin) a také v obou

kontrolnich (ZD a CF) skupinach
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Legenda:
----- CB versus non-CB fenotyp CHOPN Kruskal-Walidest a Bonferroni-Dunrv test (p< 0.01)
—CB fenotyp versus ZD Kruskal-Walli test a Bonferroni-Dunrv test (p< 0.001)

iseln& data jsou uvedena jako median a 95 % intepedehlivosti pro median
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Graf 10
Souhrnné vysledky m eni CBF u osob s CHOPN (wetn obou fenotypovych podskupin) a také v obou
kontrolnich (ZD a CF) skupinach
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Legenda:

----- CB versus non-CB fenotyp ANOVA, poté Fishet SD test (p< 0.001)

—CB fenotyp versus ZD ANOVA, poté FisheLSD test (p< 0.001)
iseln& data jsou uvedena jako median a 95 % intepedehlivosti pro median

4.2.6 Sledovani kvality ivota a prognozy

Z analyzy souboru nemocnych s CHOPN jsme krbdhavniho vyzkumu naslednprovedli také
porovnani respirani kvality ivota s prognostickym BODE indexem (Qatudy) u nemocnych vSech
stadii CHOPN. Statistické porovnani kvality ivaggomoci SGRQ) mezi skupinou vSech nemocnych
s CHOPN a zdravymi dobrovolniky (ZD) ukazalo statks vyznamné rozdily mezi oma skupinami
ve vSech 3 dilich ukazatelich a také v celkovém skoére respir&vality ivota - vSe na hladin
vyznamnosti p< 0.001. Statistické porovnani kvality ivota u featlivych stadii CHOPN (l.-1V.)
prokazalo statisticky vyznamné rozdily vetSin aspekt kvality ivota mezi jednotlivymi stadii
onemocnni (Tabulka 12).

Pi sledovani vztahu mezi kvalitou ivota (ve vSechp8doddilech i celkovém SGRQ skore)
a prognozou (BODE indexem) byla mezi vdemi modalitsGRQ a BODE indexem nalezenadh
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silna pozitivni korelace s korelaimi koeficienty r = 0.431 — 0.704 (Grafy 11 A -.I¥) bec nejtsn jSi
korelace byla mezi pododdilem aktivity (SGRQ-A) @BE indexem (r = 0.704).

PodrobnjSi p ehled vysledk nabizi lanek publikovany autorem této prace asopise Vnini
léka stvi v roce 2009 (63).

Tabulka 12
Porovnani respiran zam ené kvality ivota osob trpicich
CHOPN se stejnym parametrem zdravych dobrovolnik (ZD)

DOMENA “HLADINA ]
SGRQ VYZNAMNOSTI STATISTICKY TEST
SGRQ_S P=0.0011 KS
SGRQ_A P=0.000188 MW
SGRQ _| P<0.001 KS
SGRQ_T P<0.001 KS
Legenda:

SGRQ - dotaznik nemocnice Svatého Ji

SGRQ S - symptomova doména (pododdil) dotaznikwoeite Svatého Ji
SGRQ A — doména (pododdil) aktivity dotazniku nenioe Svatého Ji

SGRQ | — doména (pododdil) sledk na ivot dotazniku nemocnice Svatéhd Ji
SGRQ T — celkové skdére dotazniku nemocnice Svatého

KS — Kolmogorov-Smirnov test

MW — Mann-Whitney test

Tabulka 13
Statistické porovnani SGRQ u jednotlivych stadii CHDPN (1.-1V.dle GOLD 2010)

Skupinové porovnani (CHOPN | x CHOPN Il x CHOPNKICHOPN V)
Pododdil  Hladina vyznamnosti  Statisticky test  Statisticky vyznamnse odliSuje:
SGRQ_S p = 0.268 KW nic
SGRQ A p = 0.00033 ANOVA IXIV, 1xI11, XV
SGRQ_I p = 0.00032 ANOVA IXIV, 1, 11XV, HIXIV
SGRQ T p = 0.000882 KW IXIV, 1IxIV
Legenda:

SGRQ S SGRQ doména (pododdil) symptomy
SGRQ A- SGRQ doména (pododdil) aktivita
SGRQ |- SGRQ doména (pododdil) sledky
SGRQ T- SGRQ celkové skore

ANOVA - post-hoc ANOVA

KW - post-hoc Kruskal-Walis
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Graf 11 A-D
Vztah jednotlivych domén (pododdil ) SGRQ s prognostickym BODE indexem

r=0.431
100 A
) o
80 A o © o © o
SGRQS | o . o o
g S .
60 e)
(@] @)
3 o
40 o
20

BODE
Legenda 11 A:
Zavislost symptomového pododdilu SGRQ a prognoétiokBODE indexu (dle Celliho 2004)

r=0.704
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Legenda 11 B:
Zavislost pododdilu aktivity SGRQ a prognostick&@DE indexu (dle Celliho 2004)
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r=0.656
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Legenda 11 C:
Zavislost pododdilu dsledk SGRQ a prognostického BODE indexu (dle Celliho400
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Legenda 11 D:
Zavislost celkového skore SGRQ a prognostického B@idexu (dle Celliho 2004)

Prognosticky BODE index se v souboru nemocrn/c@HOPN postupnzvySuje se stoupajicim
stadiem choroby (hodnoceno K-W testem s a bez Bamfdno modifikace). Na hladinvyznamnosti
p < 0.001 s Bonferroniho modifikaci se odliSuje L1k, 1. a IV., 1l. a lll., 1l. a IV. stadium., bez

Bonferroniho modifikace se jestisi jeSt 1ll. od IV. Ztoho vyplyv4, e stadia I. a Il. setran
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prognostického BODE indexu nelisi..

4.2.7 Monitorace duSnosti

Analyzou dusnosti (hodnocenou pomoci MRC skarevSech osob ze skupiny nemocnych
s CHOPN byl zjistn signifikantni rozdil ve vnimani dusSnosti mezi ima enami. eny se stejnou
mirou bronchiélni obstrukce vnimaly dusnost vyrgizne mui (Grafy 12 a 13). Ti e bronchiélni
obstrukce (dle FEM»®) byla vSak shodn& u obou pohlavi.iarrna hodnota MRC skére u mua en
byla 1.84, respektive 2.42. Hodnoty MRC byly u w$Si ne u mu ve vSech 4 stadiich CHOPN (u
mirného CHOPN 1.24 versus 2.50, ve stadiu Il. G@LD 1.41 versus 2.33, u nemocnych ve lll.
stadiu 1.86 versus 2.33 a kone v poslednim IV. stadiu bylo vnimani dusnosti 2\&9sus 3.29
(prvni hodnota v dy pedstavuje mu skou urovedusnosti a druhd enskou). Celkovy mezipohlavni
rozdil byl pomoci chi kvadrat testu zhodnocen jakatisticky vyznamny (p = 0.028). MRC Skala
dusnosti je v sowasnosti pou ivana jako de ita sou ast index ohodnocujicich progn6zu nemocnych
s CHOPN. Proto nas nekvapil ani nalez zvySené hodnotyhto index (ADO, klasicky BODE,
modifikovany BODE) prav u osob enského pohlavi, tyto rozdily vSak nedbsastatisticke

vyznamnosti (Graf 14). .
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Graf 12
Pr m rné hodnoty MRC skére duSnosti v rdmci jednotlivychstadii CHOPN (dle GOLD 2010)
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Legenda:
Na ose X — stadia CHOPN dle GOLD (2010)
Na ose Y — MRC 3kéla dusnosti (viz tabulka )

Graf 13
Vztah stupn bronchiélni obstrukce (dle FEV;) a stupn duSnosti (dle hodnoty MRC skdére) — porovnani
pr m rnych hodnot FEV1 p i stejnych hodnotach MRC Skaly duSnosti
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80,00 70
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E 40.100 3 34 Uzl
30,00 zeny
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MRC=0 MRC=1 MRC=2 MRC=3 MRC=4 celkem
Legenda:

Na ose X — stupndusnosti dle MRC Skaly (viz tabulka 1)

Na ose Y — relativni hodnota FEW % néle itych hodnot po podani bronchodilatancia)

Hlavni rozdil je patrny vtom, e velkdast en m e trp t pomrn znanou dusnosti i ptém normalnich
hodnotach FEY
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Graf 14
Vztah mezi stupnm bronchialni obstrukce (dle kritérii GOLD) a prognostickym skoére (dle
modifikovaného BODE indexu) u mu a en v souboru nemocnych s CHOPN
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Legenda:

Na ose X — stupeCHOPN dle GOLD klasifikace
Na ose Y — stupemodifikovaného BODE indexu (pm rné hodnoty pro pslusné stadia choroby)

4.2.8 Ostatni vysledky

Rezidualni objem (RV) se na hladimyznamnosti p< 0.001 (hodnoceno ANOVA) odliSuje
obdobn jako BODE index. Vyznamny rozdil je patrny mezallll., I. a IV, Il. a lll., Il. a IV., lll. a
IV. ( imské islice oznauji y i stadia CHOPN). To znamena, e se neodliSuje pdMeanezi l. a Il.
stadiem onemocmi. DalSi m itko plicni hyperinflace - RV/TLC se na stejné hiadvyznamnosti <
0.001 odlisuje identicky jako RV (hodnoceno ANOVA)dIiSuje se tedy I. od Ill., I. od IV., 1l. od IlI
Il. od IV. a také IIl. od IV. Stadia I. a Il. sgp t vzajemn neodliSuji. Obdobna souvislost jako u
p edchozich dvou parametbyla nalezena i u étiho funkniho parametru - IC/TLC. Na hladin
vyznamnosti p< 0.001 (hodnoceno ANOVA) se odliSuje I. od lll.od V., 1l. od IIl. a 1l. od IV. a lll.
od IV. (tj. znovu se neliSi pouze I. od II. stgdia

Cigaretova zat (dle celkového potu krabiko-rok ) se na hladin vyznamnosti p< 0.05
(hodnoceno K-W) s naslednou Bonferroniho modifikb&ii I. od IlIl., I. od IV., bez Bonferroniho
modifikace se pak jestisi I. a Il.. Je tedy jasnpatrny trend v rstu expozice a stadiu onemonh

Mezi hodnotami CRP (ophodnoceno K-W testem s a bez B. modifikace) nebigzen statisticky
vyznamny rozdil mezi jednotlivymi stadii CHOPN (0:0821).

Ve skupin 98 pacient s CHOPN byl nalezen jeden subjekt s mirnou forrhomé variabilni
imunodeficience (CVID) a dv osoby sasnym stadiem chronické lymfatické leukémie (zatim
nevy adujicim hematologickou léu). adné dalSi poruchy imunity nebyly nalezeny.

Mezi naSimi nemocnymi s CHOPN vy&stymi (n 85) pomoci pilokarpinové iontoforézy (tzv.
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potnim testem) nebyl nalezen ani jedeipg@d zjevné cystické fibrozy. Dvanact nemocnyctkvaa lo

hrani ni a dva (opakovap pozitivni vysledek. Nasledné genetické vysei vSak ani u jednoho

neprokazalo ptomnost zakladni ani vzagsi mutace CFTR (Tabulka 14).

Ani jeden pacient s CHOPN nesni enou sérovou hladinal-antitrypsinu.

Tabulka 14

Vysledky potnich test nhemocnych s CHOPN

Stadium CHOPN Celkem vySeeno Hrani ni (40 - 60) Pozitivni ( > 60)
| (n=23) 21 (91.3 %) 3 (14.3 %) 2 (9.5%)

Il (n=25) 21 (84 %) 5 (23.8 %) 0

Il (n=25) 21 (84 %) 3(14.3 %) 0

IV (n=25) 22 (88 %) 1 (4.5 %) 0

Celkem (n=98) 85 (86.7 %) 12 (14.1 %) 2 (2.4 %)

4.2.9 Prvotni vysledky nasledného prospektivnieda/ani nemocnych

Po celou dobu studie (4 roky) a nasledio konce roku 2010 byla u v3ech osob v grantovém
vyzkumu sledovana mortalita. Bem této kratké doby se zatim statisticky neprdkazgssi riziko
umrti u osob s tSimi stadii onemocmi (p = 0.441 Fishewr p esny test - nebyla zamitnuta hypotéza

nezavislosti). Sledovani nemocnych vSak pokj&i nadale.

Data ziskana bem nasledného sledovani navic pomohla validovat m@nikajici prognosticky
index pro nemocné s CHOPN vyteay kolegy z Tokijské univerzity (skupina dr. N.litgy.
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5. Diskuse

Nas vyzkum je zalo en nagxpokladu platnosti patofyziologického konceptuntych
dychacich cest (tzv. united-airway concept) u gsadti enych chronickou obstruki plicni nemoci
(CHOPN). O tom, e tento koncept plati pro rozsahdxupinu osob s cystickou fibrézou, subjekty
s primarni ciliarni dyskinezi a ts§inu nemocnych s bronchialnim astmatem, dneskdm
nepochybuje. Také na poli CHOPN se v posledni adipevilo n kolik zajimavych vyzkumnych praci
prokazujicich simultanni fiomnost posti eni hornich a dolnich dychacich ¢B€t). Tyka se to
shodnych rizikovych faktor, obdobnych genovych expresi na povrchu epitetlbunk,
srovnatelnych symptom symetrického funkniho poskozeni ve smyslu obstrukce DC a velmi
podobného patologicko-anatomického nalezu (2548046, 48, 76, 79, 94, 106, 115, 119).

Mikroskopicky byly nagklad u kudk s CHOPN zachyceny v nosni i v bronchiélni slizwieimi
obdobné znamky dla dicobunné metaplaziei podobn vyjad ené rozSeni subepitelové bazalni
membrany. Navic kaéci s CHOPN nemaji statisticky vyznamné rozdily &mpo tu slizni nich
eosinofil , neutrofil a CD8+ T lymfocyt mezi nosni a bronchialni sliznici (115). Subjektillinické
znadmky posti eni nosni sliznice se u nemocnych ©BN vyskytuji vyrazn astji ne u zdravych
osob (nosni piznaky se nachazeji u 43-75 % nemocnych trpicicOEN) (58, 59, 78, 94).
Souvislost hornich a dolnich dychacich cest vyphake ze studie potvrzujici zavislost pnodnosti
nosni dutiny nemocnych s CHOPN (mné ultrazvukem) na obstrukci dychacich cest hosimmge
spirometricky (45). Stejni autiopopisuji take zmny sliznice dychacich cestipxacerbaci CHOPN,
kdy byla zjiSt na vy3Si koncentrace markezan tu (po et leukocyt, IL-6, myeloperoxidaza) ve sputu
i hlenovém sekretu nosni dutiny (46). Bohu el zatimzname msny mechanismus vedouci k
simultdnnimu posti eni hornich i dolnich dychaci#st. Pravdpoodobn se na tomto procesu podili
sou asné psobeni inhalanich Skodlivin v celém rozsahu respiméa sliznice, komplex
nazobronchialnich reflex zm na dechového vzoru s odliSnym pronin vzduchu u nemocnych s
CHOPN, pipadn opakované drobné plicni a nazalni aspirace slediku Spatn koordinovaného
dychani bhem polykani, kdy normalni vzor: vydech-polknutdegh je u osob s CHOPN naruseny

epizodami inspiria (33, 58, 59).

B hem naSeho pilotniho projektu nebyl nalezen adrgil mezi ciliarni aktivitou nazalni a
bronchialni sliznice u nemocnych s CHOPN (bronchi@lBF 6.0 Hz se neodliSovalo od nazalniho
CBF 5.9 Hz) (62). Podobné nalezy skazem respiraniho kontinua (,pan-airway pattern of
airways") byly publikovany francouzskymi a japonskiyautory porovnavajicimi ultrastrukturalni

ciliarni zm ny a MCC ve vzorcich nazalni a bronchidlni sliznicadravych i nemocnych s chronickou
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bronchitidou (40, 119). Cilené sledovankterych ciliarnich parametmazalni sliznice nemocnych
s CHOPN vSak neni v odborné literaunojné. Existuje jen kolik (p eva n starSich) praci (44).

Z t ch novjSich je dobré zminit praci Piattiho studujicikéfealmeterolu na funkce nativnich
nazalnich respiranich cilii u osob s CHOPN a s pneumoniemi. Tatdistprokazala ptomnost ni Si
CBF (8.6 Hz) u 10 nemocnych trpicich CHOPN - jedrs& 0 mladSi nemocné ne u nas (87). Vachier
nalezl u osob s CHOPN ippmnost ztlustni respiraniho epitelu, rozséni bazalni membrany a

dla dicobun nou metaplazii ve vzorcich ziskanych z obou (ndzdronchialni) slizninich lokalit
(115). Piotrowska s kolegy nedavno publikovalalsto mukociliarnim posti eni subjekts CHOPN
v oblasti vedlejSich nosnich dutin a nosni slizniRmkazala pokles nazalni MCC u nemocnych s
CHOPN, tento pokles byl vSak patrny pouze u aktkrkiu ak . Byvali kuaci m li parametry nazalni
MCC normalni (88).

Data z naSi pilotni studie (projekt BRONCHUS/B) tedy potvrdila vstupni edpoklady, tj. nebyl
nalezen zjevny rozdil mezi frekvenci cilii respiého epitelu z nazalni a bronchiélni sliznice u
sou asnych kuak (nejmén 12 hodin bez akutni expozice nikotinu) ve stabiézi CHOPN. Stupe
ciliarni dyskineze respiraich cilii v bronchialni a nazalni lokalizaci by rhranici mezi sedni a
vysokou shodou. Pilotni projektipesl také informaci o stdni, respektive lehké shoahazalni a
bronchialni sliznice stran fomnosti dla diocobun né metaplazie, respektive vyskytu ciliarni
akineze. Ciliarni frekvence kik s CHOPN z bronchialni (5.9 Hz) i z nazalni (6.0 dblasti byla
ni Si ne u kontrolni skupiny zdravych dobrovolnikrySetenych v hlavni asti grantového projektu
(CBF 7.2 Hz). VSichni nemocni zzeni do pilotni studie r (alespo asten ) vyjaden
bronchiticky fenotyp onemocni (n kte i byli ,, istymi“ bronchitiky, jini m li rysy obou nejast jSich
fenotyp , tj. jak chronickou expektoraci, tak vyraznou hyp#aci s HRCT verifikovanym plicnim
emfyzémem). Bronchiticky fenotyp byl pro nadelity vzhledem k tomu, e chronicka expektorace je
velmi pravd podobn vice asociovana s ipomnosti porusené mukociliarni clearance (ve skovrs
non-bronchitickym, tj. emfyzematickym fenotypemakJse chovaji respirai cilie u osob s non-
bronchitickym (tj. emfyzematickym) fenotypem, neatim zcela jasné (1, 4, 6, 89, 94, 96, 116).

Do na3eho hlavniho projektu ((NAZALNI CILIA3ne naslednzahrnuli pouze byvalé kéky,
abychom pedesli negativnimu dopadu akutni inhaleexpozice cigaretovému kauna funkci asinek
(2, 88). Kohorta nemocnych s CHOPN byla ama pouze subjekty sistou” formou onemocmi, ze
studie byli vyloueni jedinci s jakymikoliv respiranimi komorbiditami, zejména se s@sn
p itomnym bronchialnim astmatem. Zcela symetrickyatsdhrnuta vSechnéy i klinicka stadia (dle
GOLD klasifikace). Proto je nas soubor pam homogenni a vyva eny (jista diagnéza CHOPN u

byvalych kuak , od nejt Siho stadia a po lehké formy).
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Hlavnim vysledkem naSi prace jegv d ivy pr kaz prolongovanéhaasu nazalni mukociliarni
clearance (NMCCt) a pomalejsi frekvence kmitan@ahaizh cilii (CBF) u osob s CHOPN. S@sn
jsme u této skupiny vySetvanych subjekt zjistili vysSi stupe ciliarni dyskineze (ICD) a vyrazjsi
vyskyt nazalni ciliarni akineze. To vSa porovnani se stejnstarymi respiran zdravymi

dobrovolniky (neboli negativni kontrolou).

Pokud jsme porovnavali vysledky nemocnych OBPN s daty ziskanymi vySehim dosplych
pacient trpicich CF (se srovnatelnym stupmbronchialni obstrukce) nalezli jsme u CF subjekt
pon kud rychlejSi frekvenci ciliarnich kmit Tato asinkova aktivita se zda byt inefektivni, nelp®
spojena s vyraznym prodlou enimsu NMCC a také s vyraznym stupmciliarni dyskineze. Ciliarni
parametry osob s CF velmi prayddobn primarn souvisi se zmmami v mno stvi, fyzikalnich
vlastnostech a biochemickém slo eni nazalniho hleamikoliv ve vyraznjSi asinkové dysfunkci (97,
98).

Data ziskana od skupiny zdravych dobrovolfiida ve shods pedchozimi literarnimi tdaji.
Ho a spolupracovnici prokazali zavislost ciliarnparametr (ciliarni frekvence i asu NMCC) na
v ku (42). Jorissen s kolegy se také zabyvalemim nazalni CBF seniarJeho prace pokud
zpochybnila existenci kové dependence ciliarni frekvence, aviak jehoedkst (6.7 Hz) pin

koresponduji s naSimi (55).

Dla dicobun na metaplazie nazalni sliznice je naprostoym nalezem u aktivnich kak
nejspiSe nezavisle naitnmnosti CHOPN. Jeji existence byla prokdzanannoha jinych klinickych
situaci - nagklad po transplantaci kostnieh (39, 115, 119). Vznik tohoto typu metaplazie
zp sobuje nkolik p i in, nejvyraznjsi je nepochybnkou eni cigaret. Na rozdil od skupiny Vachiera
jsme nalezli velmi podobny rozsah dla dicobuné metaplazie u byvalych kik s CHOPN,
celo ivotnich nekudk bez CHOPN stejného ku a u dosplych osob s CF. Jednim z mo nych
vysv tleni je skutenost, e nasi nemocni s CHOPN ji nebyli vystavektivnimu nikotinismu (stejn
jako mu nebyli vystaveni celo ivotni nekaci a také nemocni s CF). Jinymi slovy CHOPN ak/zni
nazalni dla dicobun né metaplazie spolu nejspiSebec nesouvisi. Tento zawodporuje i prace

Lappereho v oblasti bronchialni sliznice (70).

U adného ze sledovanych ciliarnich paramegbyla nalezena @sv d iva korelace s parametry
plicnich funkci ani s celkovou ti i choroby (skéemou dle GOLD klasifikace). Tato nezavislost
cilidrnich parametrji byla pozorovana (88). Chronicky produktivnidel je dle itym klinickym
rysem u velké asti nemocnych (v naSi hlavni studii byitpmen u 66 % subjekt. Ponkud mensi
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procento nemocnych s CHOPN celo ivotnetrpi chronickou produktivni expektoraci (v naici se
to tyka 34 % osob). Dle naSich vysledk z ejmé, e posti eni nazalni MCC je pravaodobn
asociovano s jtomnosti CB fenotypu (fenotypu chronické bronahyi}i a nikoliv s ti i CHOPN dle

spirometrickych parametr

Ka da z nami sledovanych cilidrnich prommych (NMCCt, frekvence ciliarnich kmit vyskyt
ciliarni dyskineze) popisuje jiny rys mukociliariearance (40). Proto nas nevapuje ani

nevyrazna korelace mezi ciliarnimi parametry naema{54).

Ka da prace méa své limitace. Ani tato neniimg na. Limitaci tak m eme najit hned rkolik.
Nejprve k tm metodologickym. Nami provedena digitalni vided<raskopie nativniho vzorku
ciliarni sliznice vyu ivala ponkud ni Si snimaci frekvence (50 snimka sekundu), soasn jsme
vzorky ukladali do fyziologického roztoku (pH 5.&nevyu ivali jsme Medium 199 s neutrgjéim
pH (7.3). Nakonec jsme vzorky pozorovali pon kud ni Si teplot (25°C), ne bylo popsano
v tSinou dive publikovanych praci (49-51, 95). Na naSi ,olrav§ak m eme poznamenat, e
zpomaleni cilii pomoci mensi teploty a ni Sho pHaimuje zcela validni analyzu ciliarni aktivity, a to
bez poteby nakladné vysokorychlostni mikroskopie kidzy pro legitimizaci naSeho postupuingslo
hned nkolik praci z poslednich let (18, 19, 24, 87, 1005). A poslednim dkazem o pipustnosti
naSi metodiky je skuteost, e souhrnné vysledky hlavniho projektu bylgiuwbnu 2011 pjaty do

asopisu Rhinology (IF 2,182) (64). Z hlediska degigtudie jsme k analyze vyskytu nazalnich
symptom nevyu ivali mo nosti nkterého z mezinarodnich dotaznifhapiklad SNAQ-11), misto
toho jsme jejich gtomnost detekovali jednoduSehem inicialni anamnézy, a to cilenymi otdzkami na
ty i nej ast jSi nazalni symptomy (54, 88). Poslednim nedostafleene zcela shodna ti e
bronchialni obstrukce v obou podskupindch CHOPMhg®i s emfyzémovym fenotypem In
pon kud t Si stupe posti eni). Vzhledem k obecrplatnému faktu, e ciliarni parametry nejsou
v t sné korelaci s FEMby to vSak nemlo p edstavovat adny zasah do vysledNavic nemocni
s emfyzémovym (non-bronchitickym fenotypem) maicmpil funkce o nco malo horsi, a psto jejich
ciliarni parametry jsou v podstaghodné s respira zdravymi kontrolami.

Na zaklad informaci ziskanych lhem obou vySe zmovanych projekt si dovolujeme tvrdit, e
jsme prokazali spojeni mezi CHOPN a poskozenoulnbzukociliarni clearance. Hlavniipiny této
asociace nam vSak nejsou znamy a nemohou byt setiézny z naSich dat.

Zatim se zda, e uité mechanismy sliznniho posti eni pitomné u osob s CHOPN
pravd podobn vedou (v oblasti nazalni sliznice) k bli e nesficivané alteraci ciliarni aktivity a ke

zvySenému vyskytu akinetickych cilii a e tyto skutosti stoji za porusenim nazalni mukociliarni
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clearance. Toto posti eni je vyjaho napi vSemi stadii CHOPN a je vice patrné u osob
s bronchitickym fenotypem. Na zakladaSich vysledk pochopiteln nejsme schopnici, zda nazalni
ciliarni parametry jsou v Uplné shos t mi bronchialnimi.

Vzhledem k fenotypické odlisnosti (bronchitidiyp versus non-bronchiticky) ciliarnich parametr
se zda, e rutinni rozdovani do podskupin by pro nemocné s CHOPN mohtgonaikticky vyznam
(37). Dalsi vyzkumy v této oblasti by g zahrnovat sowasné vySebvani mikroskopickych a
ultrastrukturalnich alteraci respirdho epitelu (a okolnichasti sliznice) v prb hu celého dychaciho
systému. Krom morfologické analyzy budou mo naipaset dle ita data i vysledky monitorace
FENO z r znych asti dychacich cest,ipadn analyza dalSich neinvazivifkondenzatu
vydechovaného vzduchuj) semiinvazivn (transbronchialni plicni biopsie a endobiopsigkanych
parametr. Aktualnost této problematiky potvrzuje také aiiazam eny vyzkum nejvyznamipsi
britské skupiny vnujici se CHOPN (57).
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6.Zav r

6.1 Souhrn nejpodstat§ich vysledk

Cilem naSi prace bylo zhodnoceni funkce akgiry ciliarniho epitelu v oblasti nosni sliznice u

osob s chronickou obstruki plicni nemoci (CHOPN). Definitivni statistickadayza byla provedena

v souboru 98 pacients klinicky stabilnim CHOPN (byvalych kék ), 15 dosplych nemocnych s CF

(jejich plicni funkce odpovidaly plicnim funkcimsob s CHOPN) a 39 zdravych kontrol (stejného

v ku jako nemocni s CHOPN).

Nejd le it jSimi vysledky naSi prace byla nasledujici zji$t

1)

2)

3)
4)
5)
6)

7
8)

9)

mezi cilidrnimi parametry v oblasti nazalni a broiaini sliznice nemocnych s CHOPN nebyl
nalezen statisticky vyznamny rozdil (projekt BRONZHNOS)

u pacient s CHOPN je poruSena nazalni mukociliarni clearang®rovnani s respira
zdravymi dobrovolniky srovnatelnéhokw, toto zhorSeni mukociliarni clearance je asamiav

s poklesem frekvence kmitani cilii a se zhorSendardinace ciliarni aktivity

u pacient s CHOPN se v porovnani s kontrolni skupinou zdcthvgsob vyskytovalo vice
akinetickych oblasti cilji

nejvyraznjSi posti eni ciliarnich parametrje patrné u osob s bronchitickym fenotypem
CHOPN

ciliarni parametry maji malou souvislost s ti i om&cn ni;

vzajemna korelace mezi jednotlivymi ciliarnimi pawetry neni vyrazna

dla dicobun n& metaplazie nazalniho epitelu byla shodna u v8eegSetovanych skupin
ciliarni aktivita nazalnich epitelii dodgch subjekt s CF vykazuje tém normalni ciliarni
frekvenci, avSak nazalni cilie pracuji méafektivn (jsou dyskinetické) a nejsou schopné
zajistit dostatenou mukociliarni clearance

byla nalezena sdn silna pozitivni korelace mezi kvalitou ivota aggnostickym BODE

indexem u vSech nemocnych s CHQPN

10)byl nalezen rozdil v subjektivnim vnimani duSnastnu a en z naSeho souboru (eny se

stejnymi plicnimi funkcemi jako mu i pocuji vyrazn jSi dusnost ne mu i).
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6.2 Souhrn z hlediska oweni vstupnich hypotéz

6.2.1 Hypotéza pilotniho projektu

Prvni ast vyzkumu (pilotni projekt BRONCHUS/NOS)imesla dalSi dkazy podporujici koncept
jednotnych dychacich cest u nemocnych s CHOPN pital design naseho hlavniho projektu.
Nyni s v t§i mirou jistoty m eme tvrdit, e mezi ciliarnimi parametry epitelich bunk ziskanych z

hornich a dolnich dychacich cest nejsou u nemocayeHOPN adné zasadni rozdily.

6.2.2 Hypotéza hlavniho projektu (projekt NAZALNILIE)

U nemocnych ve stabilni fazi CHOPN (byvalyehdk bez akutni Skodlivé inhalai cigaretové
expozice) byla nalezenaifpmnost porusené nazalni mukociliarni clearanoe.&n bylo zjist no,
e toto posti eni je vyjadeno zejména u osob trpicich bronchitickym fenoty@&#OPN. Subjekty
s non-bronchitickym typem onemocrn naopak maji vSechny ciliarni parametry témormalni. Toto

posti eni neni zavislé na stupni bronchialni obsteuani na rozsahu plicni hyperinflace.
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6.3 Souhrn z hlediska jmosu doktoranda

6.3.1 Pinos doktoranda keSeni projektu disertai prace

V ramci eSeni tohoto projektu pomahalo doktorandokiatik koleg . Individualni pinos ka dého

z nich je podrobnspecifikovan v nésledujici tabulce (Tabulka 15).

Tabulka 15
P inos doktoranda a jeho spolupracovnik k e3eni projektu(popis a pokus o kvantifikaci)

Jméno Napl innosti % prace
V. Kobli ek napad, zajiSini financi na nakup kamery a pta ového vybaveni ciliarnj 80 %
laboratoe, zavedeni metodiky ciliarniho vySmtani ve FN HK, design a
provedeni pilotniho projektu, vytveni hlavnich hypotéz a designu celého
vyzkumu, selekce a vySewani vSech subjekt odbr sliznice a patologicke
vySetovani v ciliarni laboratd, analyza dat, sepsani impaktované publikace,tgran
IGAMZ R, prezentace vSech dat
M. TomSova pomoc p zavedeni metodiky ciliarniho vySetvéani, vySeeni nativnich cilii| 10 %
v ciliarni laboratoi
E. ermakova spolutuce statistického designu, dil celkové statistické zpracovani 5 %
C. McGrath jazykova a odborna pomoctporb impaktované publikace 2%
P. Papousek bibliografie, odly sliznice a pomoc s vySetvdnim nemocnych 0,5 %
F. Salajka metodické vedeni, odlnateridlu u pilotniho projektu 0,5 %
S. Prachava bibliografie, pomoc ptvorb impaktované publikace 0,5 %
R. Mandalia jazykova pomocigvorb impaktované publikace 0,5 %
J. Ceral vyhledavani osob do kontrolni skupiny ir@sp zdravych dobrovolnik 0,3%
J. Novosad imunologické vySehi vSech osob s CHOPN 0,2 %
L. Fila analyza vysledkosob s CF 0,2 %
T. DobeSova odby materialu pi pilotnim projektu 0,2 %
H. Vani ek vyhledavani osob do kontrolniho souboru nemadeisyCF 0,1 %

6.3.2 Pinos doktoranda z pohledu vSech aktivit tykajicdlelCHOPN

B hem postgradudlniho studia se doktorand postappojil a podilel na rkolika aktivitach rzn
intenzivn spjatych seSenym problémem. Od roku 2005 do roku 2008 byiriia eSitelem grantu
IGA MZ R tykajiciho se popisované problematiky. V lete@@22008 vytval modul CHOPN pro
vzd lavaci portal EUNIL.CZ. V roce 2009 se stal zastapceské republiky v mezinarodnim poradnim
sboru spolenosti Boehringer-Ingelheim pro Iéu CHOPN (se sidlem ve Vidni). V roce 2010 byl jako
lektor pozvan na Slovensko do Mezinarodni Skolyupm&ogie s pednaskou tykajici se wvyu iti
ambulantni pulmonalni rehabilitace v terapii CHOPNtém e roce byl zvolen do vyboru eské
pneumologické a ftizeologické spotmsti. O rok pozdi se stava zakladatelem Sekce bronchialnich
obstrukci pi  PFS a eskym koordinatorem sekce CHOPN na mezindrodninumpamgickém
kongresu PFS a SPFS, ktery se bude konaemwnu 2011 v Plzni. Je autorem mnohadmasSek a

n kolika lank tykajicich se CHOPN (viz autoreferat).
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6.4 Souhrn z hlediska podnosti projektu

Pedkladany projekteSi problém, ktery je nyni aktualni zejména timseena CHOPN diva jako
na syndrom s mnoha klinickymi fenotypy (3, 57). dédflavni pinos spoiva v podrobném popisu
mukocilidrniho posti eni hornich dychacich cestamocnych s chronickou obstruk plicni nemaoci.
Sou asn se jedna o prvni projekt nachazejici odliSné miliéooi parametry u osob s bronchitickym a
non-bronchitickym typem choroby. NejlepSimkdzem pvodnosti, krom n kolika mezinarodnich
kongres, kam byla pijata prezentace naSich dat jako postediskusni pisp vek (viz pilohy), je
zejména jeho fjeti k publikaci do asopisu Rhinology (s IF 2,182) (64).

6.5 Prakticky pinos vyzkumu

V souvislosti s touto vyzkumnou aktivitou byla naSi klinice (jako na jediném pneumologickém
pracovisti pro dospé v R) zavedena mo nost komplexni diagnostiky cilidmipatologii. Tato
skute nost nam, spolu s dalSimiipnivymi okolnostmi, umo nila zapojeni se do celogpské sit
univerzitnich pracovis jejich cilem je moderni pé& o pacienty se syndromem primarni ciliarni
dyskineze. Prvnim krokem bude tvorba narodnihcstegiosob s timto posti enim. DalSim pak nas
vlastni pldn na vytveni registru eskych nemocnych postienych primarnimi non-CF

bronchiektaziemi (them jejich vySeeni jsou prav ciliarn zam ené testy zcela nezbytné).
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noveého prognostického indexu aného pro pacienty s CHOPN
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P iloha 1. Kopie gjeti lanku do Rhinology s IF 2,182 (duben 2011)
Pvodni prace wnujici se tématu vyzkumu
Autor disertai prace je prvni autor
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P iloha 2. Kopie asti prvni stranylanku ve Vnitnim Iékastvi (ijen 2009)
Pvodni prace wnujici se tématu vyzkumu
Autor disertai prace je prvni autor
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P iloha 3. Kopie asti prvni stranylanku ve Vnitnim Iékastvi (listopad 2009)
Pvodni prace wnujici se tématu vyzkumu
Autor disertai prace je prvni autor
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P iloha 4. Kopie asti prvni stranylanku ve Vnitnim Iékastvi (listopad 2006)
Pvodni prace wnujici se CHOPN (mimo hlavni téma vyzkumu)
Autor disertai prace je spoluautor
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P iloha 5. Kopie asti prvni stranylanku ve Vnitnim Iékastvi (prosinec 2006)
Pvodni prace wnujici se hemoptyze (neni tématem vyzkumu)
Autor disertai prace je prvni autor
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P iloha 6. Kopie abstraktu publikovanéhoasopisu CHEST s IF 6,36 (listopad 2010)
Pvodni prace wnujici se CHOPN (mimo hlavni téma vyzkumu)
Autor disertai prace je spoluautor
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Piloha 7. Kopie prvni strany knihy Naléhavé stayyneumologii (2009)
Monografie wujici se tématu akutni pneumologieein CHOPN
Autor disertai prace je autor 18 resp.19 kapitol (v 1. respR.vgdani)
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P iloha 8. Kopie diplomu LS JEP za nejlepSi monografii roku 2008 vydanolegké republice
(cena utkna za 1.vydani knihy Naléhavé stavy v pneumoblogiiané v 2008)
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P iloha 9. Kopie prvnich stran knihy Pneumologwybrané kapitoly (2010)
Monografie wujici se tématu pneumologie
Autor disertai prace je spoluautor (autor 4 kapitol)
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P iloha 10. Kopie prvnich stran knihy Interna (2011)
Monografie wujici se tématu vniiiho |€ékastvi
Autor disertai prace je jednim z i pneumolog (3 kapitoly)
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11.Kopie emailové korespondence s kolegou z Tok&ijgkiverzity (N.Horita) tykajici se vyu iti
dat z prospektivniho sledovani ,Ciliarniho soubanetmocnych s CHOPN ipvalidizovani nového
prognostického indexu ugného pro pacienty s CHOPN

Confirmation email:

Kaplan Meyer curve by new COPD prognostidesca
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(preliminary data of Dr.Nobuyuki Horita)
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