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Existence bunék odpovidajicich eozinofiliim byla histopatologicky doloZena jiz v prvni poloviné 19. stoleti. Samotny termin
Leozinofily” byl viak poprvé pouzit az Paulem Ehrlichem v roce 1878. Od jejich objeveni byla jejich existence spojovana
s bronchiadlnim astmatem, patogenezi helmintéz a pozdéji alergiemi. Od pocatku 21. stoleti proslo chapani podstaty této
bunécné populace zdsadnim pfehodnocenim a v roce 2010 J. J. Lee navrhl koncept ,LIAR” (Local Immunity And/or Remo-
deling/Repair), podtrhujici rozsahlé imunoregulacni funkce eozinofilt v kontextu zdravi a nemoci. Brzy se déle ukazalo,
Ze zralé eozinofily nejsou strukturné, funkéné ani imunologicky homogenni buné¢nou populaci. Tvofi naopak podtypy
charakterizované odlisSnym vyvojem, imunofenotypem, citlivosti na rdstové faktory, lokalizaci, roli a osudem ve tkanich
a pfedevsim podilem na patogenezi onemocnéni véetné astmatu. Pro hlavni podskupiny eozinofil(i byly nedavno navrzeny
terminy rezidentni (rEos) a zanétlivé (iEos) eozinofily. Ukazuje se, ze pochopeni funkci eozinofilnich subpopulaci a jejich
identifikace ve tkénich je zakladni podminkou spravné diagnostiky, klasifikace a lé¢by chorob s eozinofily asociovanych.
Lze tudiz predpokladat, Ze nové biomarkery odhalujici hlubsi biologickou povahu téchto bunék mohou vyznamné rozsifit
stavajici paletu validovanych parametrd sledovanych u bronchialniho astmatu.

Kli¢cova slova: biologicka lIé¢ba, biomarkery, bronchialni astma, eozinofily, imunofenotyp.

The role of eosinophils in the pathogenesis, diagnosis and treatment of asthma

Cells corresponding to eosinophils were already histopathologically documented in the first half of the 19th century. However,
the term ,eosinophils” was first used by Paul Ehrlich in 1878. Since the discovery of eosinophils, their existence has been
associated with bronchial asthma, allergies and the pathogenesis of helminthic disorders. Since the beginning of the 21st
century, understanding this cell population’s nature has undergone a fundamental reassessment. In 2010, J. J. Lee proposed
the concept of ,LIAR" (Local Immunity And/or Remodeling /Repair), underscoring the extensive immunoregulatory functions
of eosinophils in the context of health and disease. It soon became apparent that mature eosinophils are not structurally,
functionally, orimmunologically homogeneous cell populations. On the contrary, they form subtypes characterized by distinct
development, immunophenotype, sensitivity to growth factors, localization, role and fate in tissues and their contribution
to the pathogenesis of various diseases, including asthma. Resident (rEos) and inflammatory (iEos) eosinophils have recently
been proposed for the main eosinophil subsets. It turns out that understanding the functions of eosinophil subpopulations
and their identification in tissues is an essential condition for the correct diagnosis, classification and treatment of diseases
associated with eosinophils. It can therefore be assumed that new biomarkers revealing these cells’ more profound biological
nature can significantly expand the existing range of validated parameters monitored in bronchial asthma. Concurrently, they
will contribute to more accurate diagnosis and more effective treatment of this disease.

Key words: biological treatment, biomarkers, bronchial asthma, eosinophils, immunophenotype.

MUDr. Jakub Novosad, Ph.D. Cit. zkr: Vnit Lék. 2023;69(6):365-372
Ustav klinické imunologie a alergologie Fakultni nemocnice Hradec Kralové Clanek pfijat redakcf: 4. 7. 2023
jakub.novosad@fnhk.cz Clanek pfijat po recenzich: 7. 8. 2023

www.casopisvnitrnilekarstvi.cz / Vnitf Lék. 2023;69(6):365-372 / VNITRNI LEKARSTV/



366 | HLAVNITEMA

Role eozinofill v patogenezi, diagnostice a lé¢bé bronchidiniho astmatu

Uvod

Existence bunék odpovidajicich eozinofilim byla pravdépodobné
poprvé histopatologicky doloZena v ucebnici patologie Gottlieba
Glugeho z roku 1843. Termin ,eozinofily” byl viak poprvé navrzen az
Paulem Ehrlichem v roce 1878. Jiz v té dobé byla jejich existence spojo-
vana s patogenezi bronchidlniho astmatu. V prabéhu 20. stoleti prosly
predstavy o Uloze eozinofilll v lidském téle zna¢nymi turbulencemi.
Zatimco v pribéhu 70. a 80. let byly eozinofily vnimany jako regula¢ni
prvky tlumici prozdnétlivou aktivitu mediatord uvolfiovanych zirnymi
bunkami, na konci 80. a 90. let 20. stoleti zacaly byt vnimany jako
terminalni efektorové buriky imunopatologického zanétu zpUsobujici
tkanové poskozent. Tradi¢né byla jejich pfitomnost ve tkanich spojovana
predevsim s obranou proti helmintarnim infekcim a s patogenezi alergif
a vykazovala typicky vysokou miru zavislosti zejména na aktivité jejich
hlavniho rdstového faktoru — interleukinu-5 (IL-5).

Od pocétku 21. stoleti byly teorie o jejich fyziologickych rolich
v lidském téle kompletné revidovéany a v roce 2010 J. J. Lee, byvaly pre-
zident Mezindrodni spolec¢nosti pro eozinofily, navrhl koncept ,LIAR"
(Local Immunity And/or Remodeling/Repair) (1) model komplexnf
ulohy eozinofilli v remodelacnich a reparacnich procesech, a to jak ve
zdravi, tak v nemoci. Plisobivé prace nicméné vyvolala nemalé kon-
troverze a vznesla nékolik evolu¢né biologickych otdzek tykajicich se
fundamentalni role eozinofill v pribéhu fylogeneze: 1) Pro¢ si nékteré
organismy vyvinuly jedine¢nou hematopoetickou linii jako obranny
mechanismus proti vybranym patogendm (helmintdm), které obecné
nejsou povazovany za zivot ohrozujici? 2) Pro¢ eozinofilni leukocyty
chybi témér u vsech metazoi a jsou piitomny az u péti tiid obratlovcd
kmene Chordata (fylogeneticky se vyvijeji jen cca 600 milionl let)?
A dale, 3) jestlize se vyvinuly eozinofily jako vrozend obrana hostitele
proti helmintdm, pro¢ selektivni tlaky fizené patogeny nevedly ke vzniku
alternativnich hematopoetickych signalnich drah mimo interleukin-5
(IL-5)? (Vznik a vyvoj eozinofilli je sice déle regulovan prostrednictvim
Il-3 a kolonie stimulujici faktor pro granulocyty a makrofagy - GM-CSF,
nicméné v daleko mensi mife) (1).

Kromé predpokladanych antimikrobidlnich funkci zacala byt nove
eozinofilim pfisuzovana rovnéz uloha v morfogenezi tkani, slizni¢nf
homeostdze a metabolismu, ackoli dlkazy pochdzely a pochazeji
predevsim ze zvitecich modeld (2). Jejich regulacni a imunomodulacni
potencial byl jednoznacné prokézan v gastrointestindlnim traktu (tenké
stfevo navic predstavuje fyziologicky rezervodr eozinofill v téle) (3),
v tukové tkdni (4) ¢i plicich (5). Spole¢nou charakteristikou oblasti s vy-
sokym poctem eozinofill je vysoky bunécny obrat (1).

Brzy se ukézalo, Ze zralé eozinofily nejsou imunologicky homogennf
bunéc¢nou populaci, ale tvori vice ¢i méné strukturné a funkéné odlisné
podtypy, které maji rozdilny vyvoj, lokalizaci, lohu a osud ve tkanich,
zejména béhem stavl aktivace zanétu (5-7). Proto bylo navrzeno nové
klasifika¢ni schéma, které sestava z eozinofilnich progenitord, eozinofild
v ustédleném stavu a dale regulacnich/rezidentnich eozinofild (rEos,
nékdy téZ oznacovanych jako eozinofily typu 1) a zanétlivych/inflama-
tornich eozinofilli (iEos, nebo eozinofily typu 2) (5, 8).

Je ztejmé, ze pochopeni vzniku a funkci fenotypové odlisnych sku-
pin eozinofild je nezbytnou podminkou k objasnéni patogeneze chorob
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s témito burikami asociovanych a déle k jejich efektivni diagnostice
a konecné ilé¢bé, zejména biologické.

Konvencni pohled na roli eozinofilii ve tkanich

Experimentalni studie provadéné prevazné na zvitecich modelech
(zejména mysich) opakované prokazaly, ze tkdriové eozinofily krom
jistého antiinfekéniho potencidlu pfispivaji napt. k regeneraci svalové
tkdné, normalnimu vyvoji mlé¢nych 71az a pohlavnich organ(, tvorbé
IgA protildtek v travicim traktu a ovliviuji citlivost na inzulin v tukové
tkdni (3-5, 7). V kostni dfeni eozinofily produkci IL-4 napr. podporujf
zrani B-lymfocytl a udrzuji po dlouhou dobu pfi Zivoté plazmatické
bunky. Eozinofily maji pravdépodobné také imunomodulacni potencidl
pfi vytvareni repertodru specifickych receptord T-lymfocytl v thymu
jako soucast centraini indukce tolerance (9). Evolu¢né biologicky Ize
predpokladat, ze se eozinofily mediovana imunitni reakce (pozdéji
oznacovana jako ,T2- high” reaktivita nebo reaktivita typu 2, viz dale)
mohla vyvinout za Ucelem omezeni poskozujiciho zanétu. Existuji do-
konce dlkazy, ze nékteré parazitarni infekce mohou regulac¢ni funkce
eozinofilt zneuzivat ve svdj prospéch a usnadnit si tak vlastni prezivani
ve tkanich (10).

Konvenc¢né viak byly eozinofily vnimany (zejména v pribéhu 80.
a 90. let 20. stoletf) jako bunky schopné omezit rlist parazitd ve tkénich.
Podminkou efektorovych antiinfekénich i regula¢nich mechanismd
eozinofild je jejich schopnost uvoliovat do svého okoli biologicky
vysoce aktivnf latky vznikajici v bunécnych organelach ¢i lipidovych
téliskach (kationické proteiny a lipidové mediatory). Eozinofily déle
vyluc¢uji Charcot-Leydenovy krystaly (Galektin 10) z primarnich granulf
a velké mnozstvi cytokinC, chemokind a rdstovych faktord (11). Vlastni
proces aktivace eozinofilll je iniciovan vazbou prislusného aktiva¢niho
ligandu na povrchovy receptor.

K uvolnéni viech produktd mize dojit nékolika zpUsoby, 1) klasic-
kou exocytdézou (zejména v prostiedi bakteridlni infekce), 2) slozenou
exocytézou (vylucovani nékolika riznych produktd najednou pres
nové vytvoreny ,fuzni” bunécny kompartment, ¢asté u helmintéz), 3)
nejcastéji se vyskytujici postupnd degranulace, zprostfedkovana prede-
v&im tzv. ,sombrerovymigranuly” (unikdtnf vezikulotubularni struktury
slouzici pravdépodobné predevsim k transportu obsahu specifickych
granuli na povrch eozinofilu). Ke kone¢nému zpUsobu uvolnéni aktiv-
nich medidtort do okoli dochézi pfi 4) cytolyze po nekrotické smrti
eozinofilu (16, 18), kterd je spolu s postupnou degranulaci pro tlohu
izolovana uzavfena granula ve tkanich exprimujici na svém povrchu
receptory pro cytokiny, chemokiny a cysteinylové leukotrieny. Interakce
s prislusnymi ligandy vede k ndslednému uvolnéni obsahu granuli (9).
VolInd eozinofilni granula (FEG) pravdépodobné hraji vyznamnou roli
v patogenezi astmatu (14) a jejich vyskyt mlze byt spojen také s tvor-
bou autoprotildtek proti proteinm produkovanymi eozinofily, jako je
eozinofilni peroxidaza (EPX) (15).

Nékteré proteiny produkované eozinofily maji viastnosti, které mo-
hou krom eliminace helmint( brénit i infekcim virovym, bakteridInim
a plisnovym. Eozinofily jsou schopny fagocytézy a intracelularniho
zabijeni (produkuji k tomuto Ucelu volné kyslikové a dusikové radikaly,
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exprimuji indukovatelnou NO syntetdzu (INOS) a generuji NO plso-
bici toxicky na intraceluldrni parazity vcetné virl (16)) a prezentace
antigenu pomocnym T-lymfocytdim (17). Nékteré kationické proteiny
maji RNAdzovou aktivitu. V neposledni fadé mohou eozinofily vytvaret
tzv. ,extraceluldrni DNA pasti” (Extracellular Eosinophil Traps — EET), jimiz
mohou eliminovat gramnegativni bakterie napf. ve sliznici gastrointes-
tindInfho traktu, nékteré parazity a viry. Tvorba EET je spojena se smrti
eozinofill znacovanou jako EETéza.

Tkanova a imunopatologicka aktivita eozinofild mdze byt nasledné
spojena s 1) tvorbou trombd, 2) poskozenim neurond a konecné 3)
fibrotizaci (17). V dychacich cestach je tak jejich komplexni plsobeni
spojovano s procesy remodelace (19).

Eozinofily jako biomarker astmatu

Vysetieni eozinofild u pacientd s bronchidinim astmatem obec-
né ma mezi ostatnimi biomarkery jedine¢né postaveni, vzhledem
k presvédcivym dlkazlim o jejich zasadni roli v samotné patogenezi
onemocnéni. Prikaz jejich piftomnosti ve sputu byl jiz v 50. letech 20.
stoleti spojovan se zvysenou vnimavosti astmatu ke kortikoidni [é¢bé.
Jejich pritomnost v bioptickych a cytologickych vzorcich dychacich cest
dala vzniknout konceptu eozinofilniho a neeozinofilntho astmatu a ve

své podstaté i pojmim fenotyp a endotyp. V souc¢asnosti jsou zanétlivé
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endotypy astmatu oznacovany jako tzv. ,T2- high” (dfive eozinofilni) ne-
bo ,T2- low" (dffve non-eozinofilni), kde primarnim rozlisujicim faktorem
je pritomnost eozinofilniho zanétu (novéji obecné oznaceného tzv. jako
zanét typu 2 pro viddi roli Th2 a ILC2 bunék). U nemocnych trpicich
astmatem se zndmkami T2-high zanétu musime nasledné rozlisit, zda
k nému dochézi priméarné na zékladé specifické, alergické, atopické
reaktivity (Th2- high, eozinofilni, alergické astma), nebo je-li zanétlivy
proces fizen dominantné nespecifickymi, nealergickymi, neatopickymi
mechanismy prostrednictvim vrozené imunity (ILC2-high, eozinofilni,
nealergické astma). Imunologické a do zna¢né miry i klinické dtsledky
obou pfislusnych aktiva¢nich modell jsou ¢aste¢né podobné, pficemz
se eozinofily vyskytuji v samotném jadru zanétlivych procest (20),
viz obr. 1: T2-high zanétlivé endotypy astmatu.

Identifikace zanétlivého endotypu astmatu se ukézala byt nezbyt-
nou nejen pro diagnostiku onemocnént, ale také pro odhad jeho klinické
zavaznosti, rizika exacerbaci, bronchidlnf hyperreaktivity ¢i remodelace
dychacich cest a je rovnéz vyznamnym prediktorem odpovedi na kon-
vencni protizanétlivou 1é¢bu inhala¢nimi nebo systémovymi kortikoidy.

Zlatym standardem pro prlikaz eozinofilniho — T2-high zanétlivého
endotypu je tradi¢né povazovan relativni pocet eozinofilll v indukova-
ném sputu presahujici 2 nebo 3 %. V klinické praxi se vsak toto vysetrent
pro svou naro¢nost jak pii odbéru, tak v preanalytické i analytické fazi

Obr. 1. T2-high zdnétlivé endotypy astmatu (44), obrdzek autora, komentdf v textu
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méreni provadijen vyjimecné.V soucasné dobé proto za timto Ucelem
pouzivame trojici validovanych a standardizovanych biomarkerd — ab-
solutni pocet eozinofill v periferni krvi (AEC), frakci oxidu dusnatého ve
vydechovaném dechu (FeNO) a produkci imunoglobulin E (IgE) spolu
s alergologickym vysetfenim (21, 22). Vzajemny vztah mezi uvedenymi
biomarkery je viak stale pfedmétem diskuzi, nicméné jisté nenf linearn,
a to ani mezi krevnimi a tkanovymi eozinofily.

Patrné nejvetsi mnozstvi informaci a dat o vysetfeni krevnich a tka-
novych eozinofill bylo ziskano diky biomarkerovym studiim a studiim
Ucinnosti biologické terapie zaméfené proti IL-5. Prvni randomizovana
kontrolovand studie (faze lla) hodnotila t¢inek monoklonalni protilatky
anti-IL-5 (SB-240563) na stav dychacich cest po expozici inhala¢nim
alergenem u neselektovanych pacientd s mirnym astmatem v roce
2000. Vysledkem sice bylo vyznamné snizeni eozinofild v periferni
krvi po dobu 16 tydnd a v indukovaném sputu ¢tyfi tydny po infuzi,
nicméné bez vlivu na klinické vysledky — pozdnf alergickou reakci nebo
hyperreaktivitu vyvolanou histaminem (23). Zklamani z netspéchu
antieozinofilnf terapie u astmatu vedlo dokonce k pochybnostem
o kauzalité vztahu mezi eozinofily a bronchidlnim astmatem. Jak se
viak pozdéji ukdzalo, zdsadnim dlvodem selhani byla velkd biologicka
variabilita onemocnéni, kterd snizila statistickou sflu pro prikaz klinic-
kého efektu Ié¢by. Bylo proto do budoucna nutné Iépe specifikovat
cilovou skupinu astmatikd, ktefi by mohli mit z terapie prospéch. V té
dobé (v roce 2008) pfisel Haldar se svou prvni shlukovou analyzou,
kterd do jisté miry prokdzala mozZnou nezavislost klinickych projevi
na intenzité zanétu, a tim i existenci diskordantnich forem onemoc-
nénf (symptomy bez zanétu nebo naopak zanét bez pfiznakl) (24).
Pokud studijni skupiny aplikovaly l1é¢bu nové pouze u astmatikd
s prevazujicim eozinofilnim zanétem definovanym eozinofilii sputa
navzdory systémové |é¢beé kortikosteroidy, bylo dosazeno statisticky,
ale zejména i klinicky vyznamného Ucinku (25-27). Zpocatku byli
tito pacienti charakterizovani zvysenymi eozinofily v indukovaném
sputu (= 3 %). Pozdéji (pro umoznéni rutinniho hodnoceni) byly
definovany zvysenim poctu eozinofild v perifernf krvi (= 150 bunék/
ul v dobé screeningu nebo > 300/ul alespori jednou za posledni rok)
(28). Hlavnim pffnosem uvedenych studii byl tedy jednak definitivni
ddikaz Ucinnosti antieozinofilni anti-IL-5 1é¢by, ale stejné tak i logické
zatazeni identifikace imunologického fenotypu astmatu do rutinnich
diagnosticko-terapeutickych algoritm.

V dalsich fazich klinického testovani lé¢by zaméfené proti IL-5 byly
prahové hodnoty absolutniho poctu perifernich eozinofild identifikujici
vhodné nemocné nejcastéji stanoveny v rozmezi 150-400 bunék/ul.
Obecné se vsak ukazalo, Ze ¢im vyssi je pocet eozinofill v periferni krvi,
tim vétsi je pravdépodobnost jejich pfitomnosti ve tkanich, véetné in-
dukovaného sputa (pravdépodobné existuje urcita ,spoustéci hladina”
eozinofill v periferni krvi, kterd umozni jejich vstup do tkani), a tim vétsi
je i pfedpoklddany efekt antieozinofilni Iécby (29).

Diskuze o vztahu vysetteni perifernich eozinofill k eozinofilii v dy-
chacich cestach a jeho pfinosu k identifikaci zanétlivého endotypu,
rizika zhorseni nebo exacerbace astmatu a hodnocenijeho odezvy na
terapii (biologickou nebo konvenéni protizanétlivou) nadale pretrvava.
Manali Mukherjee a Parameswaran Nair zdraznili mnoho problém:
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1. eozinofily v indukovaném sputu mohou predpovidat ztratu
kontroly astmatu s vyssi citlivosti ve srovnani s jejich poctem v pe-
rifernf krvi,

2. korelace mezi eozinofily v periferni krvi a indukovanym sputem
se s rostouci tizf astmatu snizuje,

3. eozinofily v periferni krvi nemusi nutné odrazet fenomén lokalni
eozinofilopoézy v periferni tkani,

4. zvyseni poctu eozinofild v periferni krvi bylo prokdzano
napf. v souvislosti s terapif lebrikizumabem (anti-IL- 13) nebo dupi-
lumabem (anti-IL-4Ra) bez vazby na ztrdtu kontroly astmatu,

5. spiSe nez samotny jejich pocet je tfeba brat v Uvahu funkeni stay,
aktivaci a degranulaci (30).

Pochybnosti ohledné spolehlivé implementace vysetieni eozinofilie
periferni krve do bézné klinické praxe pfizivuji i dalsi ddlezité otazky.
Mezi né patii mimo jiné:

6. nejistota tykajici se asociace klinickych vysledkd Ié¢by s hodno-

tami periferni eozinofilie,

7. jaké (pokud existuje) je skutecné spolehlivé prahova hodnota

eozinofilie periferni krve pro predikci klinického pribéhu onemoc-

nénfi a jeho odpovédi na cilenou terapii zaméfenou proti IL-5(R),

8. kolikrat by vzhledem k jeho variabilité méla byt eozinofilie pro-

kazana a nakonec,

9.1ze sledovéanim poctu eozinofild v periferni krvi sledovat tc¢innost

lé¢by, zejména u pacientl s tézkou formou onemocnénti, u kterych

je nizky stuper korelace s eozinofily v indukovaném sputu nejvice

patrny (29)?

Shrime, Ze vysetieni eozinofilll v periferni krvi je nezbytné (i kdyz
v nékterych ohledech stale diskutabilni a problematické) vysetfeni pfi
kontrolach pacientl s bronchidlnim astmatem. Nepochybné poskytuje
informace o zanétlivém endotypu nemocdi, pfispiva k lepsimu odhadu
progndzy a pravdépodobnosti efektu protizanétlivé |écby (steroidy
nebo biologiky predevsim zaméfenymi proti eozinofilim), nicméné
musi byt vzdy interpretovédna opatrné a v sirokém klinickém kontextu
choroby a jiz probihajici terapie (31).

Tkainové eozinofily anové pohledy na jejich
plasticitu a funkce

Eozinofily jsou mimofadné dynamickou a nehomogennibunéc¢nou
populaci, a to jak na Urovni progenitorl (pfedevsim v kostni dreni, ale
iv perifernich tkanich, véetné plic v prlibéhu tzv. eozinofilopoézy in situ),
tak ve stadiu pIné vyzralych a imunokompetentnich bunék. Historicky
byly popisovéany dva typy eozinofill s odlisnou specifickou hmotnostf:
jednak eozinofily s normélni hustotou (normodenzni, specifickd hmot-
nost > 1,085 g/1), a ty s nizsi hustotou (hypodenznf, specifickd hmotnost
< 1,085 g/l), pficemz hypodenzni pfedstavujf aktivovany fenotyp (32).
Autofi Prin a kol. byli prvni, ktefi zaznamenali, Ze vyssi cytotoxické
schopnosti eozinofilll byly pozorovany u hypodenznich eozinofilli a byly
spojeny s vyssi Urovni vakuolizace (33). Dalsi vyzkum odhalil, ze zvyseny
pocet hypodenznich eozinofild v periferni krvi souvisi napf. i s klinickou
zavaznosti astmatu a hyperreaktivitou dychacich cest (34). Tyto burky
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byly rovnéZ pozorovany v tekutiné z bronchoalveolarni lavaZe (BALF)
po expozici antigenu (32).

Pozdéji Abdala-Valenciové a spol. analyzovali plasticitu fenotypu
mysich eozinofild v natrdvené plicni tkdni a BALF pomoci pritokové cy-
tometrie 6 hodin po stimulaci ovalbuminem. Postupny priinik eozinofil{l
z plicniho intersticia do dychacich cest byl spojen s transformaci fenoty-
pu Siglec-Fme4CD11c na fenotyp Siglec-F"sh CD11c"*". Navic s konkrétnimi
imunofenotypy souvisely i specifické morfologické rozdily (Siglec-Fme
CD11c-eozinofily mély jadro prstencového tvaru, a predstavovaly mozny
analog k normodenznim eozinofilam, zatimco Siglec-Feh CD11c" buni-
ky mély jadra segmentovand, znadmky vyssi vakuolizace a nizsi denzitu).
Autofi pozorovali, ze vznik fenotypu Siglec-F"s" CD11c (hypodenznf
eozinofily) je spojen s migraci do slizni¢niho kompartmentu (35). Jin
popsali podobné subpopulace eozinofill i v mysich plicich stimulo-
vanych alergenem. Tento koncept byl nasledné rozsifen na tkanovou
klasifikaci mysich eozinofill rozlidujici mezi:

1. progenitory eozinofilll (nezralé eozinofily rekrutované jako pre-

kurzory nebo prochazejici hematopoézou in situ),

2. eozinofily v ustaleném stavu (klidové eozinofily),

3. eozinofily typu 1 (obsahujici kruhové jadro, majici normalini

denzitu a fenotyp Siglec-F™ CD11¢) 3,

4. eozinofily typu 2 (nesouci imunofenotyp Siglec-FMa"CD11c" se

segmentovanym jadrem, vakuolizaci a nizkou denzitou).

Eozinofily typu 1 jsou intersticidlni / stromalnf eozinofily sehravajicf
pravdépodobné dllezitou Ulohu v prébéhu imunitni aktivace typu
1 (T2- low) na rozdil od eozinofild typu 2 asociovanych dominantné
s epitelem a imunitni reaktivitou typu 2 (8).

V souladu s dichotomickym modelem eozinofild typu 1 a 2
Mesnilova a kol. v roce 2016 objevili fenotypové odlisné podtypy eozi-
nofild v mysich plicich jak v klidovém stavu, tak po iniciaci alergického
zanétu roztoci domaciho prachu. Tyto buriky byly nasledné oznaceny
jako rezidentnf eozinofily — rEos (Siglec-F™4CD62L*CD101°%, na IL-5 ne-
zévislé parenchymalni burky s kruhovitym jadrem) a zanétlivé eozinofily
—iEos (Siglec-Fs" CD62L:CD101"9n, peribronchidini buriky zavislé na IL-5
se segmentovanym jadrem). Studie dale prokézala, Ze rEos aktivuji geny
zapojené v negativni regulacf imunitni odpovédi a potlacuji zanét typu
2. Autofi navic popsali dvé analogické fenotypove odlisné skupiny eo-
zinofild i v lidskych plicich zdravych dérct — CD62L*IL-3Rlow a ve sputu
pacientd s astmatem CD62LIowlL-3Rhigh (5). Replikace protokolu imu-
nofenotypizace odhalila pfitomnost téchto bunékiv nosnich polypech
pacientl trpicich CRSWNP (36). Publikované nélezy tedy naznacuji, ze
jsou klasifikace zalozené na morfologickych zménach, denzité nebo
imunofenotypu témér identické a extrapolovatelné z mysich modeld
i na lidské jedince (37).

Z predchozich nalezl dale vyplyva, Ze jak jiz samotny pfestup eo-
zinofill z krevniho fecisté do tkani, tak nasledna interakce s burikami
intersticia jsou neodmyslitelné spojeny s jejich vyznamnou morfolo-
gickou a funkéni transformaci, kterd je prikladem intratkanové bunécné
diferenciace a mobility. Tyto imunofenotypové zmény navic koreluji se
zavaznosti onemocnéni (37) a odrazeji aktivaci tkdnovych eozinofild.

Pro tento Ucel mizeme analyzovat i mnoho dal$ich povrchovych mar-
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ker(, s pozitivni (napt. CD11b, CD11¢, CD13, CD18, CD25, CD69, CD123
(IL-3Ra), HLA-DR nebo TSLPR) nebo negativni (napf. CR3, IL-5Ra, a CD62L
(L-selektin)) korelaci se stavem aktivace (36, 37).

Znacné Usili bylo vénovéno odhaleni hlavnich roli rliznych eozi-
nofilnich subpopulaci (zejména rEos a iEos) ve zdravi i nemoci (9). Za
fyziologickych okolnosti rEos pravdépodobné vyznamné pfispivaji
k regeneraci tkani (38) a majf potencial inhibovat zanét typu 2 v plicich
(5).Naopak iEos bunky viddnou potencidlné vyznamné destruktivni silou
iniciujici moznou tkanovou patologii (1, 7,9). Navic v souladu s tkdriovou
kinetikou naivnich a aktivovanych eozinofili jsou rEos lokalizovany
hlavné v plicnim parenchymu, na rozdil od iEos, které sidli primdrné ve
sliznici dychacich cest a unikaji do sputa (2, 5). Rozsahla analyza eozi-
nofilli v dychacich cestach tento nézor podpofila a zaroven prokézala,
Ze intraepitelidlni eozinofily jsou spojeny s endogenni hyperreaktivitou
dychacich cest (AHR) a zanétem typu 2 a mohou interagovat s intraepi-
telidInimi mastocyty prostfednictvim cysteinylovych leukotriend (CysLT)
k regulaci zdnétu dychacich cest (39). Funkéni subtypy eozinofilll jsou
schematicky zndzornény na obr. 2.

Je stéle predmétem diskuze, zda je tato fundamentaini funkéni
diferenciace eozinofill iniciovana jiz v kostni dreni, v periferni kr-
vi, nebo az po vstupu do tkani. Jinymi slovy, zda jsou tyto procesy
odrazem ,endotypizace” eozinofilll jiz béhem jejich vyvoje v kostni
dfeni, nebo nésledkem tkanoveé indukované ,plasticity”, ¢ili lokalni
transformace eozinofill prostfednictvim interakce s tkarovym mi-
kroprostfedim (2). Prvni studie z 80. let minulého stoleti prokazaly
pritomnost hypodenznich eozinofild u astmatickych pacientd v obéhu
(40), a tyto bunky byly od pocatku interpretovany jako aktivované
eozinofily. Vykazuji zvysené prezivani, adhezi, metabolismus kysliku,
produkci superoxidu a cytotoxicitu zavislou na protilatkdch ve srov-
nani s eozinofily normodenznimi (41). Pozdéjsi imunofenotypizacnf
studie potvrdily pfitomnost riznych podskupin eozinofilll (rEos a iEos)
v periferni krvi i tkanich (5, 42). Stéle v3ak neni jasné, zda hlavni zdroj
signald ovliviujicich funkéni transformaci pochazi dominantné z kostni
drené nebo z perifernich tkanf, ¢i zda je pod vlivem lé¢by (2). Van Hulst
a kol. porovnavali profily genové exprese eozinofilé v krevnim obéhu
u zdravych kontrol a pacientd s alergickym nebo tézkym eozinofilnim
astmatem (T2-high zanétlivy endotyp) Ié¢enych bud mepolizumabem
(anti-IL-5), nebo omalizumabem (anti-IgE). Zjistili, Ze prakticky zadny
rozdil v programu genové aktivity rezidentnich eozinofil( u pacientd
lécenych mepolizumabem ve srovnani s eozinofily zdravych kontrol
a pacientl lé¢enych omalizumabem neni patrny. Tyto vysledky pod-
poruji myslenku, Ze biologika namifena proti -5 do tohoto procesu
pravdépodobné vyznamnéji nezasahuji (43). Nadchézejici studie by
proto meély porovnat heterogenitu krevnich (a dfefiovych) eozinofild
pacientd s astmatem (nebo jinymi eozinofilnimi poruchami) s rliznymi
zanétlivymi fenotypy (2) a dale, zda identifikace jejich fenotypu dokaze
prispét ke zpresnéni indikace cilené biologické |é¢by namitené bud
proti cirkulujicimu IL-5 (mepolizumab, reslizumab), nebo proti receptoru
(I-5Ra - benralizumab) (44-46). Konec¢né, vzadjemny vztah mezi zrajici-
mi tkanovymi eozinofily a specifickym tkdriovym mikroprostiedim ma-
7e byt bilateralni. Nejen eozinofily, ale i pIné diferencované epitelidini
bunky mohou podléhat urcité reverzibilni fenotypové transformaci za
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Obr. 2. Funkeni subtypy eozinofilt (44), obrdzek autora, komentdr v textu
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Jaké otazky stale cekaji na odpovédi?

Jiz vice nez sto let vnimdme spojeni mezi eozinofily a eozinofilnim
(T2- high) astmatem jako klinicky relevantni, coZ vedlo k rozvoji novych
diagnostickych a terapeutickych moznosti a zejména pak k zavedent
cilené biologické Ié¢by. Navzdory obrovskému pokroku v této oblasti
se viak stale potykdme s elementarnimi problémy spojenymi s fenoty-
pizaci onemocnéni, vybérem, na¢asovanim, monitorovanim, zménou
nebo indikaci k ukoncent specifické antieozinofilni 1écby. Nékteré iritujici
otdzky mohou znit:

1. Jak mUzeme zjednodusit a zpfesnit diagnostiku astmatu, zejména
ve smyslu identifikace zanétlivého endotypu? (Redlna role biomarker(
je stale pfedmétem diskuze)

2. Jakd biologicka lé¢ba bude pro konkrétniho pacienta nejlepsi?
(Imunologické charakteristiky potencialnich respondér(i na pfislusné
|écebné modality se v soucasné dobé vyznamné prekryvajf)

3. Jak monitorovat Ucinek lé¢by? (Je vhodngjsi fidit se klinickym
nebo laboratornim nalezem? Jaka je hierarchie jednotlivych vysetieni
a jejich spolehliva interpretace?)

VNITRNI LEKARSTV( / Vnitf Lék. 2023;69(6):365-372 /

4. Pokud registrujeme klinicky efekt 1é¢by, mdzeme si byt jisti, ze
dosazend Ucinnost je nejlepsi mozna? Jak rychld a stabilni maze klinicka
odpovéd byt?

5. Je pozorovana klinickd odpoveéd dostate¢na pro pokracovani
v [é¢bé, nebo bychom méli zvazit jeji zménu, ukonceni, nebo Upravu
davkovani?

Jak jiz bylo zminéno dfive, identifikace zanétlivého fenotypu i
endotypu astmatu je nezbytnym krokem k nastavenf efektivniterapie,
zejména biologické. V kazdodennf klinické praxi se za timto Ucelem
musime fidit krom klinického stavu a anamnézy pouze vysetfenim
validovanych a standardizovanych biomarker( s dobre definovanymi
hrani¢nimi hodnotami (AEC v periferni krvi nebo ve sputu, FeNO a aler-
gologické vysetreni a stanoveni celkového a specifického IgE). Vsechny
tyto vystupy maji za cil detekovat T2-high zanétlivy endotyp, nicmméné
jejich klinickd interpretace je odlidnd, vzhledem k tomu, Ze jde o odlisné
regulované parametry. Izolovanad nebo kombinovand pozitivita tudiz
informuje o odlisné dominujici cytokinové signalizaci v patogenezi
onemocnénf a podporuje tak odlisnou Ié¢ebnou strategii. Je ¢astym
problémem, Ze jeden pacient mdze byt potencidlné vhodny pro vice
terapeutickych pristup. Napfiklad 88 % vsech pacientl s tézkym
astmatem v International Severe Asthma Registry (ISAR) mélo alespon
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jeden pozitivni biomarker, 59 % mélo dvojndsobnou pozitivitu a 27 %
bylo trojndsobné pozitivni (hranice byly: AEC > 300/ul, FeNO > 25 ppb
a Igk > 75 kU/I) (48). V jiné prlrezové analyze vychozich dat celkové
populace nemocnych s astmatem splfiovalo 78 % charakteristiky aler-
gického astmatu (potencidlné zpUsobilych pro anti-IgE terapii), 39,5 %
znich by vsak mélo reagovat i na antieozinofilnf1écbu (anti- IL-5(R)). A ze
40,6 % pacientl s eozinofilnim astmatem (pravdépodobni respondéfi
na anti-IL-5(R) terapii) by 75,8 % z nich mohlo potencialné reagovat na
lécbu anti-IgE diky pfitomné alergické reaktivité (49). Vsechna biomar-
kerovd vysetfenijsou navic v ¢ase nestabilni, a je tudiz obtiZzné stanovit
jednoduchou a vieobjimajici interpretaci pfislusnych nalezd (50).

Klinickd povaha onemocnéni (fenotyp) je vzdy smési odlisnych
patogenetickych procest (endotypy), které se mohou rtizné kombino-
vat (51). Tato redundance mUze rezultovat v nedostate¢nou Gc¢innost
lécby, ktera cili na jeden konkrétni imunologicky proces. Nenf proto
prekvapivé, Ze i spravné indikovana biologicka lé¢ba dokéaze redukovat
tézké exacerbace astmatu pouze 0 30-50 % (52). Antieozinofilni [é¢ba
namifena proti IL-5(R) u pacientl s tézkym eozinofilnim astmatem je
Uc¢innd jen u cca 83 % nemocnych (69 % respondérli a pouze asi 14 %
superrespondérd definovanych klinickym, laboratornim a spirometric-
kym zlepsenim) (53). Ackoli jsou klinické a laboratorni charakteristiky
pacientl potencialné vhodnych pro anticytokinovou (anti-IL-5) nebo
antireceptorovou (anti-IL-5R) |é¢bu prakticky stejné, dtsledky pouziti
jednotlivych biologik se vyrazné lisf. Stejné tak je i nestejnd povaha
tzv. prllomovych exacerbaci v pfipadé selhani |écby (54, 55) vyzadujici
rozdilné terapeutické feseni (56). Kromé toho pouze u 30,12 % pacient(
s astmatem léc¢enych mepolizumabem a u 40 % pacientd Iécenych
benralizumabem je onemocnéni po 12 mésicich Ié¢by uvedeno do
kompletni remise (57-59).

Reseni viech vyse uvedenych limitaci Uspésné biologické &by
tézkého astmatu vyzaduje podrobnéjsi pochopeni imunopato-
geneze choroby. Soucasné pouzivané biomarkery zjevné nejsou
dostatec¢né k identifikaci superrespondérd mezi véemi pacienty
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s tézkym astmatem, a poskytuji pouze rozmazany obraz endo/
fenotypu onemocnéni. Na druhou stranu mame k dispozici ddkazy,
Ze napr. zvyseny pocet hypodenznich/aktivovanych eozinofild v pe-
riferni krvi je patognomickym rysem eozinofilniho bronchialniho
astmatu (40), vykazujiciho jistou miru korelace s antigenni expozici
dychacich cest (32) a se zavaznosti onemocnéni (34). Fenotypové
zmény eozinofild (60) jsou pravdépodobné v souladu s moznou dy-
sregulaci rezidentnich a zanétlivych eozinofild (rEos/iEos) v pribéhu
vzniku a rozvoje astmatu (5).

Prislusné bunécné populace mohou byt navic relativné snadno
detekovatelné v periferni krvi a deregulace jejich pomeérl napt. mize
odrazet alergenovou stimulaci u pacientl s alergickym astmatem
(42) nebo pfitomnost komorbidit, jako je CRSWNP (36). Tato vysetfen
mohou tedy pravdépodobné mit potencidl zpresnit nase rozhodovaci
algoritmy pro volbu biologické 1é¢by (6), a proto jsou dalsi klinicka data
podporujici tuto hypotézu ocekdvana s velkymi nadéjemi.

Zaveér

Eozinofily predstavuji fascinujici bunécnou populaci s rozsdhlym
polem pusobeniv lidském téle. Nase chdpanf jejich role ve specifickych
patologiich se za poslednich 20 let exponencialné rozsifilo a vedlo
k vyvoji cilené antieozinofilni biologické terapie zalozené na interakci
bud's hlavnim rlistovym faktorem eozinofild (IL-5), nebo s povrchovymi
molekulami eozinofill (IL-5Ra). Obé Iécebné modality se nicméné lisi
jak v klinickych, tak biologickych a laboratornich dopadech. Prestoze
se vysetfeni eozinofild v periferni krvi stalo nezbytnou podminkou
diagnostiky a fenotypizace astmatu, izolované stanoveni jejich po-
¢tu vykresluje sloZité biologické procesy jen v hrubych rysech a je
nedostatecné pro rozhodnuti, ktery lé¢ebny postup ma vétsi sanci
na uspésnou kontrolu astmatu nebo dokonce na navozeni klinické
¢i kompletni remise. Véfime, ze funkcni a fenotypové charakteristika
cirkulujicich ¢i tkdriovych eozinofill mize pfispét k feseni alespon
nékterych klinickych otazek.
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