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1. Astma oskrzelowa w konteks$cie wiedzy dawnej i wspolczesne;.

Astma oskrzelowa stanowi powazny problem epidemiologiczny w wigkszosci
panstw $wiata. W krajach europejskich dotknigtych jest nig okolo 10% dzieci i 2-5%
dorostych. Powoduje ona rocznie nawet do 5 zgonéw na 100 000 oséb, przy czym
$miertelno$¢ ta dotyczy gldwnie oséb mlodych. Wynika stad potrzeba dalszych badan
oraz poszukiwan nowych, bardziej skutecznych lekéw. To za$ nie bedzie mozliwe bez
doglebnego poznania przyczyny i patofizjologii choroby. W naszym spoleczenstwie
wigkszos$¢ osob utozsamia astme z alergig i atopia, jednak problem tego schorzenia nie
jest tak prosty i jednoznaczny. Poniewaz ,historia magistra vitae est”, zaczng t¢ prace

od krotkiego rysu rozwoju badan nad przyczyna i leczeniem astmy.

1.1 Rozwéj badan nad patofizjologia, diagnostyky i leczeniem astmy oskrzelowe;j.

Termin ,,astma” spotykamy juz w XV piesni Iliady. Homer uzyt go dla okreslenia

szybkiego oddychania zwigzanego z uczuciem dusznosci.
Pierwsze historyczne wzmianki dotyczace tej choroby znajdujemy w egipskim papirusie
Ebersa z 1500 roku p.n.e. Zawiera on opis urzadzenia, przypominajacego dzisiejsze
inhalatory, przez ktéry chory na astme¢ moglt wdychaé wyciagi z ziét. Takze stare ksiegi
indyjskie Vagbhata z 350 roku p.n.e. wspominaja o ci¢gzkim oddychaniu i
spionizowanej postawie ciala w napadzie dusznosci.

W rysie historycznym nie mozna oczywiscie pominaé ,,0jca medycyny”
Hipokratesa z wyspy Kos (460-377 rok p.n.e.), ktéry w swoich ,,Aforyzmach”
wielokrotnie opisywal klasyczny napad duszno$ci zwigzany z astma.

Celsus (25 rok p.n.e.-25 n.e.) podzielil astm¢ na kilka stadiéw, migdzy innymi
pisat o ,,dyspnoé&”, czyli szybkim oddychaniu, nastepnie o chorobie bardziej nasilone;j,
ktéra nazwal ,,asthma”, a wreszcie o ,ortopnoé”, czyli ostrym ataku dusznosci. Jego
klasyfikacja obowiazywata az do XVIII wieku.

Galen (131-201 rok n.e.) z kolei byl autorem pogladu na patofizjologie tej
choroby, ktory przetrwat do XVII wieku. Uwazat on, ze ,S$luz splywa z mézgu do
tchawicy i pluc, gdzie krzepnie i powoduje dolegliwosci”. Spojrzenie to zmienit dopiero

van Helmont (1578 - 1644), ktéry podkreslal skurczowy charakter choroby. On tez po
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raz pierwszy zwrocil uwage na czgstsze jej wystgpowanie w niektorych rodzinach,
skojarzenie ze zmianami skérnymi i zalecal leczenie w czystym gérskim klimacie. W
XVI wieku coraz czesciej wspominano o czynnikach uczulajacych, a wigc pierzu,
obecnosci kota i innych zwierzat w pomieszczeniach mieszkalnych, co nazywano
pézniej ,,antipathia humana”.

Woéweczas tez w leczeniu tej choroby zaczeto powszechnie stosowaé sprowadzong
z Indii bielun dziedzierzawe (Datura stramonium), oraz z Chin wyciagi z Ephedra
vulgaris, z ktérych p6zniej wyekstrahowano efedryng. Atroping wyizolowal w 1831
roku aptekarz Mein. W pdzniejszych latach zdobyla ona szeroka popularno$¢ w postaci
kropli. W terapii astmy nie brak bylo tez pomystéw bardzo oryginalnych, np Floyer pod
koniec XVII wieku oprocz leczenia klimatycznego i picia duzej ilosci kawy, zalecat
urynoterapie, a takze wywolanie ropnia, ktéry mial zmniejszy¢ sklonnos¢ do napadéw
astmatycznych. Z kolei Trousseau w XIX wieku w trakcie ataku dusznosci kazat pali¢
cygaro oraz stosowa¢ arszenik i chloroform w duzych dawkach.

Nowoczesne spojrzenie na astme przypada na druga polowe XIX wieku.
Londynski lekarz Salter w plwocinie zauwazy! elementy nazwane pdzniej krysztatami
Charcot-Leydena, a Blackley podal opis pylkowicy. On tez skonstruowat aparat do
zbierania pytkow z powietrza, opracowat testy skérne i spojowkowe z pytkami. Dalej
nalezaloby wymieni¢ Leydena, Charcota, Lefebra, Curschmanna i Finka. Ten ostatni w
1890 roku po raz pierwszy zwrdcil uwage na czgsto towarzyszaca astmie oskrzelowej
wysoka eozynofili¢ krwi obwodowej.

W historii odkryé zwigzanych z astmg nie sposob pomina¢ badaczy alergii,
immunologii i anafilaksji. Magendie i Flexner zauwazyli, ze powtérne wstrzyknigcie
krolikowi biatka kurzego wywoluje u niego burzliwq reakcje konczaca si¢
niejednokrotnie $mierciag. Nad zjawiskiem tym pracowali pdzniej miedzy innymi
Pasteur, Portier, Arthus, Henricourt, Smith, i laureat nagrody Nobla Richet. Richet
eksperymentowatl z jadami trujacych ukwiatléw. Podawal psom najpierw mata, potem
wigksza dawke toksyny liczac na uodpornienie, czyli profilaksje pséw. Jednak
zauwazyl reakcje odwrotng — psy zdychaly. Nazwal ja anafilaksja, czyli brakiem
ochrony. W tym tez czasie Koch opisal skorng probe tuberkulinows, ktéra jest niczym
innym jak komoérkowa nadwrazliwoscia na pratki gruzlicy.

Pojecie ,atopii” zostato wprowadzone do medycyny w 1923 roku przez Coca i
Cooka. Wiazalo sie ono z ,,reaginami” wykrytymi kilka lat wczes$niej przez Prausnitza i

Kiistnera. Oba pojecia natychmiast przyjely si¢ w opisie zjawisk klinicznych, a sama
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,reagina” 40 lat pdzniej scharakteryzowana zostata jako nowa immunoglobulina klasy
IgE. Dokonaly tego dwa niezalezne od siebie zespoly — Johansson i Bennich oraz
malzenstwo Ishizaka. Badania nad atopia wiaza si¢ oczywiscie z odkryciem
mastocytow, bazofiléw i mediatorow reakcji nadwrazliwosci. Pierwszym opisanym
mediatorem byla wykryta w 1907 r histamina. Poczatek lat 70-tych przynidst miedzy
innymi odkrycia czynnika chemotaktycznego dla eozynofilow i substancji PAF, czyli
czynnika aktywujacego plytki. Wykryta z konicem lat trzydziestych wolno dzialajaca
substancja anafilaksji (slow reacting substance of anaphylaxis — SRS-A) dopiero w roku
1979 okazala si¢ byé mieszaning leukotrienéw. Odkrycie to zostalo uhonorowane
nagroda Nobla dla Samuelssona (84). Prace nad rola prostaglandyn w astmie
zapoczatkowal Vane, z ktérym wspodlpracowali Gryglewski i Szczeklik. Oni tez byli
tworcami teorii astmy aspirynowej zwiazanej z blokada cyklooksygenazy. Na bazie ich
zalozen funkcjonuje wigkszo$¢ hipotez o patomechanizmie tego zagadkowego i wcigz
niewyjasnionego schorzenia (108).

Desensybilizacj¢ wprowadzit do medycyny Noon, odczulajgc chorych na
pylkowice wyciagami z pylkéw traw (69). Leki rozszerzajace oskrzela to adrenalina
stosowana od 1900 roku obok znanej od 5000 lat efedryny. Uratowala ona zycie miedzy
innymi Cooke’owi, ktéry po podaniu konskiej surowicy przeciwbloniczej wpadl we
wstrzas anafilaktyczny. W nastgpnych latach opracowywano kolejne leki z tej grupy,
ale juz o dziataniu bardziej selektywnym w stosunku do receptoréw B-adrenergicznych
oskrzeli. Byly to: izoprenalina, orcyprenalina, fenoterol, salbutamol i terbutalina. Na
poczatku XX wieku po raz pierwszy zsyntetyzowano teofiling oraz jej potaczenie z
etylenodiaming nazwane aminofilinag. Jednak' do farmakoterapii astmy leki te
wprowadzono dopiero tuz przed II wojna $wiatowa. Syntetyczne hormony kory
nadnerczy zaczgto stosowaé w leczeniu astmy na poczatku lat 50-tych. To wydarzenie
nalezy uznaé za jedno z najwazniejszych w nowoczesnej terapii astmy. Najnowsza
histori¢ lekoéw przeciwastmatycznych uzupelniajg wprowadzone przez Altounyan’a w
koncu lat 60-tych kromoglikany, a w latach nast¢gpnych wziewne glikokortykosteroidy,
dlugo dzialajacy agonisci receptorow [r-adrenergicznych 1 wreszcie leki

antyleukotrienowe (31).



14

1.2 Rozpoznanie i diagnostyka astmy.

Rozpoznanie astmy opiera si¢ zwykle na wywiadzie. Jej gldwne objawy, a wigc
$wiszczacy oddech, dusznos$¢, kaszel i odkrztuszanie wydzieliny, nie sg w pelni
charakterystyczne. Jednak nawracajace zaostrzenia i napady astmatyczne, czesto
prowokowane przez alergeny, substancje drazniace, infekcje wirusowe, zimne
powietrze i wysitek fizyczny, ukierunkowuja diagnostyke na wiasciwy tor. Poniewaz
astma ma charakter napadowy, w okresach wzglednego zdrowia zar6wno w badaniu
fizykalnym jak i czynnosciowym, czyli spirometrycznym, mozna nie stwierdzi¢
zadnych odchylen od normy. Réwniez wyniki testow skornych, jak i wykazanie
swoistych przeciwcial klasy IgE, maja ograniczong wartos¢, poniewaz rozpoznanie
atopii nie jest rownoznaczne z rozpoznaniem astmy. Atopia wystepuje w ponad 30%
populacji ogdlnej i czesto moze nie dawaé zadnych objawéw chorobowych (28). Jednak
identyfikacja typu alergenu moze pomdéc w diagnostyce. W rozpoznaniu astmy
pomocne moze by¢ réwniez badanie plwociny i krwi zylnej w kierunku obecnosci
eozynofiléw oraz bronchofiberoskopia polaczona z pobraniem materialu do badania za
pomoca szczoteczki, ptukaniem oskrzeli i biopsja $luzéwki. Stala skladowa obrazu
klinicznego astmy jest nadreaktywno$¢ oskrzeli. Bada si¢ ja wykorzystujac
niespecyficzne proby prowokacyjne, na przyklad z histaming i metacholing (61, 136).

1.3 Definicja astmy.

Astma — zgodnie z definicjg Migedzynarodowej Grupy Ekspertéw z 1992 roku, jest
przewlekla choroba zapalng oskrzeli, charakteryzujacq si¢ napadami kaszlu, skurczu
oskrzeli, $wiszczacego oddechu i dusznosci, ktére zwykle ustepuja samoistnie, ale moga
tez przebiegad¢ bardzo cigzko, a nawet prowadzi¢ do zgonu (28). Wydaje sie, ze za obraz
choroby odpowiedzialne sa przede wszystkim komoérki nabtonka oskrzeli oraz komorki
zapalne w drzewie i §luzéwce oskrzeli. Naleza do nich gléwnie mastocyty, eozynofile,

bazofile, limfocyty, neutrofile oraz makrofagi. Nie wiadomo jednak dlaczego te
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komorki w nadmiarze wedruja do phuc oraz jaki bodziec rozpoczyna samonapedzajacy

si¢ mechanizm zapalny prowadzacy do ograniczenia czynnosci uktadu oddechowego.

1.4 Klasyfikacja i etiologia astmy.

Astme¢ mozna podzieli¢ w oparciu o etiologie, przebieg choroby i stopien
obturacji drzewa oskrzelowego. Klasyfikacj¢ astmy zwigzang ze stopniem nasilenia
objaw6éw zamieszczono w dalszej czesci pracy (Tabela 2). Natomiast w podziale
etiologicznym wyré6znia si¢ astme zewnatrzpochodng i wewnatrzpochodna, nazywang
takze kryptogenna. Gléwnym przedstawicielem grupy pierwszej jest astma atopowa.
Atopi¢ definiuje si¢ jako genetycznie uwarunkowana predyspozycje do nadprodukcji
immunoglobuliny klasy E. Na powierzchni bazofiléw i mastocytéw znajduja si¢ liczne
receptory dla jej fragmentu Fc. Przeciwciala reakcji atopowej moga by¢ skierowane
przeciwko niemal wszystkim wystepujacym w naszym srodowisku antygenom. Reakcja
polaczenia antygenu z odpowiednim, zakotwiczonym w blonie mastocytéw i bazofilow
przeciwcialem, powoduje degranulacje komdrek i uwolnienie mediator6w zapalnych.

Obecno$é cech atopii nie wystarcza do rozwoju astmy i wystapienia objawow
chorobowych. W rozwoju astmy, a zwlaszcza jej zaostrzen duza role przypisuje si¢
nawracajacym i przetrwatym infekcjom wirusowym drég oddechowych. Wymienia si¢
adenowirusy, rinowirusy, wirusy RSV, chlamydie i mykoplazmy. Powoduja one mig¢dzy
innymi nadprodukcje¢ interferonéw i cytokin, takich jak IL-3, IL-5 i GM-CSF, ktére
przediuzajg zycie i aktywnos$é eozynofilow. |

Przebycie niektérych zakaznych chordb dziecigcych, takich jak odra czy ospa, a
takze ekspozycja na pratki gruzlicy we wczesnym dziecinstwie moze pelni¢ funkcje
ochronng przed rozwojem astmy. Ten paradoksalny efekt infekcji pierwszego roku
zycia jest prawdopodobnie zwigzany z przestrojeniem ukladu odpornosciowego na
walke z zakazeniem i nadprodukcja IL-12, IL-18, INFy, a supresjq limfocytow
pomocniczych Th; i spadkiem produkcji IL-10. Taki uktad mediatoréw humoralnych
chroni przed rozwojem nadwrazliwosci i nadprodukcja IgE. Z drugiej strony wydaje sie,
ze czesta antybiotykoterapia prowadzi do przestrojenia flory bakteryjnej jelit i
nadprodukcji Thy, co moze sprzyja¢ zwigkszonej podatnosci na wystgpienie atopii i

astmy (44).
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Znacznie trudniej jest wytlumaczy¢ etiologie i patomechanizm astmy
wewnatrzpochodnej. Zaréwno profil komdrek zapalnych, jak i cytokin w poptuczynach
i skrawkach oskrzelowych jest identyczny z uzyskiwanym od chorych na astme
zewnatrzpochodna. Podobnie gestos¢ receptoréw dla immunoglobuliny E na
powierzchni komoérek zapalnych jest podobna w obu typach astmy i wyzsza niz u 0séb
zdrowych. Do konca nie wiadomo, czy obraz opisywany jako astma jest
patofizjologicznie spdjny, czy tez rézne przyczyny warunkuja zupelnie inne jednostki
chorobowe, podobne jedynie w obrazie klinicznym.

Ponad potowa przypadkéw astmy ma podloze dziedziczne i dodatni wywiad
rodzinny. Badania nad genetyka astmy rozwijaja si¢ gwaltownie w ostatnich latach. Ich
omodwienie przekracza zakres tego wstepu. Znajdzie je Czytelnik w ostatniej pracy
pogladowej S. Holgate’a (43).

Ostatnio coraz czesciej etiologie astmy wigze si¢ z mozliwoscia zahamowania
klasycznej lub alternatywnej drogi apoptozy komoérek zapalnych. W Instytucie Alergii i
Astmy w Davos stwierdzono mi¢dzy innymi wystepowanie opornosci receptora Fas na
powierzchni eozynofiléw uzyskiwanych z zapalnych polipéw nosa. Co ciekawe, cecha
ta korelowala z wysokim poziomem tlenku azotu, a wigc zwiazku produkowanego w
duzych ilosciach w tkance zapalnej. Zmieniony receptor Fas warunkowal zaburzenia

jego kontaktu z Fas ligandem i prowadzit do przedtuzenia zycia eozynofila (100).

1.5 Astma aspirynowa.

Szczegélnym typem astmy jest astma z nadwrazliwoscia na aspiryng. U okoto
10% doroslych astmatykow po zazyciu aspiryny dochodzi do nasilonego ataku
dusznosci, ktéremu moze towarzyszy¢ zaczerwienienie skory, obrzek twarzy, wodnisty
katar, podraznienie spojowek oczu, lzawienie, biegunka, a nawet wstrzas.
Nadwrazliwo$é ta pojawia si¢ okolo 35 roku zycia i zwykle utrzymuje si¢ do $mierci.
Szacuje sig, ze u ok. 25% chorych na astm¢ wymagajacych mechanicznej wentylacji,
ataki te maja zwigzek z zazyciem aspiryny.

Pierwsza reakcja nietolerancji tego leku zostala opisana przez von Franke w
Niemczech w 1903 roku (130). Mialo to miejsce 4 lata po wprowadzeniu aspiryny na

rynki farmaceutyczne przez firme Bayer. Z kolei pierwsze przypadki nasilonych atakow
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astmatycznych po jej zazyciu zostaly opisane przez Barnetta 2 lata pdzniej (6). W
nastgpnych latach zauwazono, ze astmie z nadwrazliwoscia na aspiryng¢ towarzysza
polipy w nosie, wodniste katary, a czgsto zapalenie zatok (83). Mechanizm i przyczyna
tego zjawiska pomimo intensywnych badan jest wcigz niewyjasniona. Po odkryciu w
ostatnich latach prostaglandyn i leukotrien6w wydawalo si¢, ze wytlumaczenie tego
fenomenu jest w zasiggu reki. Jednak pdzniej przeprowadzane badania nie
doprowadzily do jednoznacznej i spdjnej teorii. Wigkszo$¢ hipotez prébujacych

ttumaczy¢ to zagadnienie opiera si¢ na cyklu przemian kwasu arachidonowego. W

swietle tych hipotez najwazniejszym elementem i punktem wyjscia tej nadwrazliwosci

jest zablokowanie cyklooksygenazy (COX) przez aspiryne. To za$ powoduje
przestawienie metabolizmu kwasu arachidonowego na tor produkcji leukotriendw,
istotnych mediatorow astmy (110). Ponizej przedstawiono fakty przemawiajace za

kluczowa rola blokowania COX w patomechanizmie nadwrazliwosci na aspiryne (111,

115).

o Obturacj¢ oskrzeli u chorych na astme aspirynowa wywotuje nie tylko aspiryna, ale
takze inne niesterydowe leki przeciwzapalne (NLPZ), ktére blokuja aktywnosé
cyklooksygenazy. Nalezag do nich miedzy innymi: ibuprofen, indometacyna,
diklofenak, naproksen, piroksykam, kwas fenamowy, ketoprofen, fenoprofen, kwas
tiaprofenowy, noramidopiryna, sulfinpyrazon i fenylbutazon. Natomiast leki
przeciwzapalne, ktére nie hamuja COX, takie jak salicylan sodu, trdjsalicylan
cholinowo-magnezowy, dekstropropoksyfen, azapropazon i benzydamid nie
wywolujg atakdw astmy.

e Stopien nasilenia ataku astmatycznego w duzej mierze jest zalezny od sily, z jaka
lek blokuje COX. Paracetamol bardzo stabo blokuje ten enzym, w zwigzku z tym
jest dobrze tolerowany przez wigkszo$¢ chorych na astme aspirynowg w dawce nie
przekraczajacej 1000 mg na dzien.

e (Czasami w leczeniu astmy aspirynowej przeprowadza si¢ odczulanie na aspiryne.
Istnieja doniesienia, ze takie leczenie moze tagodzié przebieg choroby. Wazne jest
jednak, ze po skutecznie przeprowadzonej terapii odczulajacej pacjent traci tez

nadwrazliwos¢ na wszystkie inne NLPZ blokujace COX.

Osoby, u ktérych przynajmniej raz stwierdzono nadwrazliwo$¢ na leki blokujace
COX, nie powinny ich przyjmowaé do konca zycia. COX wystepuje w formie dwoch

izoenzymoéw. Forma konstytutywna, okreslana jako COX-1, jest obecna niemal we
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wszystkich komoérkach ustroju, natomiast forma COX-2 ulega aktywacji jedynie w
komérkach zapalnych. Wydaje si¢, ze nadwrazliwo$¢ na NLPZ wiaze sic z
blokowaniem tylko izoenzymu COX-1, a proces zapalny z aktywnoscia COX-2. W
zwigzku z tym leki, ktére blokuja bardziej selektywnie COX-2 niz COX-1, takie jak
meloxicam i nimesulid, a przede wszystkim celekoksib i rofekoksib powinny by¢ lepiej
tolerowane przez tych chorych. Rofekoksib (Vioxx, Merck & Co.) w dawce
terapeutycznej zalecanej przez producenta, nie powodowal dusznosci u zadnego z 12
chorych na astme aspirynowa, ktérym ten lek podawano w naszej Katedrze (112).
Jednak aby rekomendowaé jego stosowanie u tych chorych nalezy znacznie powigkszy¢
liczbe badanych oséb. Oba izoenzymy maja w 50% identyczng budowe i nie jest
wykluczone, ze leki selektywnie blokujace COX-2 wykazuja rowniez stabg aktywno$é
w stosunku do COX-1.

Unikanie niesterydowych lekéw przeciwzapalnych przez astmatykow
aspirynowych jest niezb¢dne, ale nie gwarantuje petnego zdrowia. Co wigcej, z biegiem
lat astma postepuje i z reguly ma bardzo cigzki przebieg. W badaniach laboratoryjnych
stwierdza si¢ wysoka eozynofili¢ w krwi i drogach oddechowych, a wiekszo$¢ chorych
wymaga leczenia doustnymi preparatami glikokortykosteroidow.

Diagnozg astmy aspirynowej czgsto mozna postawi¢ w oparciu o wywiad. Jednak
czasami nadwrazliwo$s¢ na NLPZ, a gléwnie pyrazolony, wigze si¢ z bezposrednig
reakcja IgE-zalezng. Aby wigc postawione rozpoznanie nie budzilo watpliwosci, w
kazdym przypadku nalezy wykonaé testy prowokacyjne z kwasem acetylosalicylowym
podawanym donosowo, wziewnie lub doustnie. Testy skéme z kwasem
acetylosalicylowym wypadaja zawsze ujemnie, niezaleznie od obecnosci towarzyszacej
atopii. Najpopularniejsze sa testy z aspiryng doustng lub wziewne z aspiryna lizylowa.
Testy donosowe charakteryzuja si¢ niewielka czuloscig i wykonywane sa rzadko.

Uwaza si¢, ze kluczowymi mediatorami astmy aspirynowej sa leukotrieny
cysteinylowe. Po prowokacji kwasem acetylosalicylowym u chorych na astme
aspirynowa poziom leukotriendw w moczu, popluczynach oskrzelowo-pecherzykowych
i w wydzielinie nosa wzrasta od 2- do 15-razy; réznia si¢ oni w tym wzgledzie istotnie
od astmatykow dobrze tolerujacych aspiryne (15, 101, 102, 114). U chorych na astme
aspirynowa czasami stwierdza si¢ takze podwyzszenie podstawowego poziomu
wydzielanych leukotrienéw (70). Ma to niewatpliwie zwiazek ze stopniem zaburzenia
czynnosci pluc i $wiadezy o stalej nadprodukcji leukotrienéw, nasilonej jedynie po

ekspozycji na NLPZ. Kolejnym dowodem potwierdzajacym istotng role tych
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mediatorOw w patomechanizmie ataku astmy aspirynowej jest fakt, ze antagonisci
receptorow leukotrienowych zapobiegaja skurczowi oskrzeli indukowanemu aspiryna
(24, 137).

Kluczowym enzymem w produkcji leukotrienéw cysteinylowych jest syntaza
leukotrienu C4 (LTC4S). Dokladniejsze prace nad jego funkcjonowaniem i ekspresja
byly mozliwe po sklonowaniu do bibliotek linii THP-1 i opublikowaniu sekwencji przez
Penrose’a i Lam’a w 1996 roku (72). Badania przeprowadzone w naszej Katedrze
wykazaly, ze w bioptatach oskrzelowych u oséb z nadwrazliwo$cia na aspiryne
wystepuje zwiekszona ekspresja LTC,S (22). Ponadto w naszej Katedrze znaleziono w
regionie promotorowym LTC4S (W pozycji .444) polimorfizm, polegajacy na transwersji
nukleotydu A na C, ktéry jest dwukrotnie czgstszy w fenotypie astmy z
nadwrazliwoscia na aspiryn¢ (88). Poniewaz polimorfizm ten wystegpuje w regionie
promotorowym, ktéry ulega wpltywom réznych czynnikéw regulacyjnych, wydaje si¢
prawdopodobne, ze transwersja ta moze powodowaé wyzsza ekspresje tego enzymu
(113). Sklonowane cDNA LTC,S koduje 675 par zasad, natomiast biatko tego enzymu
sklada si¢ ze 150 aminokwaséw i ma mas¢ 18 kDa. Struktura trzeciorzgdowa tworzy 3
hydrofobowe domeny przezblonowe i 2 hydrofilne petle. W aminokwasowej sekwenc;ji
tego enzymu wykazano mig¢dzy innymi obecno$¢ dwoch miejsc fosforylacji kinazy
bialkowej C i jednego miejsca glikozylacji, co $§wiadczy, ze jego aktywnos$¢ ulega
wplywom regulacyjnym (73, 135).

Nie jest réwniez wykluczone, ze przyczyna nadprodukcji leukotrienéw u
astmatykoéw aspirynowych jest niewystarczajaca aktywnos¢ COX, a nie zwigkszona
aktywno$¢ enzymow przemian leukotriendw (91). Istnieja doniesienia o obnizonej
ekspresji mRNA COX-2 w hodowanych in vitro nablonkach polipéw nosa oraz w
blonie $luzowej polipéw nosa pobranych od astmatykdéw aspirynowych, w poréwnaniu
z astmatykami dobrze tolerujacymi aspiryng¢ (55, 74). Ponadto wykazano wyzsza
ekspresj¢ tego enzymu w skrawkach oskrzeli u chorych na astm¢ w poréwnaniu z
osobami zdrowymi, ale byla ona nizsza u chorych z nadwrazliwoscia na aspiryng, niz u
astmatykow dobrze tolerujacych ten lek (106).

Za przypuszczalnym udzialem PGE; w patogenezie astmie aspirynowej przemawia
takze fakt, ze podana w formie inhalacyjnej znosi ona nadprodukcje leukotrienéw i

zapobiega atakowi astmy po prowokacji aspirynowej (96, 109).
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1.6 Metabolizm kwasu arachidonowego.

Wszystkie zwiazki ktére powstaja w wyniku przeksztalcen kwasu
arachidonowego (AA) okresla si¢ jako eikozanoidy. Nazwa ta wywodzi sie od
greckiego liczebnika 20, poniewaz tyle atoméw wegla ma czasteczka kwasu
arachidonowego. Pierwsze doniesienia o biologicznych efektach ich dziatania pochodza
z 1930 roku i dotycza kurczliwo$ci migsniowki gladkiej. Wkrotce potem Euler
wyekstrahowal z nasienia substancj¢ silnie kurczaca mie$niowke gladka macicy i
zaproponowal dla niej nazwe ,prostaglandyna”. Jednak na poznanie jej struktury
chemicznej trzeba bylo czekaé az do lat 50-tych. Oprocz prostaglandyn do
eikozanoidoéw zalicza si¢ poznane w latach 70-tych tromboksany i prostacykling, a w
latach 80-tych leukotrieny i lipoksyny.

Etapem wstgpnym w produkcji eikozanoidéw jest uwolnienie kwasu
arachidonowego z fosfolipidow blonowych przez fosfolipaz¢ A,. Nastgpujace z kolei
utlenianie kwasu arachidonowego moze by¢ katalizowane przez trzy rdzne grupy
enzymow: cyklooksygenazy, lipoksygenazy i monooksygenazy zalezne od cytochromu
P450 (CYP450). Procesy te warunkuja powstanie prostaglandyn, prostacykliny i
tromboksandw (Rysunek 1). Te trzy grupy zwiazké6w nosza wsp6lnag nazwe
prostanoidéw. Do tej pory poznano dwie izoformy cyklooksygenaz — COX-1 i COX-2.
Maja one dwa miejsca aktywne enzymatycznie. Jedno katalizuje cyklooksygenacje
kwasu arachidonowego i powstanie PGG,, a drugie ma aktywno$é peroksydazy i
uczestniczy w przemianie PGG; do PGH,. Z tego tez wzglgdu COX jest nazywana
rOwniez syntaza prostaglandyny PGH, (PGHS). Obie prostaglandyny sa niestabilne i
natychmiast po powstaniu ulegaja dalszym przemianom. COX-1 jest zlokalizowana w
siateczce endoplazmatycznej i blonie jadrowej. Jej ekspresja jest stala, niezalezna od
stanu aktywnosci komorki; produkuje prostaglandyny przeznaczone do wydzielania.
COX-2 jest enzymem ulokowanym glownie w otoczce jadrowej, a jej ekspresja
indukuje si¢ w warunkach nasilonej stymulacji. Obie izoformy sa kodowane przez
rézne geny, ktére wykazuja homologi¢ w okolo 60%. Za biologiczny efekt dzialania
prostanoidéw, niejednokrotnie skrajnie zréznicowany, odpowiedzialne sa receptory
blonowe sprzezone z rodzing bialek G (Tabela 1). Druga grupa receptoréw
prostanoidow sa wewngtrzkomérkowe receptory peroksysomalnego czynnika
proliferacyjnego (PPAR - peroxisome-proliferator-activated receptor), ktérych

aktywno$¢ wiagze sie z regulacjq transkrypcji genow (87).
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Odpowiedz Wplyw
Podtyp Wtérny Naturalny
komoérek migsni na agregacje
receptora przekaznik agonista
gladkich plytek krwi
DP TcAMP PGD;, Brak Hamuje
EP1 IP3, DAG,Ca* | PGE,, PGFy, Skurcz Brak
EP2 TcAMP PGE,; Rozkurcz Brak
EP3 NcAMP PGE, Skurcz Nasila lub hamuje
EP4 TcAMP PGE, Rozkurcz Brak
FP IP;, DAG,Ca* PGF,, Skurcz Brak
IP TcAMP PGI;, PGE; Rozkurcz Hamuje
TP TXA;, PGH,,
IP;, DAG,Ca* Skurcz Brak
naczyniowy (PGD,,PGF2q)
TP plytkowy | IP3, DAG,Ca™ | TXA,, PGH, Brak Nasila

Tabela 1. Typy receptoréw prostanoidéw, ich przekazniki wewnatrzkomérkowe oraz

wywierany efekt biologiczny.
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Rysunek 1. Metabolizm eikozanoidéw na szlaku cyklooksygenaz.

A. Kwas arachidonowy zostaje utleniony przez COX-1 lub COX-2 do niestabilnych
produktoéw posrednich, prostaglandyn — PGG, i PGH,. PGH; moze by¢ nastgpnie
wlaczona w trzy alternatywne tory przemian — B, C lub D.

B. Syntaza prostacykliny produkuje prostacykling. Jej p6zniejsza szybka i samoistna
inaktywacja zachodzi na drodze hydrolizy i B-oksydacji.

C. Izomerazy przeksztalcaja PGH; do trzech r6znych prostaglandyn: E;, Fy, i D,. Te z
kolei w wyniku dziatania 15-OH-dehydrogenaz prostaglandyn (PGDH) ulegaja szybkiej
inaktywacji z wytworzeniem ketonéw. Dalszy katabolizm ketonéw prostaglandyn
polega na redukcji wiazania A" i oksydacji ze skroceniem laficucha weglowego
czasteczki.

D. Tromboksan A, (TXA;) powstaje przy udziale syntazy tromboksanu i ulega
samoistnej szybkiej hydrolizie do nieaktywnego TXB,, a nastgpnie innych
nieaktywnych produktéw wolnej degradacji.
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Lipoksygenazy utleniajg nienasycone kwasy tluszczowe bez ich cyklizacji. W
efekcie tej katalizy powstaja wodoronadtlenki lipidow. Rézne komoérki wykazuja
odrebna ekspresj¢ izoenzymoéw lipoksygenazy. Plytki krwi maja 12-lipoksygenaze,
neutrofile 5-lipoksygenaze, a eozynofile i bazofile az dwie lipoksygenazy, to jest 5- i
15-lipoksygenaze¢. Niestabilne wodoronadtlenki ulegaja dalszym przemianom do
hydroksykwaséw, epoksykwasoéw, lipoksyn i leukotriendw. Z punktu widzenia
patofizjologii astmy najwazniejszy jest szlak 5-lipoksygenazy (Rysunek 2). Enzym ten z
pomoca biatka kofaktorowego FLAP (five lipoxygenase activated protein) generuje
poprzez 5-wodoronadtlenek niestabilny epoksyd kwasu arachidonowego nazywany
leukotrienem A4 (LTAy). Swoista hydrolaza obecna w neutrofilach przeksztalca LTA; w
leukotrien By4. Jest to silny chemoatraktant przyciagajacy komoérki do ogniska
zapalnego. LTA4 moze by¢ tez sprzggany ze zredukowanym glutationem, w wyniku
czego powstaje peptydoleukotrien LTC,. W niektdrych komdrkach syntaza leukotrienu
C4 (LTC4S) obecna jest wraz z 5-LO i biatkiem FLAP. Tak wyposaZone enzymatycznie
sa migdzy innymi eozynofile, mastocyty i bazofile. W innych komorkach, np. plytkach
krwi i komoérkach $rédblonka naczyn krwionosnych, LTC4S wystepuje bez tych
pierwszych bialek i wowczas metabolizuje dostarczony jej z krwi LTA4. Uwaza sig, ze
tak wyprodukowany LTC,, jest gléwnym zrédlem tego leukotrienu we krwi (81).
Transcelularny mechanizm produkcji LTC4 moze réwniez odgrywaé pewna role w
produkcji LTC4 przez komoérki nablonka oskrzeli. W monocytach i makrofagach
syntazie LTC, towarzyszy hydrolaza LTA4, komoérki te mogg wiec produkowaé
zaréwno LTC,; jak i LTB4 Natomiast LTC4S pozbawione sa zupelnie komorki
nablonkowe, limfocyty i neutrofile. LTC4 pod wplywem y-glutamylotranspeptydazy
ulega przemianie po odszczepieniu kwasu glutaminowego do LTDjs. Ten z kolei po
odszczepieniu glicyny przeksztalca si¢ w leukotrien Es ktéry moze juz byé
eliminowany z ustroju. Uwaza sie, ze poziom leukotrienu E; w moczu oddaje aktualny

stan metabolizmu leukotrienéw cysteinylowych w organizmie.
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Rysunek 2. Metabolizm kwasu arachidonowego na szlaku 5-lipoksygenazy (5-LO).

Wolny kwas arachidonowy jest utleniany w pozycji 5 przez 5-LO. W wyniku tej reakcji
powstaje niestabilny kwas S-hydroperoksyeicosatetraenowy (5-HPETE). Ulega on
nastgpnie dehydratacji przez syntaz¢ LTA4 z wytworzeniem leukotrienu A; (LTAy).
Kolejny etap wiaze si¢ z hydroliza LTA4 i powstaniem leukotrienu B4 (LTB;) lub
koniugacja LTA4 ze zredukowanym glutationem (GSH) i wytworzeniem leukotrienu Cg4
(LTC4). LTC, ulega przeksztalceniu przez y-glutamylotranspeptydazg do leukotrienu Dy
(LTD4) z uwolnieniem kwasu glutaminowego. Z LTD4 po usunigciu reszty glicynowej
przez dipeptydazg¢ powstaje leukotrien E4, metabolizowany dalej do leukotrienu F.

Przy omawianiu metabolizmu kwasu arachidonowego nie mozna poming¢
lipoksyn. Sag to stosunkowo najslabiej poznane eikozanoidy. Ich powstanie zwigzane
jest ze wspoldzialaniem réznych enzyméw przemian kwasu arachidonowego i wielu
komorek (np. neutrofilow i eozynofilow, neutrofilow i plytek krwi). Kluczowa role
odgrywa tutaj miedzykomérkowa dyfuzja posrednich wodorotlenkéw kwasu
arachidonowego (13). Wydaje si¢, ze lipoksyny sa zwiazkami ograniczajacymi
rozszerzanie si¢ nacieku zapalnego. Dzialaja one prawdopodobnie poprzez receptor
serpentynowy sprzezony z biatkiem G. Udowodniono migdzy innymi, ze zmniejszaja
zar6wno odpowiedZ neutrofiléow na bodzce chemotaktyczne jak i produkcje wielu

mediatorow przez komorki zapalne (17, 90).
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1.7 Rola leukotriendw i lekéw antyleukotrienowych w patomechanizmie i leczeniu

astmy.

W $wietle wspolczesnych badan udzial leukotriendw cysteinylowych w astmie
wydaje si¢ by¢ niekwestionowany (82). W poptuczynach oskrzelowo-pecherzykowych
(bronchoalveolar lavage — BAL), uzyskiwanych od chorych na astme¢ oskrzelowa
wykazano znamiennie wyzszy poziom LTC, i LTB,4, nawet w bezobjawowych okresach
przebiegu choroby (29). Ponadto po stymulacji alergenem astmatykéw atopowych (71),
a aspiryng astmatykéw aspirynowych (15, 102, 114), obserwowano w BAL-u
kilkakrotny wzrost poziomu leukotriendw C, i D4, a w moczu leukotrienu E4. Zwiazki
te wstrzykniete podskdérnie wywoluja zaczerwienienie i obrzek zwiazany ze wzrostem
przepuszczalnosci naczyn (104), zas inhalowane przez osoby zdrowe sa przyczyng
skurczu oskrzeli (nawet 500-1000 razy silniejszego od wywolanego przez histaming)
(25) i ich nadwrazliwosci (50) oraz nadprodukcji §luzu (62). Leukotrieny nasilajg takze
indukowang przez trombing i czynnik wzrostu nablonkéw (epidermal growth factor —
EGF) proliferacj¢ mig¢sniowki gladkiej oskrzeli. Inne, mniej znane ich dziatanie wiaze
si¢ z nasileniem wrazliwosci nerwu blednego oraz zaleznych od kapsaicyny
afferentnych widkien C, ktére moga wywolywaé odruch kaszlu, skurcz miesniowki
gladkiej i nadprodukcje sluzu. Leukotrieny, a w szczeg6lnosci LTB4 i LTE4 wykazuja
silng aktywno$é chemotaktyczna w stosunku do neutrofiléw, eozynofiléw i monocytéw.
Moga réwniez modyfikowaé funkcje komdrek rzeskowych oskrzeli oraz wpltywaé na
przebudowe Sciany oskrzeli i przerost gruczotéw sluzowych (11).

Pierwsze wprowadzone na rynek farmaceutyczny leki antyleukotrienowe
blokowaly 5-LO, FLAP i fosfolipazg A,. Kolejna grupa, to antagonisci receptorow
leukotrien6w cysteinylowych, a wiec zafirlukast (Accolate, AstraZeneca), montelukast
(Singulair, Merck) oraz stosowany w Japonii pranlukast (Ultair, SmithKline Beecham).
W uktadzie eksperymentalnym LTD, wywoluje skurcz miesniéwki gladkiej po okoto 4
minutach, natomiast efekt LTC,; jest obserwowany po czasie 5 razy dluzszym. Nie
wiadomo, czy ta réznica wiagze si¢ z przemiang LTC4 do LTD,, czy tez kazde z nich
dziala na inny receptor. Do tej pory poznano dwa typy receptoréw leukotrienow
cysteinylowych. Receptor LTI charakteryzuje si¢ wysokim powinowactwem do
leukotrienu D4 i niskim do C4. Wiadomo, ze jest to receptor sprz¢zony z biatkami G.
Kilka sekund po jego pobudzeniu w komdrce wzrasta poziom wapnia, a kilka minut

p6zniej dochodzi migdzy innymi do aktywacji topoizomerazy I, nasilenia transkrypcji
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biatek aktywujacych fosfolipazy i wzrostu aktywnosci fosfolipazy A,. Drugi typ
receptorow leukotriendw cysteinylowych to LT2. Ma on wysokie powinowactwo do
LTCs 1 niskie do LTD4. Dotad niewiele wiadomo o jego przekaznictwie
wewnatrzkomérkowym (33).

Leki antyleukotrienowe znamiennie zmniejszaja skurcz miesniowki gladkiej
oskrzeli w izolowanych ludzkich preparatach inkubowanych in vitro z leukotrienami
cysteinylowymi. Dla pranlukastu wykazano nawet, ze sila tego dzialania jest
proporcjonalna do dawki leku (126). U zwierzat doswiadczalnych leki
antyleukotrienowe zapobiegajq atakowi astmy po stymulacji alergenem, zmniejszaja
obrzek 1 przepuszczalno$¢ naczyn krwionosnych oraz przeciwdzialaja rozwojowi
nadwrazliwosci oskrzeli (40). Zmniejszaja takze naplyw komorek zapalnych, a w
szczegblnos$ci eozynofilow, do drég oddechowych (66). Wydaje sig, Zze poprzez blokade
receptorow LT zmniejsza si¢ takze dalsza nadprodukcje leukotrienéw (49). U ludzi po
zastosowaniu lekow antyleukotrienowych wykazano miedzy innymi zmniejszenie
skurczu oskrzeli po stymulacji alergenem, znaczne zlagodzenie objawdw astmy
wysitkowej, aspirynowej oraz zmniejszenie czgstosci napadow  dusznosci
powodowanych zimnym powietrzem (46, 48).

Przeprowadzone w latach 1998-2000 wieloosrodkowe badania kliniczne
wykazaly, iz leki blokujace receptory leukotrienéw cysteinylowych sa skuteczne w
wysokim odsetku chorych, ktéry w zaleznosci od typu astmy wynosi 40-70% (19,119).
Stad tez blokery receptorow leukotrienowych znalazly si¢ w oficjalnych zaleceniach
opracowanych przez GINA (Global Initiative for Asthma), jako wskazane w leczeniu
astmy, zwlaszcza o lekkim i umiarkowanym przebiegu przewleklym. Sa to leki
doustne, wigc stosunkowo latwe w dawkowaniu i dobrze akceptowane przez pacjentow.
Ponadto poznane do tej pory efekty uboczne ich stosowania sa bardzo niewielkie.
Ograniczaja si¢ jedynie do znikomych, czgsto przejsciowych dolegliwosci zotadkowo-
jelitowych i boléw glowy. Opisywane przypadki wystapienia zespotu Churg-Stroussa w
trakcie podawania tych preparatow maja prawdopodobnie zwiazek nie tyle z ubocznym

dzialaniem samego leku, co z redukcja kortykoterapii systemowej (40).
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2. Budowa i funkcja eozynofilow.

Krwinka kwasochlonna zostala po raz pierwszy opisana przez Ehrlicha 120 lat
temu. Od tego czasu wiele dowiedzieliSmy si¢ o jej budowie i funkcji. Szczegdlnie w
ciagu ostatnich kilkunastu lat widaé wyrazny wzrost zainteresowania eozynofilami.
Jezeli przeanalizujemy ilo$¢ artykuléw poswigconych tej komorce, okaze sig, ze w

ostatnich latach wzrasta w zadziwiajacym tempie (Rysunek 3).
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Rysunek 3. Wzrost liczby publikacji dotyczacych eozynofilow w latach 1970-1999.

W ubieglym roku nawet po raz pierwszy zostalo zorganizowane sympozjum w
Lund, na ktérym przez pig¢ dni méwiono tylko o tej wciaz pod wieloma wzgledami
tajemniczej komoérce. Niektére aspekty funkcji eozynofila, jak udzial w procesach
alergicznych, obrona organizmu przed pasozytami, cytotoksyczno$¢, neurotoksycznosc,
modulacja reakcji zapalnej i procesow nowotworowych, zostaly zauwazone wiele lat
temu (134). Do konca nie wiadomo jednak na czym polega udzial w tych procesach i
jak wyglada regulacja tych mechanizméw.
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2.1 Pochodzenie i réznicowanie eozynofilow.

Eozynofile wywodza si¢ z komorek pnia szpiku kostnego. W ich réznicowaniu i
dojrzewaniu uczestniczy szereg czynnikdw humoralnych produkowanych przez
limfocyty T i komoérki podscieliska szpiku. Gtéwne trzy hormony uktadu
krwiotworczego warunkujace prawidlowa hemopoeze eozynofiléw to GM-CSF, IL-3 i
IL-5 (9). Proces réznicowania i dojrzewania w szpiku trwa okoto 5 dni. Po tym czasie
dojrzate komorki kwasochlonne opuszczaja szpik i kraza w krwi obwodowej przez
okoto 25 godzin. Nastgpnie wedruja do tkanek przyciagane przez czynniki
chemotaktyczne, takie jak histamina i jej gléwny metabolit kwas imidazolowooctowy,
.substancj¢ PAF, leukotrieny, prostaglandyny, produkty rozpadu i metabolizmu bakterii
oraz pasozytéow, fibrynopeptyd A, interleukiny, a w szczegdlnosci IL-5 (20, 98).
Wykazano, ze podanie $winkom morskim przeciwcial wiazacych IL-5, powodowato
znaczne zmniejszenie naplywu eozynofilow do drég oddechowych do ktérych nastqi:mie
podawano LTD, (126). Szczegdlnie duze nagromadzenie tych komorek stwierdza sie w
tkankach majacych kontakt ze s$rodowiskiem zewngtrznym, a wiec w przewodzie
pokarmowym, gdérnych i dolnych drogach oddechowych oraz dolnych partiach uktadu
moczowo-plciowego. Dlugos¢ zycia eozynofiléw w tych tkankach wynosi minimum 6
dni, przy czym wyraznie zwigksza si¢ w obecnosci takich cytokin jak GM-CSF, IL-3 i
IL-5.

2.2 Morfologia komorki.

Cechg charakterystyczng eozynofila jest okularowate jadro oraz kwasochtonne
ziarnisto$ci (Rysunek 4). Sa to tzw. ziarnisto$ci wtérne, zwane tez duzymi lub
specyficznymi. Skladaja sie one z elektronowo gestego, krystaloidalnego rdzenia
otoczonego macierza o mniejszej gestosci. W rdzeniu lokalizuje si¢ gléwne biatko
zasadowe (MBP), natomiast w korze pozostale biatka polikationowe, czyli
eozynofilowe biatko kationowe (ECP), peroksydaza (EPO) oraz neurotoksyny (EDN)
(35). MBP jest nieenzymatycznym bialkiem o cigzarze okoto 14 kDa, wykazujacym
wysoka toksyczno$¢é w stosunku do pasozytéw i komorek nowotworowych, ale takze

zdrowych tkanek. Ponadto moze ono aktywowa¢ mastocyty i neutralizowa¢ heparyne.
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ECP jest rowniez toksyczne dla pasozytéw i zdrowych tkanek, a ponadto wykazuje
wlasciwosci  bakteriobdjcze, neurotoksyczne, aktywujace mastocyty i czynniki
humoralne ukladu krzepnigcia krwi oraz ma aktywno$¢ rybonukleazowa. EDN ma
budowe 1 wlasciwosci podobne do ECP, ale charakteryzuje si¢ 100-krotnie silniejsza
aktywnoscig rybonukleazowa. Kolejne biatko ziarnistosci wtérnych to EPO. W
przeciwienstwie do trzech omoéwionych powyzej ma aktywno$¢ enzymatyczng. W
obecnosci nadtlenku wodoru i jonéw halidowych (metalohalogenowych, a gléwnie
bromku), katalizuje powstanie kwasu hipohalowego (ang. hypohalous acid), ktéry jest
toksyczny dla pasozytéw, bakterii, komoérek nowotworowych i zdrowych tkanek (57).

Ziarnistosci wtoérne pojawiaja si¢ w trakcie eozynofilopoezy w mielocytach i
powstaja z duzych, sferycznych i ziarnistych tworéw lizosomalnych. Niektore z tych
tworow tworzg trwate, homogenne pod wzgledem gestosci ziarnistosci pierwotne, tzw.
mikroziarnistosci. Sa one dotad poznane bardzo stabo. Zawieraja miedzy innymi
lizofosfolipaze, ktora krystalizujac w $linie tworzy znane od bardzo dawna krysztaly
Charcot-Laydena.

Trzeci typ ziarnistosci eozynofila, to ziarnisto$ci mate. Tworza si¢ one na etapie
metamielocytow, a w mikroskopie elektronowym sa widoczne jako struktury o
jednorodnej gestosci. Wiadomo, ze skladaja si¢ z kwasnej fosfatazy i arylsulfatazy B.
Dok?adna rola tych zwigzkéw nie zostala jeszcze wyjasniona.

W obrazie pochodzacym z mikroskopu elektronowego widaé takze gladkie
okragle lub polokragle struktury zwigzane z blonami, okreslane jako struktury
pecherzykowo-cewkowe. Pelnia one wazng role przy degranulacji komorek i
transporcie uwalnianych na zewnatrz mediatoréw zapalnych.

Kolejnymi organellami komoérki sa ciala tluszczowe, ktére nie réznig si¢ od
podobnych tworéw wystepujacych w innych komérkach organizmu. Liczba ciat
ttuszczowych wzrasta po aktywacji i wydaje sie, ze jest to gldwny magazyn kwasu
arachidonowego i zasadniczy osrodek jego metabolizmu. Eozynofile zawieraja réwniez
inne organelle komdrkowe, takie jak siateczka endoplazmatyczna, wolne rybosomy,
mitochondria i aparat Golgiego (Rysunek 5 i 6) (56).

Oprécz depozytéw nagromadzonych w ziarnistosciach, eozynofile po aktywacji
wydzielajg zwiazki wywodzace si¢ ze struktur blonowych i organelli komérkowych, a
produkowane ad hoc. Sa to gléwnie mediatory lipidowe (leukotrieny cysteinylowe,

lipoksyny, prostaglandyny, TXA,, PAF) (52), cytokiny (GM-CSF, TGF-«, IL-3, IL-5,
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IL-6) (12, 129) , enzymy (glukuronidazy, rybonukleazy, fosfolipazy, kolagenazy) oraz
rodniki tlenowe (92).

Nie wszystkie eozynofile s morfologicznie jednorodne. Niektére z nich maja
wigksze ziarnistosci wtérne, wigcej cytoplazmatycznych wakuoli i struktur
pecherzykowo-cewkowych, a zmiany marker6w blonowych sugeruja stan ich aktywacji
(80). Odrebnosci struktury powoduja zmiany gestosci, ktore mozna stwierdzi¢ poprzez
wirowanie komoérek w gradientach gestosci. Eozynofile te sg okreslane jako
hipodensyjne i stanowig 10% puli eozynofilowej krwi oséb zdrowych a 35-65% puli
eozynofilowej chorych na astm¢ oskrzelowa. W idiopatycznym zespole
hipereozynofilowym moga stanowi¢ nawet 80% wszystkich komérek kwasochlonnych
krwi (133). Podobny odsetek hipodensyjnych eozynofilow wystgpuje tez w
popluczynach oskrzelowo-pgcherzykowych astmatykéw po stymulacji alergenem.
Wydaje si¢ wigc, ze hipodensyjne komorki sa po prostu eozynofilami w stanie
aktywacji, jednak przeprowadzane eksperymenty jednoznacznie nie udowodnily tej
hipotezy (57).

Rysunek 4. Eozynofil w rozmazie krwi obwodowe;j.



31

Rysunek 5. Eozynofil — obraz z mikroskopu elektronowego.

Oprdzniajace
si¢ pecheyzyki

Ziarnistosci

Mitochondria
male

Ziarnistosci Ciala tluszczowe

duze
Jadro pecherzykowo -

cewkowe

Rysunek 6. Eozynofil — schemat budowy.



32

2.3 Receptory blonowe i markery powierzchniowe eozynofila.

Na powierzchni eozynofila stwierdzono migdzy innymi obecno$¢ receptorow dlé:
Immunoglobulin:
e IgG — FcyRII (CDw32), a po aktywacji rowniez FcyRI (CD64),
o IgA (FcaR),
o IgE giéwnie o nizszym powinowactwie immunoglobuliny do receptora — FceRII
(CD23), ale réwniez o wysokim powinowactwie — FceRI;
sktadowych kompleksu dopelniacza Clq, C3a, C3b, C3a;
interleukin i czynnik6w humoralnych: IL-3, IL-5, GM-CSF, TNFa, IFNa, IFNy, IL-
2, przy czym ten ostatni pojawia si¢ dopiero po stymulacji komorki;

mediatoréw lipidowych — prostaglandyn, leukotrienéw i PAF.

Ponadto na powierzchni eozynofila stwierdza si¢ wystgpowanie antygenow

powierzchniowych, takich jak:

antygeny zgodnosci tkankowej charakterystyczne dla wszystkich leukocytow, a
wiec HLAI (human léukocyte antigen class I) oraz CD45 (common leukocyte
antigen 435);

integryny uczestniczace w kontaktach migedzykomérkowych, np. [;-integryny,
VLA4 (very late antigen 4), B2-integryny, np. CD11a, CD11b, CDlIc;

markery z rodziny immunoglobulin, np. ICAM-1, VCAM-1;

selektyny (132).

(Rysunek 7)
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Rysunek 7. Schemat receptoréw i markeréw blonowych eozynofila.

oznacza, ze receptor jest bardziej aktywny w trakcie przebywania
komérki w tkankach, niz we krwi;

oznacza, ze receptor jest mniej aktywny w trakcie przebywania komarki
w tkankach, niz we krwi;

oznacza, ze receptor jest aktywny tylko w trakcie przebywania komorki
w tkankach;
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3. Cel pracy.

Celem pracy jest:

1) okreslenie genetycznej ekspresji mRNA syntazy leukotrienu C4 (LTCsS) w
eozynofilach chorych na astme, z uwzglednieniem podzialu na astmg¢ aspirynows i

niewrazliwg na aspiryng oraz w zdrowej grupie kontrolnej;

2) okreSlenie ewentualnego zwiazku pomiedzy ekspresjs mRNA LTC4S w

eozynofilach, a obecnoscig wariantu C-444 regionu promotorowego LTC,S.
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4. Metody oraz charakterystyka ukladow eksperymentalnych.

W przypadku badan nad jedng populacja komoérek punktem krytycznym
doswiadczen jest wyizolowanie jej w stanie czystym. Domieszka nawet 10% zywych
komorek innego typu moze zasadniczo zmienia¢ obraz markeréw powierzchniowych i
wydzielanych mediatoréw. Wazne jest réwniez, aby uzyskana populacja komdrek byta
w stanie pobudzenia podobnym do stanu in vivo. Nie moze by¢ wiec izolowana w
sposob, ktory prowadzitby do jej aktywacji, na przyktad po zwiazaniu z przeciwcialem.
Wymogi te spelnia zastosowana w pracy metoda negatywnej immunomagnetycznej
separacji komoérek (39). Poszukiwang populacj¢ komorek krwi obwodowej uzyskuje sie
w wyniku oddzielenia z krwi wszystkich innych typéw komorek, tak ze pozostaja w

tym przypadku same eozynofile.

4.1 Opis negatywnej immunomagnetycznej separacji eozynofiléw.

1. Pobranie 45 ml krwi z zyly fokciowej z zastosowaniem EDTA jako antykoagulantu.
2. Oddzielenie limfocytow od granulocytow pelnej krwi obwodowej, poprzez
wirowanie w gradientach gestosci.
a) rozcienczenie krwi 0,9% roztworem NaCl w stosunku 5 do 1;
b) przygotowanie gradientu gestosci w stozkowej probowce Falcona o pojemnosci
50 mililitréw poprzez nalozenie 12 ml Histopaque 1077 g/ml na 12 ml
Histopaque o gestosci 1119 g/ml;
¢) nalozenie 25 mililitréw rozcienczonej krwi na przygotowany wczesniej gradient;
d) wirowanie gradientow z krwia (300 g przez 30 minut w temperaturze
pokojowej). Na tym etapie bardzo istotne jest powolne hamowanie na koncu
wirowania (zbyt duze opdznienie mogloby naruszyé powstale warstwy

komoérek).

Po zakonczeniu wirowania uzyskuje si¢ kilka warstw cieczy i zawiesin komérkowych

zaleznie od ich gestosci (Rysunek 8).
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Rysunek 8. Warstwy cieczy i rozklad komérek po wirowaniu krwi w gradientach

gestosci.

3. Usunigcie warstwy osocza wraz z limfocytami, a nast¢pnie delikatne zebranie
mieszaniny granulocytow. Mieszanina ta powinna sklada¢ si¢ tylko z neutrofilow i
eozynofilow, poniewaz bazofile jako komorki o gestosci mieszczacej si¢ w zakresie
1072-1078 g/ml, a najcze¢sciej 1074-1076 g/ml, pozostaja razem z plytkami krwi we
frakcji limfocytow (76); podobnie jak monocyty, ktérych gestosé¢ waha si¢ w
przedziale 1067-1077 g/ml (10). Srednia gestos¢ limfocytéw wynosi 1073-
1077g/ml, a neutrofilow i eozynofilow 1080-1090 g/ml (140).

4. Dwukrotne plukanie zebranej mieszaniny komérek w roztworze PBS z dodatkiem
albuminy — stosowano 0,5% roztwor albuminy, (wirowania 280 g przez 15 minut w
temperaturze pokojowe;j).

5. Liza domieszki erytrocytow w roztworze chlorku amonu (dokladny sktad roztworu
do lizy: chlorek amonu 155 mmol/l, KHCO; 10 mmol/]l, EDTA 0,1 mmol/l).
Stosowany roztwor powinien mieé¢ temperature 4°C, a procedura winna by¢

prowadzona przez 10 minut na lodzie.
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Wirowanie pozostalych po lizie komérek (300 g przez 10 minut w temperaturze
pokojowej).

Dwukrotne plukanie komérek w roztworze PBS z dodatkiem albuminy (wirowania
200 g przez 10 minut w temperaturze pokojowej).

Zawieszenie komérek w roztworze PBS w zageszczeniu 5 x 10’ komoérek w 1 ml

buforu.

Rysunek 9. Zdjecie preparatu rozmazu granulocytow.

Zdecydowana wigkszo$¢ komoérek to neutrofile.

9. Inkubacja zawiesiny granulocytow z mysimi przeciwcialami skierowanymi

przeciwko ludzkiemu antygenowi CD16 (dodawano 50 ul przeciwcial na 5 x 10’
komoérek — wedlug zalecenia producenta przeciwcial).

Stosowano przeciwciala CD16 Micro Beads (Miltenyi Biotec, USA). Byly one
sprzezone z magnetycznymi mikrogranulkami, czyli kulkami zlozonymi z
obojetnych polisacharydéw i tlenkow zelaza. Mala $rednica mikrogranulek (okoto

50 nm) nie pozwala na ich uwidocznienie w mikroskopie $wietlnym oraz nie
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powoduje zmian wlasciwosci powierzchniowych komoérek, do ktorych te granulki sa
doczepione (Rysunek 10).

e Antygen CDI16 jest receptorem o niskim powinowactwie do czastek Fc
immunoglobulin klasy G — FcyRIIIA i FcyRIIIB. Jest on obecny na powierzchni
neutrofilow, komérek NK, silnie aktywowanych eozynofilow i niektérych
limfocytow.

e Inkubacja z przeciwcialami trwala okolo 30 min i byla prowadzona na lodzie.

Rysunek 10. Powierzchnia komorki z dolaczong magnetyczng mikrogranulka.

10. Odseparowanie wolnych eozynofilow od sprzgzonych z magnetycznymi
mikrogranulkami neutrofiléw z zastosowaniem silnego pola magnetycznego.

e Do wytwarzania pola magnetycznego uzyto dwéch rodzajéw separatorow firmy
Miltenyi Biotec — MiniMACS i VarioMACS (Rysunek 12). Podstawowg sktadowg
tego aparatu jest silny magnes wytwarzajacy pole magnetyczne. Natomiast
ostateczna separacja odbywa si¢ na kolumnach magnetycznych (Rysunek 13).
Kolumny te sa zlozone z metalowych drucikéw umieszczonych w plastikowej
obudowie. Calo$¢ przypomina strzykawke i pozwala na swobodne przemieszczanie
pomi¢dzy drucikami komorek o $rednicy do 100 um. Uklad drucikéw powoduje

10000-krotne wzmocnienie wytwarzanego przez VarioMACS pola magnetycznego.
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® Przepuszczenie przez kolumng¢ separacyjna umieszczong w polu magnetycznym
zawiesiny komorek zlozonej z wolnych eozynofilow i neutrofiléw sprze¢zonych z
magnetycznymi mikrogranulkami pozwala na latwe oddzielenie obu grup
komorkowych. Neutrofile przywieraja do drucikéw umieszczonych w kolumnie
separacyjnej, a wolne eozynofile bez problemu przeplywaja przez t¢ kolumng
(Rysunek 11). Obie péle komérek mozna nastepnie odzyskac¢ i wykorzystywaé w
eksperymentach naukowych lub w pracy kliniczne;.

e Metoda ta ma zastosowanie w izolacji nawet tak rzadkich komorek, jak komorki

progenitorowe hemopoezy, ktére stanowia okoto 0,05% komorek jadrzastych krwi,

komérki lozyska plodu obecne we krwi matki oraz komérki nowotworowe w krwi.

A Neutrofile
A wychwycone
1 w polu
- ; magnetycznym
eSS
®
o
° &
@
o ® -
@
o/ i
S
Wolne eozynofile oraz neutrofile <— Wolne eozynofile
sprzgzone z magnetycznymi
mikrogranulkami

Rysunek 11. Uproszczony schemat immunomagnetycznej separacji komorek.
Neutrofile przywieraja do drucikéw na kolumnie magnetycznej, a wolne eozynofile bez
przeszkod przepltywaja przez kolumng separacyjna.
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Rysunek 12. Urzadzenia stosowane do immunomagnetycznej separacji komorek.

Najwigkszy (na zdjeciu u gory) SuperMACS stosowany migdzy innymi w hematologii.
Ponizej z prawej strony VarioMACS i z lewej MiniMACS. Oba znalazly zastosowanie

w eksperymentach tej pracy.

Rysunek 13. Kolumna wykorzystywana do immunomagnetycznej negatywnej separacji.
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11. Wykonywanie rozmazéw z otrzymywanych po izolacji komérek. Rozmazy
barwiono metoda May-Griinwalda-Giemsy, a nast¢pnie szacowano pod mikroskopem
procentows domieszke innych komérek niz eozynofile (Rysunek 14). Zawartos¢
limfocytéw i neutrofilow zwykle nie przekraczata lacznie 25%, a czgsto byla mniejsza
niz 5%. Ponadto w ogladanych preparatach nie stwierdzano obecnosci bazofiléw i

monocytow.

N

Rysunek 14. Zdjecie preparatu rozmazu eozynofiléw po zakonczeniu negatywnej
immunomagnetycznej separacji tych komérek.

Wszystkie etapy izolacji byly prowadzone w warunkach jalowych w komorze
laminarnej ASSAB. Komérki inkubowano nastgpnie przez okolo 18 godzin, co
pozwalalo na zmniejszenie ich pobudzenia po procedurach izolacyjnych. Inkubacje
prowadzono w medium RPMI 1640 z dodatkiem FCS (10% skladu medium), w
temperaturze 37°C i w atmosferze wzbogaconej CO, do 5% skladu gazéw przy
wilgotnosci powietrza 90%. Po 18 godzinach inkubacji zmieniano medium hodowlane i
okreslano zywotno$¢ komérek po wybarwianiu ich zawiesiny blgkitem trypanu przez 5
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minut. Martwe komorki traca zdolno$¢ blon cytoplazmatycznych do wydalania
elektrycznie dodatnio natladowanych barwnikéw i barwia si¢ na niebiesko. Takie
komorki w eksperymentach stanowily zawsze ponizej 10% (Rysunek 15).

Rysunek 15. Eozynofile wybarwione blgkitem trypanu.
Komérki byly wezeséniej inkubowane w medium komérkowym przez 18 godzin.
Wisréd komérek widoczna jedna martwa — zaznaczona strzalka.

W pierwszym etapie pracy do immunomagnetycznej izolacji eozynofilow
wykorzystywano MiniMACS. Jest to urzadzenie, ktére shuzy gléwnie do izolacji
pozytywnej. Jego pole magnetyczne nie jest tak silne jak w stosowanym w etapie
drugim VarioMACS-ie. W zwigzku z tym wsér6d wyizolowanych eozynofilow
uzyskiwano nieco wigcej neutrofilow, ktére stanowitly nawet do 15% wszystkich
komoérek. Ponadto byl to poczatek badaf, wigc z uwagi na nieco gorsza niz w
pbézniejszych izolacjach technik¢ w rozmazach stwierdzano obecno$¢ pojedynczych
limfocytéw (nawet do 10%). Lacznie na tym etapie pracy domieszki innych komérek
niz eozynofile siggaly czasem nawet 25-30%.
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W drugim etapie pracy do izolacji uzywano VarioMACS. Ta modyfikacja znacznie
obnizyla domieszke neutrofilow wsrod eozynofiloéw. Podobnie jedynie sporadycznie
stwierdzano obecno$¢ limfocytéw. Lacznie komoérki inne niz eozynofile stanowity w

rozmazie 5 - 7% wszystkich komorek.

4.2 Stymulacja eozynofilow.

4.2.1 Charakterystyka substancji stosowanych do stymulacji eozynofiléw.

W ukladach doswiadczalnych pracy eozynofile inkubowano z IL-5, estrem forbolu,

jonoforem wapnia i kwasem acetylosalicylowym.

a) Interleukina 5;

IL-5 jest glikoproteing o masie czasteczkowej 20 kDa. W organizmie ludzkim jest
ona produkowana gléwnie przez limfocyty Th typu 2. U ludzi wplywa jedynie na
dojrzewanie i czynnos¢ eozynofilow. U myszy zakres jej dzialan jest szerszy i obejmuje
takze modyfikacje funkcji limfocytéw B (32). Receptor dla IL-5 sklada si¢ z 2
podjednostek: wigkszego tancuch B i mniejszego tancucha o (103). Dokladnie nie
wiadomo co dzieje si¢ po potaczeniu IL-5 z receptorem na powierzchni eozynofila.
Dane eksperymentalne dotyczace aktywowanych bialek i ukladéw przekaznictwa
wewnatrzkomérkowego sg bardzo skromne, a poza tym pochodza przede wszystkim z
badan nad komdrkami linii nowotworowej. Te natomiast moga w znacznej mierze
odbiega¢ od realnych proceséw zachodzacych w eozynofilach (7).

Udowodniono, ze IL-5 wplywa na powstanie w bazofilach i eozynofilach kilku
rodzajéw czynnikéw transkrypcyjnych. W eozynofilach powstaja 2 kompleksy bialek
taczacych si¢ z DNA. Jeden, to STAT1a, drugi prawdopodobnie réwniez nalezy do tej
samej rodziny biatek. Ich powstanie nast¢puje nie w wyniku bezposredniej aktywacji
receptora, ale poprzez dzialanie kinazy JAK 2. W komorkach linii HL-60 dlugotrwata
stymulacja IL-5 prowadzi do powstania kolejnych czynnikéw transkrypcyjnych, takich
jak TFC-myc i GATA-1 (5, 128). Wydaje si¢ wigc, ze IL-5 powinna mie¢ wplyw
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zarébwno na regulacj¢ ekspresji genetycznej LTC4S, jak rowniez na sama produkcje
leukotrienu C4 przez LTC,S.

Wiele danych eksperymentalnych wskazuje na zwiazek IL-5 z produkcja LTC,4
przez eozynofile. Komorki te po stymulacji jonoforem wapnia i f-MLP produkujg duze
ilosci LTC4. Produkcja ta dodatkowo zwigkszala sig, jezeli komorki poddawano
wczesniejszej inkubacji z IL-5, IL-3, TGFp lub GM-CSF (116). Nie wiadomo jednak
jaka jest rola tej inkubacji, a wigc czy ma zwiazek tylko z synergistyczng regulacja
samej produkcji leukotrienu przez LTC4S, czy tez wplywa gléwnie na transkrypcje

genetyczna i translacj¢ biatka tego enzymu.

b) PMA, czyli ester forbolu;

PMA (Phorbol myristate acetate), czyli ester forbolu, jest zwigzkiem stosowanym
w eksperymentach biologicznych od bardzo wielu lat. Powoduje on szybka translokacje
i aktywacje kinaz bialkowych C (PKC). Dzieje si¢ to prawdopodobnie za
posrednictwem biatka Rho, nalezacego do rodziny GTP-az. Ester forbolu w komdrkach
swoim dzialaniem przypomina hydrofobowa kotwice zaczepiong z jednej strony do
lipidowych bton, a z drugiej do PKC. Rodzina PKC skiada si¢ z wielu izoenzyméw (do
tej pory scharakteryzowano 11) gléwnie zaleznych od wapnia (o, B, ), ale takze
wapniowoniezaleznych (3, €, m, ¢) i atypowych, np. £. Wszystkie one sa bardzo
waznym, a czgsto kluczowym elementem w przekaznictwie wewnatrzkomérkowym,
niezaleznie od rodzaju aktywowanego receptora. Mogg tez modyfikowaé
cytoplazmatyczne czynniki transkrypcyjne (41).

Istniejq sprzeczne doniesienia odnos$nie wptywu PKC na syntez¢ LTC,. Niektdrzy
opisywali zwiekszong produkcj¢ tego leukotrienu w hodowli mastocytéow
inkubowanych z PMA (51). Inni, w hodowlach eozynofiléw, po PMA stwierdzali
spadek syntezy leukotrienow, a wzrost po Bis I i kalfostynie C, ktdre sa inhibitorami
PKC (26). W sekwencji biatkowej syntazy LTC, istnieja dwa miejsca o strukturze Ser-
Ala-Arg, ktére moglyby byé modyfikowane przez fosforylacje. Udowodniono tez, ze
taka fosforylacja po aktywacji PMA ma miejsce i wiaze si¢ najprawdopodobniej ze
spadkiem aktywnosci enzymu (38). Nikt natomiast nie sprawdzal, czy PKC ma wplyw
na ekspresje genetyczng LTC,S.
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¢) Jonofor wapnia;

Jonofor wapnia czyli zwigzek okreslany jako A 23187 modyfikuje stezenie jondow
wapnia w komorce, poprzez zablokowanie blonowych kanaléow wapniowych w stanie
ich otwarcia. W spoczynku stezenie wapnia w komérce jest ponizej 5 x 107 mol/l
natomiast na zewnatrz 10> mol/l. W blonie komoérkowej istnieja 4 typy kanatow
blonowych oraz system aktywnej wymiany Na* na Ca*2. Wzrost stezenia jonéw wapnia
w komoérce powoduje natychmiastowg aktywacje bardzo wielu ukladow
przekaznikowych komérki, migdzy innymi fosfolipazy C, ktéra nastgpnie aktywuje
kinaze fosfatydyloinozytolowa, a ta warunkuje powstawanie trdjfosforanu inozytolu
(IP3) i diacyloglicerolu (DAG). Uruchamiane zostaja nast¢pne kaskady bialek, migdzy
innymi aktywuje si¢ PKC (131). Ludzkie eozynofile krwi obwodowej, po stymulacji
jonoforem wapnia, produkuja duze ilosci LTC4. Nie wiadomo natomiast, czy ten wzrost
produkcji jest zwigzany z aktywacja LTC4S na poziomie bialkowym, czy tez na
poziomie transkrypcji enzymu. Odkryto okoto 200 bialek o strukturze helix-loop-helix i
EF-hand (czyli klasycznej strukturze czynnikéw transkrypcyjnych), ktére moga by¢
modyfikowane przez jony wapnia. Cztery najwazniejsze i najlepiej poznane to

kalmodulina, troponina C, parvalbumina i kalbindina (131).

d) Kwas acetylosalicylowy;

W opisywanych w pracy eksperymentach stosowano stgzenia aspiryny 0,1
milimol/l. Natomiast st¢zenie powodujace zablokowanie 50% aktywnosci enzymu,
czyli IC-50 (half — maximal inhibitory concentration), dla COX wynosi 0,05-0,1
milimol/1, a dla kinazy IKK 0,08 milimol/l, przy inkubacjach komoérek z aspiryna przez
dwie godziny. (139). Podobne stezenia uzyskiwane sa w osoczu krwi po zazyciu 500
mg aspiryny. Osoby, ktére z powodu schorzen reumatycznych otrzymywaty duze dawki

tego leku miaty jego stezenie we krwi az 1-5 milimol/l (45).

4.2.2 Uklad stymulacji.

Stosowano plastikowe, ptaskodenne ptytki hodowlane z 96 dotkami. Komorki

zawieszano po 500 000 w 200 pl medium. Uktad eksperymentalny stanowity:
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e W pierwszej turze eksperymentow:

1) komdrki niestymulowane, bedace wewnetrzng kontrola eksperymentu,

2) komorki inkubowane przez 2 godziny z IL-5,

3) komorki inkubowane przez 2 godziny z IL-5, a nastgpnie przez kolejne 2
godziny z estrem forbolu,

e W drugiej turze eksperymentow:

1) komorki niestymulowane, stanowigce kontrole eksperymentu,

2) komérki inkubowane przez 2 godziny z kwasem acetylosalicylowym,

3) komorki inkubowane przez 2 godziny z IL-5,

4) komorki inkubowane przez 2 godziny z IL-5, a nastgpnie przez Kolejne 2
godziny z kwasem acetylosalicylowym,

5) komdrki inkubowane przez 2 godziny z IL-5, a nast¢pnie przez kolejne 2

godziny z jonoforem wapnia.

St¢zenia zastosowanych stymulantéw w zawiesinie komorek przedstawialy sie
nastgpujaco:

IL-5 - 20 ng/ml,

jonofor wapnia — 5 pmol/l,

kwas acetylosalicylowy — 0,1 mmol/l,

ester forbolu — 50 nmol/l,

Wigkszos¢é eksperymentow byla przeprowadzana w parach.

4.3 Izolacja calkowitego komdrkowego RNA.

Po zakonczonych inkubacjach ze stymulantami zbierano komoérki z nadsaczem i
calos¢ odwirowywano (300 g przez 10 minut w temperaturze pokojowej). Nastepnie
nadsacz mrozono i przechowywano w temperaturze minus 80°C do momentu
oznaczania poziomu leukotrienu Cy4, ale nie diluzej niz 3 miesiace. Z pozostatych
komérek izolowano catkowite komoérkowe RNA z zastosowaniem standardowych
procedur opartych o lize chaotropowa, wedlug metody opisywane] przez
Chomczynskiego i Sacchi. Do izolacji RNA wykorzystywano Tri Reagent firmy Sigma.
Jego glowne skladniki to izotiocjanian guanidyny i fenol. Tri Reagent powoduje

calkowitg lize i rozpuszczenie komorek, a po dodaniu chloroformu dzieli si¢ na 3 fazy.
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Goérna faza wodna zawiera RNA, srodkowa interfaza to przede wszystkim diugie

tancuchy DNA, a na dole pozostaje czes$¢ organiczna z ciezkimi i nierozpuszczalnymi w

wodzie bialkami.

Szczegolowy opis izolacji RNA:

1)

2)

3)

4)
S)

6)

7

8)

9

Homogenizacja i liza komérek poprzez dodanie Tri Reagentu w ilosci 500 pl
odczynnika na 500 000 komoérek. Pelng lize materialu warunkuje doktadne
rozbicie osadu i pozostawienie probki na 5 minut w temperaturze pokojowe;.
Dodanie 100 pl chloroformu, a nast¢pnie wstrzasanie probka przez okoto 15
sekund i pozostawienie jej przez 2-15 minut w temperaturze pokojowej, celem
pelnego rozwarstwienia opisanych wyzej faz.

Odwirowanie juz rozwarstwionych prébek (12 000 g przez 15 minut w
temperaturze 4°C).

Przeniesienie gornej wodnej fazy z RNA do nowej probowki.

Precypitacja RINA poprzez dodanie 250 ul alkoholu izopropanolowego i
pozostawienie probki przez 5-10 minut w temperaturze pokojowe;j.
Odwirowanie wytraconego RNA (12 000 g przez 10 minut w temperaturze 4°C).
Na tym etapie wytragcone RNA tworzy wyrazny osad na dnie probowki.
Dwukrotne ptukanie RNA w 75% etanolu z kazdorazowym odwirowaniem

(12 000 g przez 10 minut w temperaturze 4°C).

Zalanie RNA etanolem. |

Tak przygotowane RNA bylo przechowywane w temperaturze minus 80°C przez
okres do 3 miesigcy.

Bezposrednio przed przestapieniem do eksperymentéw z okreslaniem ekspresji
genetycznej, RNA bylo suszone na lodzie przez 30 minut, a nast¢pnie

rozpuszczane w wodzie.

10) Ostatni etap polegat na spektrofotometrycznym pomiarze stezenia RNA oraz

ocenie obecnosci zanieczyszczen biatkowych wyrazonej stosunkiem absorpcji
fal $wietlnych o diugosciach 260 i 280 nm. Uzyskiwane st¢zenia RNA wahaly
si¢ w granicach 0,1-2 pg/ul, natomiast wskazniki czystosci z reguly byly w

granicach 1,6-1,7 co stanowito zadawalajacy rezultat.
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4.4 llosciowa kompetycyjna reakcja RT-PCR.

W tak przygotowanym materiale badano poziom ekspresji genetycznej mRNA
syntazy leukotrienu C4 (LTC4S). Tego typu badania okreslane sg jako kompetycyjna
reakcja RT-PCR. Przeprowadza si¢ je dwuetapowo. W pierwszym etapie odwrotnej
transkrypcji (riverse transcription — RT) mRNA jest przepisywane na komplementarne
do niego DNA (cDNA). Nastepnie przeprowadza si¢ reakcje tancuchowa polimerazy
(polymerase chain reaction — PCR), w ktorej oprécz cDNA dodaje si¢ znang ilos¢ DNA
genomowego (gDNA). Stuzy ono jako wewngtrzny standard reakcji, poniewaz r6zni si¢
od cDNA obecnoscia intronéw i po amplifikacji daje produkt o innej dlugosci niz
powielone cDNA. Przepisanie RNA na cDNA jest niezbednym wstepem do dalszej
reakcji PCR. W jego wyniku powstaje sekwencja komplementarna do nici RNA, przy
czym uracyl jest zastapiony tyminag (34).

Ponizej przedstawiono schemat sekwencji starterow oraz rozklad introndéw i eksonow

na powielanych matrycach cDNA i gDNA (Rysunek 16).

Startery: LTC4U: 5’ - cccgagttcgagegegtcta
LTC4L: 5’ - gcectggaagtageggagge

Ekson II Ekson I1I EksonIV
C ee— ee—
— D
LTC,U LTC4L
Ekson IT Ekson ITI Ekson IV Ekson II Ekson III Ekson IV
[ T B e e
— — — —
Standard reakcji — genomowe DNA Komplementarne DNA

Rysunek 16. Uproszczony schemat reakcji RT-PCR.
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W pracy zastosowano dwa alternatywne sposoby przeprowadzania izolacji
eozynofilow (oba oparte na metodzie immunomagnetycznej separacji) i dwie roézne
metody reakcji RT-PCR. Inne byly takze uklady stymulacji eozynofiléw. Tym samym
praceg i jej rezultaty mozna podzieli¢ na dwie gléwne czgéci. Jednak pomimo dwdch
nieco réznych metod, opisywanych ponizej jako pierwszy i drugi etap pracy trendy

statystyczne i wnioski sa bardzo podobne.

W obu etapach nieco inne byly warunki odwrotnej transkrypcji. Najpierw do
reakcji RT wykorzystywano starter specyficzny dla nici DNA (opisywany powyzej jako
LTC4L) oraz polimerazg Tth (Promega, USA). Jest ona zar6wno RNA- jak i DNA-
zalezna, a wigc przepisuje zarowno RNA na cDNA jak i powiela matrycg DNA.
Dokladny sktad mieszanki reakcyjnej na jedng probke przedstawia si¢ nastepujaco:

1 pl buforu Tth stezonego 10-krotnie,

0,5 ul ANTP o stezeniu 10 mmol/l,

0,5 pl startera LTC4L o stezeniu 20 mmol/l,

0,5 pl, czyli 2,5 U polimerazy Tth,

matryca RNA 0,8 pg,

woda destylowana pozbawiona aktywnosci rybonukleazowej do 10 pl roztworu

reakcyjnego.
Reakcj¢ odwrotnej transkrypcji prowadzono w temp 57°C przez 40 minut w
probéwkach o objetosci 200 pl, w ktérych objetos¢ mieszaniny reakcyjnej (10 pl)
przykrywano dodatkowo kropla oleju mineralnego przeznaczonego do PCR. W ten
sposoOb chroniono roztwor reakcyjny przed wyparowaniem.
W drugim etapie pracy reakcj¢ RT przeprowadzano z zastosowaniem uniwersalnych
starterow 15 oligoT (Promega, USA) i RNA-zaleznej DNA polimerazy MMLV
(Promega, USA). Sa to odczynnki dedykowane tylko do pracy z RNA. Oligo T primer
wykazuje silne powinowactwo do ,,ogonka” poli A, ktéry dopisywany jest na koncu
gendéw ulegajacych transkrypcji. Tak przepisywane cDNA zawiera wigc nie tylko
badang sekwencje LTC,4S, ale takze cDNA wszystkich genéw ulegajacych aktualnie
transkrypcji w komorce.
Doktadny skiad mieszaniny reakcyjnej na jedna probke reakcji RT w drugim etapie
eksperymentdw przedstawia si¢ nastgpujaco:

1 pl buforu MMLYV stgzonego 10-krotnie,

0,5 ul dNTP o stgzeniu 10 mmol/l,
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0,5 pg startera oligo T,

0,5 pl, czyli 100 U polimerazy MMLYV,

matryca RNA 0,8 pg,

woda destylowana pozbawiona aktywnosci rybonukleazowej do 10 pl.
Reakcje prowadzono w temperaturze 37°C przez 1 godzing w probdwkach takich
samych jak poprzednio.
Reakcja PCR byla w obu etapach taka sama. Skiad mieszaniny reakcyjnej na jedna
probke przedstawia si¢ nastgpujaco:

5 ul buforu reakcyjnego stezonego 10-krotnie

0,5 Wl ANTP o stezeniu 10 mmol/l,

0,5 wl starterow LTC4U 1 LTC4L, kazdy o ste¢zeniu 20 mmol/l,

2,5 pl DMSO (5% mieszaniny reakcyjnej),

1 U termostabilnej polimerazy, na przyklad polimerazy Tag,

2 pl produktéw powstatych w wyniku reakeji odwrotnej transkrypcji,

3 ng (czyli okolo 900 kopii) genomowego wzorcowego DNA (Promega, USA),

woda destylowana pozbawiona aktywnosci rybonukleazowej do 50 pl.

Przebieg reakcji PCR charakteryzuje inkubacja w trzech temperaturach:

1) Pierwszym etapem jest denaturacja w temperaturze 93-96°C. Jej zadaniem jest
rozplecenie podwdjnej nici DNA.

2) Nastepnie nalezy ochlodzi¢ mieszaning do optymalnie dobranej temperatury
(42-68°C) w ktorej zachodzi splatanie (ang. annealing), czyli przylaczenie
starterow do matrycy i powstanie krétkich dwuniciowych odcinkéw na
rozplecionych niciach DNA. Jest to poczatek replikacji.

3) Inkubacja w temperaturze 72°C, w ktorej nastgpuje elongacja, czyli wydtuzenie
nici. Polimeraza od konca 3’ matrycy dolacza do starterow kolejne nukleotydy
komplementarne do matrycy w tempie okolo kilkudziesigciu na sekunde.
Poniewaz zastosowano 2 rodzaje starteréw jeden komplementarny do nici
czytanej od konica 5°, drugi do nici czytanej od konca 3’, synteza nastgpuje na

obu komplementarnych do siebie niciach matrycy.

Po elongacji ponownie podgrzewa si¢ mieszaning do temperatury denaturacji DNA i

cykl rozpoczyna si¢ od nowa (86).
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Zdecydowana wigkszo$¢ polimeraz wystgpujacych w zywych organizmach przy
podgrzaniu do 94°C ulega denaturacji i traci swoja aktywno$¢. Nie odnosi si¢ to jednak
do termostabilnych polimeraz pochodzacych z bakterii zyjacych w goracych zrddiach
wulkanicznych, np. bakterii Thermophilus aquaticus. Takie enzymy wytrzymuja

podgrzanie nawet do 96°C.

Do amplifikacji fragmentu LTC,S zastosowano nastgpujace parametry techniczne:
denaturacja — 94°C przez 30 sekund,
splatanie — 64 °C przez 30 sekund,
elongacja — 72°C przez 1 mimitq,

ilos¢ cykli — 30.

DMSO (dwumetylosulfotlenek) dodany do mieszaniny reakcyjnej pozwala obnizyé
temperature hybrydyzacji DNA, a wigc uzyskaé efektywna denaturacje i splatanie nici
DNA w temperaturze wyzszej niz wymagana dla danego fragmentu DNA, przez co
zwigksza si¢ swoistos¢ reakcji.

W trakcie kolejnych cykli liczba syntetyzowanych czasteczek wzrasta w postepie
geometrycznym, a wigc po kazdym cyklu jest 2 razy wigcej kopii DNA fragmentu
pomiedzy dwoma zastosowanymi starterami. Liczba kopii DNA po zakonczeniu 30
cykli przekracza kilka milionéw i stanowi okoto 1 pg DNA. Taka ilos¢ materiatu
genetycznego mozna juz zobaczy¢ po odpowiednim wybarwieniu. Do tego celu moze
stuzy¢ bromek etydyny, ktéry wykazuje powinowactwo do kwaséw nukleinowych i
,»wchodzi” pomigdzy podwdjne nici DNA. I\fastqpnie pobudzony do $wiecenia przez
ultrafiolet, emituje kwanty energii $wietlnej, ktére mozna obejrze¢ i sfotografowaé

(Rysunek 17).
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Kolejne numery studzienek:

gDNA »
345 bp

cDNA >
159 bp

Rysunek 17. Produkty amplifikacji PCR rozdzielone na zelu agarozowym.

DNA jest widoczne w postaci prazkow wybarwionych bromkiem etydyny. W 1 i 6
studzience obecny jest wzorzec masy czasteczkowej DNA, powstaly w wyniku
trawienia plazmidu pBR322 enzymem A/ul; widoczne fragmenty od 90 do 906 par
zasad. W studzienkach 2, 3, 4, 5 i 7 stwierdzono wystgpowanie zarowno gDNA jak i
cDNA, natomiast w 8 i 9 tylko gDNA, w 10 studzience sa obecne produkty reakcji, do

ktdrej nie dodano zadnej matrycy, tzw. ,,$lepa kontrola reakcji”.
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W trakcie reakcji PCR, w ktérej obok komplementarnego DNA wprowadzono
DNA genomowe, matryce cDNA i gDNA konkuruja ze soba o substraty reakcji.
Ilosciowe oszacowanie uzyskanych produktéw bylo mozliwe z wykorzystaniem
sekwenatora ALFexpress, DNA Sequencer (Pharmacia Biotech). W urzadzeniu tym
zastosowano laser helowo-neonowy, emitujacy $wiatlo o dtugosci 632,8 nm. Jest on
umieszczony na koncu plyty szklanej, na ktdrej przygotowuje si¢ zel poliakrylamidowy.
Produkty reakcji PCR wybarwia si¢ fluorescencyjnym barwnikiem majacym
powinowactwo do podwdjnej nici DNA. W pracy stosowano barwnik YOYO-3
(Molecular Probes) ze spektrum absorpcji 612 i emisji 631 nm, a wi¢c niemal idealny
dla laseru opisanego powyzej. Wybarwione tym barwnikiem produkty reakcji PCR
wedrujg w polu elektrycznym zelu poliakrylamidowego i docieraja do wiazki $wiatta
laserowego. Lekkie fragmenty DNA w polu elektrycznym przesuwajg si¢ szybciej niz
cigzsze, a wigc wczesniej docieraja do wigzki lasera. Fluorescencyjny barwnik jest
pobudzany $wiatlem lasera do emitowania kwantéw energii $wietlnej. Ilosé
wyemitowanego $wiatla zalezy od ilosci barwnika, a ta od calkowitej ilosci DNA.
Nastepnie uklady fotopowielaczy, w ktére urzadzenie jest wyposazone, zbierajg tg
energi¢, wzmacniaja i przesylaja do komputera. Tutaj nastepuje cyfrowy jej zapis i
przedstawienie w postaci krzywej fluorymetrycznej. Interpretacja uzyskanych sygnatow
odbywa si¢ dzigki specjalnemu oprogramowaniu, Alfwin i Allelelinks (Pharmacia,
Biotech), pracujacym w s$rodowisku Microsoft Windows. Jednorazowa elektroforeza
pozwala na jednoczesne zbadanie 40 probek.

DNA powstate w wyniku reakcji PCR na jednej matrycy i z jedng para starteréw
ma niemal taka sama dlugo$¢ (mozliwe sg pojedyncze bledy przy wbudowywaniu
nukleotydéw przez polimeraz¢). Na krzywej fluorymetrycznej uklada si¢ w formie
szczytu o wysokosci zaleznej od energii wyemitowanego swiatla. Ta z kolei
uzalezniona jest od ilosci barwnika wiazacego si¢ z DNA, a wigc tym samym ilosci
DNA. Poniewaz reakcja ma charakter kompetycyjny wzajemny stosunek liczby kopii
dodanych matryc warunkuje stosunek uzyskanych po powieleniu kopii gDNA i cDNA.
Stosunek ten mozna tatwo obliczy¢ poprzez pomiar pél pod szczytami gDNA i cDNA
na krzywej fluorymetrycznej. Znajac ten stosunek i ilos¢ dodanego do mieszaniny

reakcyjnej gDNA latwo mozna oszacowa¢ ilo$¢ cDNA na poczatku reakcji PCR.
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Rysunek 18. Zapis fluorymetryczny z ALFexpress.
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Na poczatku eksperymentéw wykonano krzywa wzorcowg ilosciowej metody
oznaczania cDNA. Shizyla ona jako sprawdzian wiarygodnosci metody badawczej
pracy. Najpierw wybrana probk¢ po RT, w ktdrej stwierdzono wstepnie duzg liczbe
transkryptow cDNA rozcienczano w réznych proporcjach woda. Nastepnie
wykonywano reakcje PCR z serig probek ze stalym dodatkiem gDNA i stala objetoscia
rozcieniczonej w réznych proporcjach mieszaniny po reakcji RT. Uzyskana empirycznie
liczbe kopii cDNA poréwnywano z liczba obliczong na podstawie rozcienczenia
wyj$ciowej probki po RT. Eksperyment byt prowadzony w parach.

Ponizej przedstawiono wynik tego eksperymentu (Rysunek 19).
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8- 4- 3- 2-krotnie bez
rozcienczenia

Wielokrotnos¢ rozcienczen wyjsciowej probki RT

Rysunek 19. Krzywa wzorcowa reakcji RT-PCR.

W prébee, do ktérej dodano przewidywana liczbe kopii cDNA LTC,4S oszacowana
wste¢pnie na 50, nie stwierdzono obecno$ci sygnalu odpowiadajacego polozeniu cDNA.
Powyzej tej liczby transkryptow uzyskiwano zadowalajaca wiarygodno$¢ pomiar6w
liczby kopii cDNA w stosunku do wartosci obliczonej na podstawie rozcienczen

wyjsciowej probki.
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Ponadto u 49 losowo wybranych o0séb oznaczono poziom leukotrienu Cs; w
nadsaczach hodowlanych. Oznaczenia te wykonano z zastosowaniem metody ELISA i
wykorzystaniem zestawéw firmy Cayman, USA. Ograniczenia ilosciowe byly

podyktowane oczywiscie realiami finansowymi.

Do analizy badan wykorzystano réwniez wyniki genotypowania polimorfizmu
regionu promotorowego LTC4S na obecnos¢ nosicielstwa allelu C.44, z zastosowaniem
metody analizy polimorfizmu dlugosci fragmentéw restrykcyjnych (Restriction

Fragment Length Polymorphism — RFLP) i uzyciem enzymu restrykcyjnego Mspl.

Analiza statystyczna zostala wykonana przy pomocy programu Statistica StatSoft.
Roznice w czestosciach allelicznych wystepowania allelu C regionu promotorowego
C.aas LTC4S liczono testem 7. Wyniki przedstawiajace ekspresje mRNA LTC,4S nie
byly zgodne z rozkladem normalnym, wiec do ich poréwnania wykorzystano .testy
nieparametryczne: test U Manna-Whitneya w analizie migdzygrupowej, a wewnatrz
grupy test par Wilcoxona. Z kolei poziomy leukotrienu C4 mialy rozktad zgodny z
rozkladem normalnym, poréwnywano je wigc testami ¢ Studenta, odpowiednio dla
zmiennych niepowiazanych i powigzanych. Korelacje pomiedzy ekspresja genetyczna
mRNA a poziomem LTC4 w nadsaczach hodowlanych liczono testem korelacji rang

Spearmana (60).
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5. Grupy chorych.

5.1 Chorzy pierwszej tury eksperymentow.

W pierwszej turze eksperymenty przeprowadzono w grupie 91 oséb, z czego:
e 25 stanowili chorzy na astme aspirynowa (AIA),
e 36 osoby chore na astme bez nadwrazliwosci na aspiryne (ATA),

e a pozostate 30, to zdrowa grupa kontrolna (K).

W kazdym przypadku nadwrazliwos$¢ na aspiryne zostata potwierdzona wykonana
prowokacyjna proba wziewna. Wynik dodatni oznaczat 20% spadek nasilonej objetosci
wydechowej pierwszosekundowej (FEV), ang. forced-expiratory volume in one
second) po podaniu inhalacyjnej aspiryny lizylowe;.

Ponadto u kazdego chorego okreslano stopien nasilenia astmy na podstawie klasyfikacji
zatwierdzonej przez Global Strategy for Asthma Management and Prevention -

NHLBI/WHO Workshop Report (Tabela 2) (36).
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Tabela 2. Klasyfikacja stopni nasilenia astmy oraz og6lne wskazania terapeutyczne.

STOPIEN 1 - ASTMA SPORADYCZNA

Objawy kliniczne przed leczeniem

Leczenie

Objawy rzadziej niz raz w tygodniu;

Objawy nocne rzadziej niz dwa razy w miesiacu;
Zaostrzenia trwajace krotko — kilka godzin do kilku dni;
Brak objawéw pomiedzy napadami;

FEV, lub PEF > 80% wartosci naleznej;
Zmiennos$¢ dobowa < 20%.

Krotko dziatajace 3,-mimetyki doraznie;
W okresie zaostrzen mozliwa doustna
kortykoterapia;

STOPIEN 2 - ASTMA PRZEWLEKEA LEKKA

Objawy kliniczne przed leczeniem

Leczenie

Objawy czesciej niz raz na tydzien, ale nie codziennie;
Objawy nocne czesciej niz dwa razy w miesiacu;
Zaostrzenia moga wplywaé na aktywnos$¢ zyciows i sen;
FEV, lub PEF > 80% wartosci naleznej;
Zmiennos$¢ dobowa 20 — 30%.

Dlugo dzialajace B,-mimetyki;
Glikokortykosteroidy wziewne w
przewleklym leczeniu;
Kromoglikany;
Metyloksantyny;

Leki antyleukotrienowe;

STOPIEN 3 - ASTMA PRZEWLEKLA UMIARKOWANA

Objawy kliniczne przed leczeniem

Leczenie

Objawy codziennie;

Zaostrzenia ograniczaja aktywnos¢ i sen nocny;
Objawy nocne czgsciej niz raz w tygodniu;
Koniecznos$¢ codziennego stosowania krétko
dziatajacych B,-mimetykow;

FEV, lub PEF w granicach 60 — 80% warto$ci naleznej;
Zmienno$¢ dobowa 20% - 30%.

Dlugo dzialajace B,-mimetyki;
Glikokortykosteroidy wziewne w
przewleklym leczeniu;
Kromoglikany;
Metyloksantyny;

Leki antyleukotrienowe;

STOPIEN 4 — ASTMA CIEZKA

Objawy kliniczne przed leczeniem Leczenie
Objawy state; Dhugo dzialajace B,-mimetyki;
Zaostrzenia czeste; Glikokortykosteroidy wziewne w
Objawy nocne czeste; przewleklym leczeniu;
Aktywno$¢ fizyczna znacznie ograniczona; Metyloksantyny;
Hospitalizacja w ciagu roku; Doustna kortykoterapia w przewleklym
Przebyte zaostrzenie zagrazajace Zyciu; leczeniu;

FEV, lub PEF < 60% warto$ci nalezne;j;
Zmienno$¢ dobowa > 30%.

Wystarczy obecno$é tylko jednego objawu z wyzszego stopnia nasilenia astmy, aby go

przypisa¢ danemu choremu.
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Badane grupy AlA ATA K
Wiek (lata) 44,8 (SD 8,9) 38,2 (SD 2,2) 35,6 (SD 2,4)
Ple¢ 15 kobiet 21 kobiet 13 kobiet

10 mezczyzn 15 mezczyzn 17 mezczyzn
Czas trwania astmy (lata) 8,4 (SD 3,8) 13 (SD 3,8)
IgE calkowite (log) 1,8 (SD 0,39) 2,2 (SD 0,46) 1,5 (SD 0,07)
Eozynofilia bezwzgledna 349 (SD 196) 417 (SD 358) 236 (SD 49)
Dodatni wynik testéw skérnych |19 oséb 17 oséb 3 osoby
przynajmniej na dwa standardowe
alergeny wziewne.
Doustna kortykoterapia 10 os6b 8 os6b
Sredni stopien nasilenia astmy 2,4 (SD 1,06) 1,9 (SD 0,79)

Tabela 3. Charakterystyka kliniczna badanych grup.

Wszyscy chorzy na astme byli w okresie stabilizacji objawéw Kklinicznych, z FEV,
przekraczajacym 70% wartosci naleznej, poza tym nie byli obciazeni innymi cigzkimi

schorzeniami towarzyszacymi, np. niewydolnoscia serca, nerek, czy watroby.

5.2 Chorzy drugiej tury eksperymentow.

W drugiej turze eksperymentéw podjeto probe okreSlenia wplywu
farmakologicznych dawek aspiryny in vitro, na genetyczna ekspresj¢ mRNA LTC4S w
ludzkich eozynofilach izolowanych z krwi obwodowej astmatykow, z uwzglednieniem

podzialu na astme aspirynowa i astm¢ niezalezna od aspiryny.

Eksperymenty przeprowadzono w grupie 52 oséb, z czego:
e 23 stanowili chorzy na astme aspirynowa (AIA),

e 29 chorzy na astm¢ bez nadwrazliwosci na aspiryng (ATA).

W kazdym przypadku nadwrazliwo$¢ na aspiryn¢ zostala potwierdzona dodatnia proba

wziewna z aspiryna lizylowa.
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Podobnie jak w pierwszym etapie eksperymentéw, chorzy byli w okresie stabilizacji
objawoéw astmy, z FEV, powyzej 70% wartosci naleznej, ale charakteryzowali sig
podobnym stopniem nasilenia objawow astmy (astma przewlekla umiarkowana).
Ponadto nie byli leczeni z powodu zadnych innych ciezkich schorzen towarzyszacych,
np. niewydolnosci serca, nerek lub watroby. W terapii przewleklej astmy stosowano
glikokortykosteroidy wziewne w dawce 800 — 1600 pg na dobe, dlugo dziatajace P,-
mimetyki i preparaty teofilinowe o powolnym uwalnianiu. W niewielkim odsetku
chorzy wymagali stosowania doustnych preparatéw glikokortykosteroidéow w dawce do
8 mg metyloprednizolonu na dobg, z uwagi na towarzyszace w przesztosci objawy

astmy cigzkiej.

Badane grupy AIA ATA

Wiek (lata) 44,6 (SD 6,8) 45,8 (SD 7,1)

Pled 15 kobiet T9kobiet
8 mezczyzn 10 m¢zczyzn

Czas trwania astmy (lata) 13,5 (SD 7,6) 14,1 (SD 10,6)

IgE catkowite (log) 1,9 (SD 0,34) 2,0 (SD 0,4)

Eozynofilia bezwzgledna 416 (SD 328) 291 (SD 231)

Dodatni wynik testow skornych 19 os6b 17 os6b

przynajmniej na dwa standardowe

alergeny wziewne.

Doustna kortykoterapia 6 osob 5 os6b

Tabela 4. Charakterystyka kliniczna badanych grup chorych.
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6. Wyniki.

6.1 Pierwsza tura eksperymentow.

U wszystkich 0séb okreslono wariant polimorficzny regionu promotorowego C.444
LTC4S (Tabela 5).

Obecnos¢  wariantu | AIA ATA K
allelicznego

AA 10 18 13
AC 10 14 15
CcC 5 4 2

Tabela 5. Wyniki genotypowania polimorfizmu regionu promotorowego C.sas LTC4S.

AIA ATA K
Czesto$é wystepowania | 0,4 0,3 0,32
Allelu C

Tabela 6. Czgstos¢ wystgpowania allelu C w poszczegdlnych badanych grupach.

Pomig¢dzy badanymi grupami nie stwierdzono statystycznie znamiennych réznic w

czestosciach wystepowania allelu C regionu promotorowego C.s44 LTC4S.

U wszystkich o0s6b izolowano eozynofile krwi obwodowej i inkubowano w
medium hodowlanym przez 18 godzin. Nast¢pnie zmieniano medium, sprawdzano
zywotno$¢ komorek i dzielono je na 3 grupy:

1) komérki niestymulowane, pozostawione w medium na dwie godziny; byly one
kontrola eksperymentu,

2) komorki inkubowane przez 2 godziny z IL-5,

3) komorki inkubowane przez 2 godziny z IL-5, a nast¢pnie stymulowane PMA przez

kolejne 2 godziny.
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Po zakonczeniu inkubacji nadsacz hodowlany mrozono, a z komdrek izolowano

catkowite komérkowe RNA. Nastepnie oznaczano liczbg kopii mRNA LTC4S, zgodnie

z opisem umieszczonym w rozdziale dotyczacym metodologii badan.

Ponizej zamieszczono zestawienia wynikow genetycznej ekspresji mRNA LTCy4S

w przeliczeniu na 0,1 pg calkowitego komodrkowego RNA. Rozklad uzyskanych

wynik6w nie byl zgodny z rozkladem normalnym, w zwiazku z tym obok wartosci

$rednich umieszczono mediany, a w nawiasach blad standardowy sredniej oraz wartosci

na poziomie 25 i 75 percentyla. We wszystkich grupach uwzgledniono podzial na dwie

podgrupy - podgrupe¢ wariantu allelicznego AA oraz podgrupg wariantu AC i CC

e W grupie AIA.

Liczba kopii mRNA LTC4S w grupie AIA w przeliczeniu na 0,1 pg calkowitego

komoérkowego RNA
Badane Stymulowane
) Bez stymulacji Stymulowane IL-5
komorki IL-5i PMA
) . Mediana |, Mediana |, Mediana
Zestawione | Srednia s | Srednia 5 | Srednia o |
ercentyl, ercentyl, ercentyl,
wartosci (SE) P 4 (SE) P Y (SE) P Y
75 percentyl) . 75 percentyl) 75 percentyl)
AlA wszystkie
) 818 211 1398 146 503 261
warianty
_ “412) (99-402) (822) (55-655) (222) (153-372)
polimorficzne
AIA wariant
) 301 152 644 220 275 274
alleliczny
AA (153) (99-220) (426) (72-334) (108) (84-340)
AIA warianty
1180 350 1978 146 674 341
alleliczne
(674) (126-542) (1383) (45-1092) (384) (166-648)
ACiCC

Tabela 7. Srednia liczba kopii mMRNA LTC,S oraz mediany w grupie AIA.
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Rysunek 20. Graficzne przedstawienie median liczby kopii mRNA LTC4S w grupie
AIA, z uwzglednieniem podziatu na warianty polimorficzne regionu promotorowego
LTC,S.

Eozynofile izolowane od chorych na astme aspirynowa wykazywaly wysoki
poziom genetycznej ekspresji mRNA LTC,S przed stymulacjami, ale dalsze inkubacje
zar6wno z IL-5 jak i PMA nie wplynely zasadniczo na zmiang tej ekspres;ji.
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e W grupie ATA.

Liczba kopii mRNA LTC,S w grupie ATA w przeliczeniu na 0,1 pg calkowitego

komoérkowego RNA
Badane Stymulowane
Bez stymulacji Stymulowane IL-5
komorki IL-5i PMA
A Mediana i Mediana A Mediana
Zestawione | Srednia 25 | Srednia 25 | Srednia 25 |
. percentyl, percentyl, percentyl,
wartosci (SE) (SE) (SE)
75 percentyl) 75 percentyl) 75 percentyl)
ATA wszystkie
98 32 103 71 75 44
warianty
) (23) (11-107) (21) (32-130) (18) (16-100)
polimorficzne
ATA wariant
58 30 108 52 96 44
alleliczny
(16) (8-91) (36) (24-156) 37 (15-137)
AA
ATA warianty
133 50 98 72 57 56
alleliczne (40) (14-252) 24) (40-103) (12 30-90
ACiCC ) ) ) (30-90)

Tabela 8. Srednia liczba kopii mRNA LTC,S oraz mediany w grupie ATA.
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Rysunek 21. Graficzne przedstawienie median liczby kopii mRNA LTC,S w grupie

ATA, z uwzglednieniem podzialu na warianty polimorficzne LTC,S.
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Przedstawiciele grupy ATA mieli

podstawowy poziom mRNA LTC4S

stosunkowo niski. Po stymulacji IL-5 zaobserwowano statystycznie znamienny jego

wzrost (p=0,02). Dotyczy! on jednak gtéwnie wariantu polimorficznego AA (p=0,04),

dla nosicieli wariantu C uzyskano nawet obnizenie wartosci sredniej. Dalsza inkubacja

z PMA podobnie jak w grupie AIA nie spowodowala zadnych istotnych statystycznie

zmian w badanej ekspresji, chociaz mozna zaobserwowa¢ wyrazng tendencj¢ spadkowa

w oznaczeniach.

e W grupie kontrolnej.

Liczba kopii mRNA LTC4S w grupie kontrolnej w przeliczeniu na 0,1 ng célkowitego

komoérkowego RNA
Badane Stymulowane
) Bez stymulacji Stymulowane IL-5
komorki IL-5i PMA
. N Mediana i Mediana ; Mediana
Zestawione | Srednia 25 1 Srednia 25 1 Srednia 5 |
ercentyl, ercentyl, ercentyl,
wartoci (SE) PR (sB) PEreEiy> 1 (sp) peresnty
75 percentyl) 75 perc2entyl) 75 percentyl)
K wszystkie
) 72 17 101 43 63 30
warlanty
) (22) (0-55) (23) (14-180) (25) (7-87)
polimorficzne
K wariant
) 79 4 94 29 32 19
alleliczny
39) (0-39) (39 (10-124) (16) (7-50)
AA
K warianty
70 17 112 48 89 39
alleliczne (28) (0-55) (30) (22-184) 43) (10-186)
ACiCC

Tabela 9. Srednia liczba kopii mMRNA LTC,S oraz mediany w grupie kontrolne;j.
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Rysunek 22. Graficzne przedstawienie median liczby kopii mRNA LTC,S w grupie
kontrolnej, z uwzglednieniem podzialu na warianty polimorficzne regionu

promotorowego LTC,S.

W kontroli, podobnie jak w grupie ATA, podstawowy poziom mRNA LTC,S byt
stosunkowo niski. Po stymulacji IL-5 zanotowano jego statystycznie znamienny wzrost
(p=0,01), ktéry jednak podobnie jak u przedstawicieli ATA, dotyczyl gléwnie wariantu
polimorficznego AA (p=0,04). Natomiast dla wariantow AC i CC byl bliski
znamiennosci statystycznej (p=0,09). Dalsza inkubacja z PMA podobnie jak w dwoch
pozostalych grupach spowodowala wyrazne obnizenie genetycznej ekspresji mRNA

LTC,S, ale réznica nie osiagnela statystycznej znamiennosci.
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Analiza zalezno$ci migdzygrupowych.

W grupie AIA wykazano statystycznie znamiennie wyzszy podstawowy poziom
genetycznej ekspresji mRNA LTC4S, niz w pozostalych dwoch badanych grupach
(Rysunek 23).
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Rysunek 23. Podstawowe ekspresje mRNA LTC,4S w grupach AIA, ATA i kontroli.
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Rysunek 24. Rozklad podstawowych ekspresji mRNA LTC,S u poszczeg6lnych

chorych, z uwzglednieniem podzialu na warianty polimorficzne LTC,S.
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Roéznice w podstawowych ekspresjach byly tez znamienne dla analogicznych obliczen

w obu podgrupach wariantow allelicznych (Tabela 10).

AlAvs. ATA |AJAws. K
AA p=0,008 P=0,02
ACiCC p=0,017 P=0,0008

Tabela 10. Statystyczne znamiennosci réznic w podstawowych ekspresjach mRNA
LTC4S z uwzgl¢dnieniem podziatu na warianty alleliczne regionu promotorowego
LTC,S.

Znamiennie wyzsza niz w kontroli byla tez podstawowa ekspresja mRNA LTC4S
u ATA (p=0,04). Po stymulacji IL-5 réznice te ulegly zatarciu.

Na uwage zastuguje ponadto istnienie dodatniej korelacji pomigdzy stopniem
nasilenia astmy a ekspresja mRNA LTC4S w eozynofilach przed stymulacja (p=0,01), a
takze ujemnej, ale statystycznie nieznamiennej korelacji pomiedzy ekspresja mRNA
LTC,S, a dawka kortykoterapii systemowej (p=0,2).

Nie stwierdzono zwiazku genetycznej ekspresji mRNA LTC4S z wariantem
polimorficznym regionu promotorowego tego enzymu.

W opisie metodologii zamieszczono opis wykonanej krzywej wzorcowej reakcji
RT-PCR (Rysunek 19). Prébke po reakcji RT, o znanej, oznaczonej wczesniej liczbie
transkryptow cDNA rozcienczano kolejno woda 2-, 3-, 4- oraz 8-krotnie. Nast¢pnie
wykonywano PCR z serig probek, w ktérych dodawano stalg ilosé genomowego DNA i
t¢ sama objetosé kolejno rozcienczanych produktéw reakcji RT. Nastepnie
porownywano empirycznie uzyskane wyniki z przewidywanymi liczbami kopii
wyliczonymi z rozciefczen wyjsciowej probki cDNA. Przy pierwszych trzech
rozcienczeniach wykonane empirycznie pomiary byly zgodne z obliczonymi. Natomiast
przy rozcieficzeniu 8-krotnym i przewidywanej liczbie kopii okoto 50, nie uzyskano
sygnatu cDNA. W zwiazku z tym wyniki pomiaréw ponizej 50 kopii mRNA LTC4S
moga by¢ wykonywane na granicy detekcji, a co za tym idzie mogg oddawa¢ szum tla,
a nie rzeczywisty sygnal reakcji RT.

Jezeli uwzglednimy tylko wyniki pomiaréw powyzej 50 kopii na 0,1 ug calkowitego

komoérkowego RNA, w grupie AIA pozostaje 12 0sob z wariantem polimorficznym AC
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i CC oraz 8 z genotypem AA. W grupie ATA 9 o0s6b z wariantem polimorficznym AC i
CC oraz 7 z wariantem AA, natomiast w$rdd osob zdrowych tylko 5 z genotypem
zawierajacym alle] C i 3 z genotypem bez tego allelu. Po takiej analizie osoby z
genotypem CC i AC wykazywaly statystycznie znamiennie wyzsza podstawowsg
ekspresje genetyczng mRNA LTC4S niz osoby z genotypem AA (809+39 versus
249+77, p=0,04). Takiej zaleznosci nie zauwazono po inkubacji komorek z IL-5 i PMA.
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Poziomy LTC, w nadsgczach hodowlanych eozynofilow.

Dodatkowo u 18 losowo wybranych oséb (5 z grupy AIA, 8 ATA i 5 zdrowych

przedstawicieli kontroli) oznaczono poziom LTCs; w nadsaczu hodowlanym

eozynofiléw z wykorzystaniem metody Elisa (Cayman, USA).

Ponizej przedstawiono uzyskane wyniki.

Rozklad wynikéw byl zgodny z rozktadem normalnym, w tabeli umieszczono wigc

warto$¢ Srednia, odchylenie standardowe i 95% przedzial ufnosci $redniej. Stezenia

LTC4 wyrazono w pg/ml.

Badane Stymulowane
) Bez stymulacji Stymulowane IL-5
komorki IL-5i PMA
i 95% przedziat | , 95% przedziat 95% przedziat
Zestawione | Srednia Srednia Srednia
ufnosci ufnosci ufnosci
wartosci | (SD) | ©D) | ©p 3
Sredniej Sredniej $redniej
AlA 203 236 187
145-260 147-324 94-282
47) (71) (38)
ATA 198 271 257
110-286 120-423 297-812
(106) (181) (223)
K 121 178 113
34-209 30-326 37-180
(83) (119) (108)
Osoby z 163 165 138
59-267 46-283 80-356
wariantem AA | (99) (113) (87)
Osoby z
180 271 229
wariantem AC i 126-235 180-363 25-434
cc (89) (143) (164)

Tabela 11. Poziomy LTC4 w nadsaczach hodowlanych eozynofilow.
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Rysunek 25. Graficzny obraz przedstawiajacy srednie poziomy LTC4 w nadsaczach
hodowlanych eozynofilow.

Sredni poziom LTC4 w nadsaczach komérek AIA i ATA nie roznit sie, natomiast
w zdrowej kontroli byl okolo 40% nizszy, niz w pozostalych dwéch grupach. Roznica ta
nie byla znamienna statystycznie (ATA versus K, p=0,15 oraz AIA versus K, p=0,08).
Po stymulacji IL-5 zaobserwowano wzrost poziomu LTC4 w nadsaczach eozynofilow,
ale statystyczng znamienno$¢ osiagnal on tylko dla nosicieli allelu C (p=0,04).

Ponadto stwierdzono obecno$¢ statystycznie istotnej dodatniej korelacji pomigdzy
podstawowa ekspresja genetyczng mRNA LTC,S, a podstawowym poziomem
leukotrienu C; w nadsaczach (p=0,04), a takze podstawowa ekspresja mRNA LTC,S i
produkcja leukotrienu C4 po stymulacji IL-5 (p=0,01). Bliska istotnosci statystycznej
byla tez dodatnia korelacja pomi¢dzy ekspresja mRNA LTC,S i poziomem LTCy4 po IL-
5 (p=0,09). Znamiennie dodatnia korelacja laczyla réwniez podstawowa ekspresje
mRNA LTC4S i poziom LTC,4 po PMA (p=0,01).

6.2 Druga tura eksperymentow.

Podobnie jak w pierwszej turze badan u wszystkich oséb przeprowadzono

genotypowanie polimorfizmu regionu promotorowego C.444 LTC4S (Tabela 12).
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Obecnos¢  wariantu | ATA ATA
allelicznego

AA 12 11
AC 9 17
CC 2 1

Tabela 12. Wyniki genotypowania polimorfizmu regionu promotorowego C.g44 LTC;4S.

AJA ATA
Czgstos¢ wystepowania | 0,28 0,3
Allelu C

Tabela 13. Czgsto$é wystgpowania allelu C w badanych grupach.

Nie stwierdzono réznic w czgstosciach wystgpowania allelu C w badanych grupach

chorych.

Od wszystkich os6b izolowano eozynofile krwi obwodowej, ktére nastepnie
inkubowano w medium hodowlanym przez 18 godzin celem uspokojenia po procedurze
izolacyjnej. Po tym okresie zmieniano medium, sprawdzano zywotno$¢ komorek, a
nastepnie dzielono je na 5 grup:

1) komorki niestymulowane, pozostawione w medium na dwie godziny; stanowily one
kontrole eksperymentu,

2) komorki inkubowane przez 2 godziny z IL-5,

3) komorki inkubowane przez 2 godziny z ASA,

4) komorki inkubowane z IL-5 przez 2 godziny, a nastgpnie z ASA przez kolejne 2
godziny.

5) komorki inkubowane z IL-5 przez 2 godziny, a nastg¢pnie z jonoforem wapnia przez

kolejne 2 godziny.

Po zakonczeniu inkubacji nadsacza mrozono, a z komoérek izolowano catkowite
komorkowe RNA i badano ekspresje mRNA LTC,S.

Ponizej zamieszczono zestawienie uzyskanych wynikéw eksperymentéw (Tabelal4).
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AIA ATA
iy AIA
2 . Mediana 8 . ediana Vs.
S?;(]g;'a (25 percentyl, Slg}l;la (25 percentyl, | ATA
75 percentyl) 75 percentyl)
o | Wszystkie warianty 520 214 457 38 0.009
_ § polimor.ﬁczne (191) (110-326) (235) (11-120) ’
:g 'g pol?z::)r:?'llcl:tzny 506 242 194 25 0,003
g = AA (177 (78-867) (153) (9-67) ’
Mo -
2 pg‘ﬁf’?}‘l‘gm (ggg) (115?05) (gclsg) a 1?1l 64 | O
ACiCC
Wszystkie warianty 159 41 366 80 NS
= ~ polimorficzne (52) (5-227) (162) (22-388)
E " pol?zfg:g':my 106 40 199 80 NS
%, = AA (45) (16-141) (79) (22-388)
s px‘ﬁg:ggm (29187) (3-53567) (;gg) (22l (:111 g | NS
ACiCC )
Wszystkie warianty 283 197 366 12 NS
= polimorficzne (72) (30-443) (169) (3-289)
2« polﬂvnif;;rc‘tzny 370 281 229 12 S
gfg AA (123) (35-639) (139) (0-510)
g P°Ev“igf fene (168 IS; (27‘-'221) (ggg) © 1591 o | NS
ACiCC )
Wszystkie warianty 250 130 285 18 NS
= < polimorficzne (74) (8-329) (128) (2-89)
% Zé polmig:?i?zny 282 147 30 12 0,01
E, :"' AA (92) (56-437) (13) (2-31) ’
»‘3 - po?':lnig:f?ctzine 215 33 442 37 NS
ACiCC (122) (1-217) (198) (2-394)
Wszystkie warianty 1049 96 98 21 0.02
= % | polimorficzne (482) (11-504) (34) (2-110) ’
o .
é f p AA y (221) (32-415) (26) (2-34) ’
@0 -
= po}?’nigfggne 1686 90 130 28 NS
ACiCC (965) (6-1859) (52) (0-136)

Tabela 14. Zestawienie wynikow genetycznej ekspresji mRNA LTC4S w przeliczeniu
na 0,1 pg catkowitego komdrkowego RNA.
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Rozk}ad uzyskanych wynik6w nie byl zgodny z rozkladem normalnym, w zwiazku z
tym w tabeli umieszczono obok wartosci srednich i bledéw standardowych $rednich,

réwniez mediany i wartosci na poziomie 25 i 75 percentyla.
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Rysunek 26. Zestawienie median genetycznej ekspresji mRNA LTC,S w drugiej turze
eksperymentow.
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Rysunek 27. Zestawienie $rednich wartosci genetycznej ekspresji mRNA LTC,S w
drugiej turze eksperymentow.
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Przed stymulacjami eozynofile astmatykow aspirynowych wykazywaly
statystycznie znamiennie wyzsza genetyczna ekspresj¢ mRNA LTC,S, niz komorki
ATA. Roznica ta byla istotna dla obu waiantéw polimorficznych regionu
promotorowego LTC4S. Nie wykazano natomiast réznic w ekspresji mRNA LTC,S

pomiedzy chorymi z wariantem allelicznym AA, a nosicielami allelu C.
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Rysunek 28. Rozklad podstawowych ekspresji mRNA LTC4S u poszczegdinych
chorych w grupach AIA i ATA, z uwzglgdnieniem podzialu na warianty alleliczne

regionu promotorowego LTC,S.

Po stymulacji IL-5 w grupie ATA zaobserwowano statystycznie znamienny
wzrost ekspresji, ale tylko u 0sob, u ktérych poziom podstawowy nie przekraczat 1500
kopii mRNA na 0,1 pg catkowitego komdrkowego RNA (69+19 versus 206+56,
p=0,02). Pozostale 3 osoby z podstawowym poziomem mRNA powyzej 1500
wykazywaly raczej trend przeciwny. W grupie AIA z kolei zauwazono zalezno$é
odwrotna, czyli obnizenie genetycznej ekspresji mRNA LTC,sS po IL-5 (p=0,04). W
szczegdlnosci dotyczylo to 5 osob, u ktérych podstawowy poziom przekraczat 500
kopii (1809+617 versus 160+92, p=0,02).

W obu grupach eksperymentalnych inkubacja z samym kwasem
acetylosalicylowym nie wplyngla zasadniczo na liczbg transkryptow mRNA LTC,S.
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Natomiast jezeli doswiadczenie to poprzedzono inkubacjg z IL-5, zaobserwowano w
grupie ATA spadek liczby transkryptéw w poréwnaniu z ich liczba po inkubacji jedynie
z IL-5 (366%162 versus 285+128, p=0,02). W grupie AIA z kolei zaleznosé tutaj
obserwowana byla odwrotna, czyli prawie statystycznie znamienny wzrost liczby
transkryptow mRNA LTC4S (159152 versus 250+£74, p=0,05).

Podobny trend wystapil po inkubacji komérek z IL-5 i jonoforem wapnia.
Eozynofile ATA inkubowane z IL-5 i jonoforem wapnia w poréwnaniu do
inkubowanych tylko z IL-5, statystycznie znamiennie obnizyty ekspresj¢ mRNA LTC,S
(366162 versus 98+34, p=0,02), natomiast AIA ja zwigkszyly (159152 versus
10494482, p=0,02)

W obu turach eksperymentéw w grupie ATA zauwazono statystycznie znamienng
dodatnia korelacj¢ pomigdzy poziomem IgE, a wzrostem ekspresji mRNA LTC4S po
IL-5 (p=0,04). Natomiast w zadnej badanej grupie eksperymentalnej nie stwierdzono
obecnosci zwiazku pomiedzy produkcjg LTCy4 lub genetyczng ekspresja mRNA LTC4S
i eozynofilig bezwzgledna krwi obwodowe;j.
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Poziomy LTC4 w nadsgczach hodowlanych eozynofiléw.

U 32 losowo wybranych oséb (18 przedstawicieli AIA i 13 ATA) oznaczono

poziom LTC4 w nadsaczach hodowlanych eozynofilow bez stymulacji, stymulowanych

IL-5 i ASA oraz stymulowanych IL-5 i jonoforem wapnia.

Ponizej przedstawiono wyniki tych oznaczen. Poniewaz rozklad wynikéw pokrywat si¢

z rozkladem normalnym, w tabeli obok wartosci $rednich i odchylania standardowego,

umieszczono tylko 95% przedzial ufnosci $redniej. Stezenia LTC4 wyrazono w pg/ml.
p

Badane Stymulowane IL-5 i Stymulowane
Bez stymulacji
komorki ASA IL-5i A 23187
, 95% przedziat | , 95% przedziat | , 95% przedziat
Zestawione | Srednia Srednia Srednia
ufnosci ufnosci ufnosci
wartosci (SD) . (SD) . (SD) )
$redniej $redniej $redniej
AlIA 39 45 40
26-50 26-65 26-55
(24) (41) (29)
ATA 60 78 62
28-92 43-114 35-91
(50) (35) (44)
Osoby z 59 68 55
36-81 35-101 35-76
wariantem AA | (40) (60) (35)
Osoby z
37 50 44
wariantem AC i 20-54 ' 29-71 24-64
cc (33) (42) (38)

Tabela 15. Poziomy leukotrienu C4 w nadsaczach eozynofilow.
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Rysunek 29. Graficzny obraz przedstawiajacy srednie poziomy LTC4 w nadsaczach

eozynofilow.

Nie wykazano statystycznie znamiennych rdéznic pomigdzy produkcja
podstawowa LTC,; przez eozynofile AIA i ATA. Nie stwierdzono réwniez zwiazku
produkcji leukotrienu C4 z obecnoscig allelu C wariantu polimorficznego regionu

promotorowego C.44 LTC,S.

Po stymulacji aspiryna uzyskano niewielki wzrost produkcji LTCs u AlIA i
statystycznie znamienny u ATA (p=0,02). Podobnie stymulacja jonoforem wapnia
spowodowala tylko bardzo niewielkie wzrosty produkcji LTC,4 ktére byly podobne i

nieistotne w obu grupach.

Poza tym zaobserwowano dodatnia, ale statystycznie nieznamienna korelacje
pomiedzy podstawowa produkcja LTC, przez eozynofile, a oznaczong w nich ekspresja
genetyczng mRNA LTC,4S (p=0,2). Natomiast dla komérek stymulowanych IL-5 i ASA
oraz IL-5 i jonoforem wapnia korelacja ta w grupie ATA byla stabo dodatnia,

natomiast dla AIA ujemna.
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7. Dyskusja.

7.1 Domieszka innych typéw komérek lub plytek krwi w badanym materiale

izolacyjnym.

Izolowane ludzkie eozynofile w hodowli in vitro wykazuja ekspresje genetyczng
mRNA LTC,S, oraz produkuja leukotrien Cy4. Jest malo prawdopodobne, aby zrdédiem
tych produktéw byly komorki inne niz eozynofile, obecne w badanym materiale.
Srednia gestosé bazofilow wahata si¢ w granicach 1074-1076 g/ml, a monocytéw 1067-
1077 g/ml. Oba typy komérek powinny pozosta¢ wigc w warstwie limfocytow powyzej
Histopaque 1077 g/ml. W preparatach, wykonywanych po izolacji, nie stwierdzano
obecnosci bazofiléw ani monocytéw, a jedynie pojedyncze neutrofile i limfocyty, ktére
zgodnie z obserwacjami innych badaczy, nie produkuja leukotrienu C4 (1). Wydaje sie
wiec, ze zastosowana w pracy metoda negatywnej immunomagnetycznej separacji
komorek z wykorzystaniem aparatu VarioMACS i kolumn AS, BS i CS, dedykowanych
przez producenta do separacji negatywnej, spetnia stawiane jej wymagania. [zolowane
komorki byly zywe, a zawarte wsréd nich bardzo niewielkie ilosci neutrofilow i
limfocytéw, praktycznie mozna nie braé pod uwage w analizie wynikéw. MiniMACS
natomiast wytwarza pole o niewystarczajacej sile i nie moze by¢ polecany do
przeprowadzania immunomagnetycznej izolacji eozynofilow.

Na przelomie lat 80-tych i 90-tych szeroka popularnoscia cieszyly si¢ hipotezy
dotyczace udziatu plytek krwi w patogenezie astmy oskrzelowej. U chorych na astme i
choroby alergiczne w surowicy krwi stwierdzano wyzsze st¢zenia markerow aktywacji
plytek, takich jak lyso-PAF, czynnik plytkowy 4, TXB, i B-tromboglobuling (138).
Patologi¢ wykryto takze w funkcjonowaniu trombocytéw pobranych od tych chorych.
Charakteryzowaly si¢ one mniejsza zdolnoscia do agregacji po stymulacjach in vitro
(79), a u chorych na astme aspirynowa zanotowano silng ich aktywacje po aspirynie (4).
W zwiazku z tymi obserwacjami obecno$é plytek w badanym materiale mogtaby
zaburza¢ wyniki eksperymentéw i prowadzi¢ do mylnych wnioskéw. Plytki krwi
posiadaja wysoka ekspresj¢ mRNA LTC,S, a leukotrien C4 produkuja z dostarczonego
im z zewnatrz, gtéwnie pochodzacego od neutrofiléw, leukotrienu A4 (81). Eozynofile z
kolei wydzielaja bardzo niewielkq ilo§¢ LTAy, ale duzo substancji PAF, a wigc bardzo
silnego aktywatora trombocytow. Plytki krwi posiadaja liczne adhezyjne biatka

powierzchniowe. Prawdopodobnie moga one poprzez glikoproteing IIb/Illa lub
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selektyne-P przylega¢ po aktywacji do reszt kwasu sialowego na powierzchni blon
granulocytow (107). W rozmazach wykonywanych po izolacji nie stwierdzano
obecnosci plytek. Jednak aby zupelnie wykluczy¢ adhezje plytek do powierzchni
wyizolowanych eozynofiléw, dwukrotnie po zakoriczonej procedurze separacyjnej
komorki inkubowano ze znakowanym fluoresceing przeciwcialem skierowanym
przeciwko integrynie plytkowej CD42b, czyli glikoproteinie Ib. Nastepnie okreslano
fluorescencj¢ komorek z zastosowaniem cytometrii przeptywowej. Kontrole negatywna
stanowily komorki linii HL-60 réznicowane DMSO. Uzyskana fluorescencja byla
bardzo niska, prawdopodobnie pochodzita od fluorescencji wiasnej komorek, poza tym
nie wykazano zadnych réznic pomigdzy komoérkami negatywnej kontroli, a

wyizolowanymi eozynofilami.
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Rysunek 30. Krzywe fluorescencji z cytometru przeptywowego.

7.2 Ekspresja genetyczna mRNA LTC4S oraz produkcja LTCy4 przez eozynofile

chorych na astme oraz zdrowg grupe kontrolna.

Ekspresja genetyczna mRNA LTC4S w eozynofilach nie byla dotad badana
ilosciowo. Natomiast od potowy lat 80-tych prowadzono badania nad produkcja
leukotrienéw przez granulocyty krwi obwodowej. Opisywane powyzej w pracy wyniki
eksperymentdw dotyczacych produkcji LTCs przez eozynofile s3 w duzej mierze

podobne do obserwacji poczynionych przez innych badaczy (47, 97).
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W eozynofilach astmatykéw aspirynowych wykazano statystycznie znamiennie
wyzszg podstawowa ekspresje genetyczna mRNA LTC4S, niz w grupie ATA i zdrowej
kontroli. Poréwnanie ATA i K wykazalo takze wyzsza ekspresje mRNA LTC,S w
niestymulowanych eozynofilach ATA. Moze to sugerowa¢ stan pobudzenia tych
komorek juz w krwi obwodowej chorych na astme oskrzelowa.

Metoda pracy polegala na oznaczaniu ekspresji genetycznej mRNA LTC4S w
catkowitym komérkowym RNA. Wyniki nie daja wiec zadnych danych odnos$nie
odsetka eozynofilow krwi, ktory wykazuje ekspresj¢ tego enzymu. Nie wszystkie
komorki chorych na astmg¢ musialy wykazywa¢ obecnos¢ mRNA tego enzymu.
Odsetkowe roznice w liczbie eozynofilow z transkryptami mRNA LTC4S w
poszczegbinych badanych grupach, moga by¢ bardzo niewielkie.

Nie mozna réwniez wykluczyé, ze w trakcie procedury izolacji doszto do bardzo
silnego pobudzenia eozynofiléw astmatykéw aspirynowych, ktére utrzymywalo sie
przez nastgpnych 18 godzin ich uspakajania w medium hodowlanym. Jednak taka
interpretacja wynikow przemawia réwniez za tendencja komoérek AIA do wyzszej
ekspresji mRNA LTC,S.

Nalezy tez zwrdci¢ uwage na fakt, ze zastosowana w pracy metoda badania
zywotnosci eozynofiloéw nie pozwalala na uchwycenie komoérek bedacych we wezesnej
fazie apoptozy. Takie eozynofile zostaly uznane za zywe, a ich poziom genetycznej
ekspresji mRNA LTC4S moéglby odbiegaé od spotykanego w ustroju (123). Z
eksperymentéw prowadzonych przez H.-U. Simona wynika, ze eozynofile izolowane z
tkanek objetych reakcja zapalna w astmie cechuja si¢ zaburzeniami apoptozy
prowadzacymi do ich przedluzonego zycia (99). Eozynofile oséb zdrowych, a w
mniejszym stopniu astmatykéw bez nadwrazliwosci na aspiryng, moglyby w trakcie
inkubacji trwajacej 18 godzin i dalszych eksperymentéw rozpoczaé proces apoptozy.
Jednak w ten sposOéb nie mozna wytlumaczy¢ réznego wplywu stosowanych
stymulantéw na ekspresje mRNA LTC4S w badanych grupach komérek.

Na uwage zastuguje takze istnienie dodatniej, statystycznie znamiennej korelacji,
pomiedzy stopniem nasilenia astmy oraz ekspresja mRNA LTC4S w eozynofilach oraz
ujemna korelacja pomig¢dzy ekspresja mRNA a dawka doustnej kortykoterapii. Zwiazek
produkcji leukotrienéw przez eozynofile ze stosowana farmakoterapig (89, 124) i
nasileniem astmy (58) byl juz opisywany wczesniej. Wczesniej takze zauwazono

powiazanie stopnia nasilenia astmy z poziomem LTE4 w surowicy krwi chorych (14).
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Nie wykazano natomiast r6znic w produkecji leukotrienu C4 przez niestymulowane
eozynofile ATA i AIA. W grupie kontrolnej produkcja byla o okolo 40% nizsza, ale
stwierdzana réznica nie byla statystycznie znamienna. Nalezy zwrocié uwage na réznice
w bezwzglednych wartosciach poziomu leukotrienu C4 w nadsaczach pochodzacych z
hodowli eozynofilow w pierwszym i drugim etapie badan. Roéznice te majq
prawdopodobnie zwiazek z inng seria zestawdw zakupionych do oznaczania tego
leukotrienu lub domieszka innych komorek krwi w pierwszej turze eksperymentéw. W
zwigzku z tym poréwnywanie tych dwdch grup wynikéw moze prowadzi¢ do btednych
wnioskowan.

Wryniki prac innych autoréw wskazuja na nieco wyzszg produkcj¢ leukotrienow
przez eozynofile chorych na astme, niz ludzi zdrowych (120, 53). Z drugiej strony
mozna zacytowac prace, w ktérej uzyskiwano wyzsza produkcje przez eozynofile oséb

zdrowych niz astmatykéw (42).

7.3 Regulacja ekspresji genetycznej mRNA LTC4S i produkeji LTC, przez IL-5.

W grupie ATA i K po inkubacji z IL-5 ekspresia mRNA LTC4S ulegla
kilkakrotnemu wzrostowi, ale tylko wéwczas, gdy wyjsciowy poziom nie przekraczal
1500 kopii na 0,1 pg calkowitego komoérkowego RNA. Na badang ekspresje w
eozynofilach AIA, IL-5 miata raczej wplyw odwrotny, chociaz u niektérych oséb
zauwazono réwniez wyrazne wzrosty po IL-5. Nasuwa si¢ tutaj skojarzenie z
eksperymentem, w ktéorym badano chemotaksje eozynofilow po IL-5. Wrazliwe byly
tylko te komorki, ktére pochodzily od oséb z prawidlowa liczbg eozynofilow (93).
Eozynofile od chorych z hipereozynofilia nie reagowaly na t¢ cytoking, co mozna
tlumaczy¢ maksymalnym, juz istniejacym, pobudzeniem tego receptora wynikajacym
albo z podwyzszonego stezenia IL-5 w krwi obwodowe;j, albo z patologig gestosci, badz
struktury receptorowej. Przyczyna wysokiej, ale niereagujacej na IL-5 ekspresji
genetycznej mRNA LTCs;S moze mie¢ podobne przyczyny. Jednak badania
przeprowadzane w naszej Katedrze nie wykazaly wyzszego poziomu IL-5 w krwi u
0sob z hipereozynofilia, a nawet zaobserwowano ujemna korelacj¢ pomigdzy liczba
eozynofilow w krwi obwodowej, a stgzeniem IL-5 we krwi (wyniki niepublikowane).

W dostepne;j literaturze nie wykazano takze zwigzku atopii z wyzsza ekspresja receptora
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dla IL-3, IL-5 i GM-CSF na powierzchni eozynofiléw. A nawet w krwi noworodkéw
rodzicow z atopia ekspresja ta na komérkach progenitorowych hemopoezy (stem cell)
byla nizsza (127). Nie jest wigc wykluczone, ze dla funkcji eozynofiléw wazniejsze sa
zaburzenia czynnosci receptora lub szlaku przekaZnictwa wewnatrzkomérkowego.

Z drugiej strony jest faktem oczywistym, ze IL-5 odgrywa istotng role w
formowaniu nacieku zapalnego w drogach oddechowych chorych na astme. Ludzkie
przeciwciata skierowane przeciwko IL-5 i podane droga dozylna, zmniejszajg liczbe
eozynofilow w krwi i plwocinie zaréwno przed, jak i po stymulacji alergenem
astmatykow atopowych (16). Poza tym w blonie §luzowej drég oddechowych
astmatykow stwierdzono znacznie wigcej komdrek wykazujacych obecno$¢ mRNA dla
powierzchniowego markera CD34 i podjednostki a receptora IL-5 (uwaza sig, ze sg to
prekursory eozynofilow) (77, 78). Podobnie, po stymulacji alergenem astmatykow
atopowych, wigcej tych komoérek pojawia si¢ w szpiku (94). Potwierdza to po raz
koleiny istotna rol¢ IL-5 w patomechanizmie nacieku eozynofilow w astmie. Wydaje
si¢, ze cytokina ta jest szczegélnie istotna w patofizjologii astmy aspirynowej. W
skrawkach oskrzelowych tych astmatykéw ekspresja biatka IL-5 byta 2-4 razy wyzsza
w komorkach nablonka oskrzeli, eozynofilach i mastocytach niz u chorych bez
nadwrazliwosci na aspiryng¢ (105).

By¢ moze wazny jest tez fakt, ze receptor dla IL-5 wystepuje zaréwno w formie
rozpuszczalnej jak 1 komodrkowej (121). Dysproporcje w ich aktualnym stosunku w
krwi, czy tkankach, moglyby warunkowaé zaburzenia w efektach dzialania tej cytokiny.

Nie jest tez wykluczone, ze w funkcjonowaniu eozynofiléw wazniejsze od same;j
IL-5 sa efekty jej wspéldziatania z innymi znanymi, lub jeszcze niepoznanymi
komorkami i cytokinami. W krwi chorych na atopowe zapalenie skdry z towarzyszaca
astma oskrzelowa lub bez niej, stwierdzono podwyzszony poziom RANTES w
poréwnaniu do zdrowej kontroli lub oséb jedynie z objawami pylkowicy (37). Nie
mozna wiec wykluczy¢, ze niektére z prozapalnych cytokin sa wydzielane w wigkszej
ilosci do krwi chorych na astme i warunkuja stan wzbudzenia niektérych komoérek, w
tym rowniez eozynofiléw. Odnotowane po IL-5 wzrosty byly bardziej wyrazne w
pierwszej turze eksperymentéw, w kt(’)rej' po procedurze izolacji uzyskiwano
kilkunastoprocentowa domieszke limfocytow i neutrofiléw. Obserwacja ta sugeruje
dodatkowy efekt dziatania humoralnych interakcji migdzykomérkowych, obserwowany

takze przez innych badaczy (27, 59).
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Wzrost ekspresji mRNA LTC4S po inkubacji z IL-5 tlumaczy opisywany w
literaturze tzw. efekt ,primingowy” interleukin. Eozynofile po stymulacji fMLP lub
jonoforem wapnia produkowaly duza ilo$¢ leukotrienu C4, ale ta produkcja rosta
znamiennie, jezeli komoérki wezesniej inkubowano przez 30-90 min z IL-5, IL-3, TNFa
lub NGF (116, 117, 124). IL-5 laczac si¢ z odpowiednim receptorem na powierzchni
eozynofila prawdopodobnie ma wplyw =zardwno na aktywacje enzymow
uczestniczacych w produkcji leukotrienéw, jak i na regulacj¢ transkrypcji genetycznej
rozmaitych genéw. W regionie promotorowym LTC4S stwierdzono obecnosé¢ wielu
sekwencji, ktére potencjalnie moglyby przylacza¢ czynniki transkrypcyjne, takie jak
AP-1, AP-2, SP-1, NF-kB, STAT oraz CRE (cAMP Responsive Element) (8).
Aktywacje niektorych z nich obserwowano po inkubacji eozynofilow z IL-5 (2).
Ponadto stwierdzono, ze cytokina ta powoduje wzrost bialkowej ekspresji FLAP i
przesunigcie S-lipoksygenazy do jadra eozynofila (21). Obserwacje te mogg $wiadczy¢
zarébwno o bezposrednim wplywie na produkcje, jak i regulacje transkrypcji innych
genow przez t¢ interleuking. Nasuwa to rdwniez podejrzenie, ze enzymy przemian
kwasu arachidonowego sa regulowane nie tyle wzrostem ekspresji, ile zmianami
potozenia wewnatrzkomérkowego.

Wzrosty poziomu mRNA LTC4S odnotowane po IL-5 nalezg raczej do
niewielkich. LTC4S mozna zatem okresli¢ jako enzym konstytutywny. Wydaje si¢, ze w
komorkach o pochodzeniu epitelialnym, limfocytach i neutrofilach, promotor LTC,S
pozostaje pod stalym wplywem hamujacych czynnikéw transkrypcyjnych (95). Byé
moze IL-5 prowadzi do odhamowania tej supresji, ale efekt ten u wiekszosci
astmatykéw aspirynowych nie jest widoczny. Sugeruje to nieco inny mechanizm
regulacji transkrypcji tego genu w obu grupach chorych lub stan statego odhamowania
aktywnosci promotora u astmatykow aspirynowych.

W opisanych uktadach eksperymentalnych IL-5 spowodowala takze wzrosty
produkcji LTC4 przez eozynofile. Dotyczylo to gtéwnie wariantu polimorficznego C,
ale takze, cho¢ w mniejszym stopniu, chorych z dwoma allelami A. Dodatnia
statystycznie znamienna korelacje pomiedzy podstawowsa ekspresja genetyczng mRNA
LTC,4S, a podstawowym poziomem leukotrienu C4 oraz poziomem leukotrienu C4 po
IL-5, a takze prawie znamienna korelacja pomiedzy ekspresjg genetyczng mRNA
LTC4S a poziomem LTC4 po IL-5, potwierdzaja zwiazek regulacji transkrypcji z

regulacja translacji w komérce przez IL-5.
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7.4 Wplyw PMA na ekspresj¢ mRNA LTC4S i produkeje LTC,4 przez eozynofile

krwi obwodowej.

W przeprowadzonych eksperymentach po inkubacjach z estrem forbolu
zaobserwowano tendencje do obnizania zar6wno genetycznej ekspresji mRNA LTC,S,
jak i poziomu leukotrienu C4 w nadsaczach hodowlanych. Wydaje si¢ wigc, ze PKC nie
aktywuje ani genetycznej ekspresji LTC4S, ani produkcji leukotrienéw cysteinylowych.
Wiyniki te sa zgodne z publikacjami innych badaczy (3, 125). Zauwazono nawet wzrost
produkgcji leukotrienéw po dodaniu Bis I i kalfostyny C, a wiec substancji hamujacych
dziatanie PKC (26).

7.5 Rola aspiryny w regulacji transkrypcji LTC,S i produkcji leukotrienu C4 przez

eozynofile krwi obwodowej.

Zastanawiajacy jest efekt dzialania aspiryny w badanym ukladzie in vitro. W
nadsaczach pochodzacych z inkubacji eozynofiléw obu grup chorych z IL-5 i aspiryna
zaobserwowano niewielkie, ale stale wzrosty poziomu LTC,4 Osiagnely one nawet
znamienno$¢ statystyczng dla grupy ATA i prawdopodobnie mialy zwiazek tylko z
zablokowaniem COX. Wydaje si¢, ze bardziej widoczny wzrost produkcji leukotrienéw
u ATA niz AIA moze mieé zwiazek z efektem dzialania IL-5. Cytokina ta zostala
dodana do eozynofilow 2 godziny przed aspiryng i spowodowala wzrost ekspresji
genetycznej mRNA LTC,S, ale tylko u ATA.

Od okolo 3 lat pewna popularnosé w rozpoznawaniu in vitro alergii i
nadwrazliwosci na aspiryn¢ zdobywaja testy stymulacji pelnej krwi obwodowej
alergenem lub niesterydowym lekiem przeciwzapalnym. W publikowanych wynikach
tych badan aspiryna powodowata zawsze wzrosty produkcji leukotriendw, ale odnosnie
réznic uzyskiwanych pomiedzy grupami AIA i ATA wyniki nie sa spdjne.
Przeprowadzone w naszej Katedrze badania nie uwidocznily wyraznych réznic
pomiedzy badanymi grupami chorych (75). Natomiast z innych osrodkoéw badawczych
pochodza doniesienia, iz po stymulacji aspiryna lub innymi niesterydowymi lekami
przeciwzapalnymi komoérki krwi AIA produkowaly leukotriendw cysteinylowych

wiecej (23, 64). Rozbiezno$¢ wynikéw moze mie¢ zwigzek ze stosowaniem w
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eksperymentach zbyt wysokich, niespotykanych w organizmie st¢zen aspiryny (0,5 - 1,1
mM), ktére moglyby zmieniaé wiasciwosci fizjologiczne komorek. Poza tym czgsé
badaczy stosowala oprdcz aspiryny inne niesterydowe leki przeciwzapalne, na przykiad
diklofenak i indometacyne, ktére w istotny sposob podwyzszaly czutos¢ rozpoznawania
in vitro nadwrazliwosci na NLPZ; podobnie jak aktywacja procesu zapalnego, poprzez
dodanie C5a skltadowej dopelniacza lub fMLP. Wydaje si¢ rowniez, iz kluczowa moze
byé tutaj rézna zawartos¢ w stymulowanej krwi eozynofiléw i bazofiléw, a wigc
komorek produkujacych najwiecej leukotrienéw cysteinylowych, zbyt mate liczebnosci
badanych grup eksperymentalnych (kilka oséb) oraz brak jednorodnosci grupy
pacjentéw nadwrazliwych na aspiryng. Przykladowo wykazano, ze nadwrazliwos$é na
aspiryn¢ ujawniajaca si¢ zmianami skérnymi predysponuje do najwyzszej produkcji
leukotrienéw przez komorki krwi obwodowej (63). Na produkcje leukotriendw wplywa
takze nasilenie choroby i doustna kortykoterapia (58, 89), te za$ nie zawsze byly
uwzgledniane w przeprowadzanych badaniach.

Wazrosty produkcji LTC4 obserwowane w tej pracy po aspirynie w hodowlach
eozynofildow w zaden sposéb nie thumacza mechanizmu nadwrazliwosci u AIA. Mialy
one miejsce w komoérkach uzyskiwanych od obu grup pacjentéw, natomiast
nadprodukcja leukotrienéw po przyjetej doustnie aspirynie wystepuje tylko w grupie
AIA i dotyczy stosunkowo matej dawki tego leku. Wydaje si¢ wigc, ze problem astmy
aspirynowej nie jest ograniczony tylko do pojedynczego typu komoérek, ale wiaze si¢ ze
skomplikowanym mechanizmem regulacji i interakcji komérkowych, w ktérych oprocz
eozynofilow krwi uczestnicza takze inne komoérki, mediatory tkankowe i uklady
enzymatyczne. Proby prowokacyjne z aspiryna wskazuja migdzy innymi na udzial w
reakcji nadwrazliwo$ci w rownej mierze eozynofilow i mastocytow (67). Donosowe
podanie aspiryny wywoluje 10-krotny wzrost ECP i 8-krotny wzrost tryptazy w
popluczynach nosa astmatykéw aspirynowych (54). Wyzsza ekspresja mRNA LTC,S w
eozynofilach krwi obwodowej moglaby odgrywaé jakas role w patogenezie astmy
aspirynowej, ale czynnikiem wywolujacym atak dusznosci najpewniej nie jest
bezposrednio sama aspiryna.

Z kolei obserwowany po aspirynie spadek mRNA LTCsS w grupie ATA
najlatwiej wytlumaczy¢ wpltywem modyfikujacym czynniki transkrypcyjne. Aspiryna
hamuje dzialanie kinazy IKK w komoérce. Z kolei nieaktywna kinaza warunkuje
trwalos¢ polaczenia ze sobg czynnikéw transkrypcyjnych I-kB i NF-xB, a tym samym

uniemozliwia migracje¢ NF-kB do jadra komoérkowego (30). Obecny w jadrze
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komodrkowym NF-kB aktywuje transkrypcje wielu prozapalnych genéw, a by¢ moze
rowniez LTC4S.

W grupie AIA z kolei aspiryna nie tylko nie spowodowata spadku mRNA LTC,S,
ale nawet jej wzrost, jezeli poprzedzona byla inkubacja z IL-5. Moze to sugerowa¢ brak
wplywu na kinaz¢ IKK u tych chorych lub dodatkowa obecnos¢ innych mechanizméw
regulacji ekspresji genetycznej tego enzymu. Nie mozna wykluczy¢, ze jest to jeden z
dodatkowych czynnikéw warunkujacych nadwrazliwo$é na aspiryng w grupie AIA.

W patogenezie astmy aspirynowej pewna rol¢ moga odgrywaé takze lipoksyny.
W wyniku dziatania tego leku, po acetylacji COX, powstaja analogi lipoksyn, np. 15-
epiLXA4, ktore sa nawet 100 razy silniejsze i bardziej stabilne od wyjsciowych
zwiazkow (18, 118). Nie jest wykluczone, ze u chorych z nadwrazliwoscig na aspiryne
istnieje patologia, warunkujgca stale zaburzenia réwnowagi mediatoréw reakcji
zapalnej zwiazane ze spadkiem produkcji przeciwzapalnych lipoksyn. Aspiryna
natomiast w momencie jej zadziatania, spowodowataby przechylenie szali réwnowagi

na korzys$¢ czynnikow prozapalnych.

7.6 Wplyw jonoforu wapnia na transkrypcje mRNA LTC4S i produkceje

leukotrienu C4 przez eozynofile krwi obwodowej.

Jonofor wapnia powodowal spadek genetycznej ekspresji mRNA LTC4S w grupie
ATA, natomiast wzrost u AIA. Rozny efekt dzialania jonoforu wapnia jest kolejnym
argumentem przemawiajacym za innym mechanizmem regulacji transkrypcji mRNA
LTC4S w obu badanych grupach chorych. Wydaje sie, ze w odpowiedzi na jonofor
wapnia moga by¢ zaangazowane inne kinazy w cytoplazmie, a by¢é moze takze inne lub
inaczej aktywowane czynniki transkrypcyjne w jadrze.

Z kolei wplyw jonoforu wapnia na produkcj¢ LTC4 w nadsaczach hodowlanych
eozynofilow wigzal si¢ z niewielkimi, statystycznie nieistotnymi wzrostami produkcji
tego leukotrienu. Byly one takie same w obu badanych grupach chorych. Rozbieznosé
pomiedzy tendencjami do zmian ekspresji genetycznej mRNA LTC4S i produkeji LTCy,
$wiadczy najprawdopodobniej o braku bezposredniego zwiazku regulacji transkrypcji z

produkcjg LTC4 przez jonofor wapniowy. Nasilenie produkcji realizuje si¢ zapewne
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bezposrednio poprzez szybkie podwyzszenie poziomu Ca** i ma zwiazek tylko z
aktywacja bialek enzymatycznych uczestniczacych w produkcji leukotrienow.
Natomiast wplyw na regulacje transkrypcji wigze si¢ z nastgpowa aktywacja czynnikéw
transkrypcyjnych, wymaga czasu i nie jest wykluczone, ze moglby takze powodowaé
zmiany w produkcji leukotrienéw. Wymagaloby to jednak spelnienia okreslonych
warunkow, np. dluzszego czasu inkubacji, wigkszej ilosci substratow lub aktywacji
dodatkowych enzymoéw, biatek i mediatoréw reakcji zapalne;j.

Wzrosty opisywane w literaturze po jonoforze wapnia z reguly byly znacznie wyzsze,
co mozna przykladowo wiaza¢ z innym producentem odczynnika, poniewaz jonofor
wapnia jest bardzo niestabilny i latwo traci swa aktywno$¢ przy niewlasciwym

przechowywaniu (27).

7.7 Wplyw polimorfizmu regionu promotorowego LTC4S na regulacj¢ ekspresji
mRNA LTGC,S.

Kolejne podejmowane w pracy zagadnienie wigze si¢ z wplywem polimorfizmu
regionu promotorowego C.44 na ekspresj¢ genetyczng mRNA LTC4S. W pierwszej
turze eksperymentéw obecnosé allelu C korelowala z wyzsza podstawowa ekspresja
genetyczng mRNA LTC4S oraz wyraznym wzrostem poziomu LTC4; w nadsaczach
eozynofilow po IL-5. Jednak w drugiej badanej grupie zaleznosci te nie potwierdzity
si¢. Taka rozbiezno$¢ wynikow moze wynika¢ z obecnosci w pierwszej fazie
eksperymentéw domieszki limfocytéw i neutrofiléw, a tym samym produkowanych
przez nie czynnikéw humoralnych innych niz IL-5. W drugim etapie badan domieszek
tych komorek prawie nie stwierdzano.

W badaniach przeprowadzonych w naszej Katedrze, chorzy na astme¢ aspirynowa,
bedacy nosicielami allelu C, po stymulacji aspiryna wydzielali z moczem leukotrienu E4
wiecej, niz chorzy z allelem A (85). By¢ moze decydujaca jest tutaj obecnos$¢ innych
mediatorow i komoérek reakcji zapalnej w organizmie, a réznica w produkcji

leukotrien6w ujawnilaby si¢ dopiero w okresie zaostrzenia klinicznego astmy.
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7.8 Podsumowanie dyskusji.

W $wietle uzyskanych eksperymentalnie wynikéw mozna wnioskowaé o istotnej,
ale nie krytycznej roli eozynofilow w patogenezie produkcji leukotrienéw w astmie.
Reakcja zapalna w tej chorobie ma miejsce glownie w drogach oddechowych. Tutaj
nastepuje produkcja mediatoréw zapalnych i zasadnicza aktywacja procesy zapalnego.
Niewatpliwy jest w nim udzial innych komoérek, a w szczegdlnosci mastocytow i
limfocytow (68). W literaturze wykazano nawet bardzo istotny wplyw monocytéw na
modyfikacje produkcji leukotrienu LTC4 przez eozynofile, ktory realizuje sie
najprawdopodobniej poprzez produkowane przez nie mediatory reakcji zapalnej, a w
szczegolnoscei interleukiny i TNFa (27).

Przeprowadzone w pracy eksperymenty daja pewien wglad w mechanizm
regulacji transkrypcji mRNA LTC,S.

Wydaje sig, ze juz w krwi obwodowej eozynofile moga by¢ ,,przygotowywane”
do zwigkszonej produkcji LTC4, a moze réwniez innych mediatoréw zapalnych.
Miatoby to zwiazek z okreslonymi implikacjami terapeutycznymi. Przyktadowo u osob
z wyzsza ekspresja badanego enzymu, bardziej celowe byloby stosowanie lekow
antyleukotrienowych i przeciwcial wiazacych IL-5, niz systemowej kortykoterapii w
wysokich dawkach. Stan aktywacji eozynofildéw zapewne nasila si¢ jeszcze w tkance
plucnej, gdzie w wyniku toczacej si¢ uogdlnionej reakcji zapalnej istnieje wysokie
stezenie cytokin wplywajacych na funkcje eozynofilow, a szczegdlnie IL-5, IL-3 i GM-
CSF, eotaksyny, RANTES, a nawet IL-9 (122).

Wydaje si¢, ze komodrki ATA latwiej 'siq stymuluja, ale byé moze latwiej tez
reagujg na czynniki hamujace t¢ aktywacje, szczegdlnie na poziomie regulacji ekspresji
genetycznej. Nie jest wykluczone, ze ta regulacja przebiega nieco inaczej u AIA niz u
ATA. Eozynofile AIA z kolei po uzyskaniu wysokiej ekspresji mRNA utrzymujg ja na
stalym wysokim poziomie, pozostajac w stanie ,,gotowosci” do produkcji leukotrienéw
zaréwno w drogach oddechowych, jak i we krwi. Wydaje si¢ takze, ze problem astmy, a
w szczegblnosci astmy aspirynowej jest przynajmniej w pewnej czeSci zwigzany ze

zmianami mechanizméw regulacji transkrypcji przez jadrowe czynniki transkrypcyjne.
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8. Whnioski.

1. W ludzkich eozynofilach mozna okresli¢ ekspresj¢ genetyczng mRNA syntazy
leukotrienu C4 (LTC4S), ktora ma zwiazek z produkcjg leukotrienu C4 (LTCy).

2. Podstawowa ekspresj¢ mRNA LTC4S w eozynofilach oséb chorych na astme
aspirynowg (AIA) byla statystycznie znamiennie wyzsza niz u chorych na astme z
dobra tolerancja aspiryny (ATA) i w zdrowej grupie kontrolnej (K). Réwniez w
grupie ATA zaobserwowano znamiennie wyzszy poziom mRNA LTC,S, niz w K.

3. Doswiadczenia ze stymulacja eozynofiléw IL-5, jonoforem wapnia i kwasem
acetylosalicylowym wskazuja na nieco inny mechanizm regulacji transkrypcji
mRNA LTC4S w obu grupach chorych. Inkubacja z IL-5 spowodowala wzrost
ekspresji genetycznej mRNA LTC4S u ATA i K, natomiast u AIA zaobserwowano
tendencje spadkowe. Jezeli natomiast po inkubacji z IL-5 eozynofile stymulowano
jonoforem wapnia i kwasem acetylosalicylowym, poziom ekspresji genetycznej
mRNA LTC4S w grupie ATA obnizyl sie, zas u AIA wykazywal sklonnos¢ do
wzrostu.

Wydaje si¢, ze w niektérych komérkach LTC4S pozostaje pod staltym wplywem
hamujacych czynnikéw transkrypcyjnych, natomiast po IL-5 dochodzi do
odblokowania tych wplywow.

4. U chorych na astmg istnieje sktonno$¢ do zwigkszonej produkcji LTC,, ktéra jednak
nie osiaga cech znamiennosci statystycznej.

5. Domieszka innych komérek wpltywa modyfikujaco na ekspresj¢ genetyczng mRNA
LTC,S i produkcje leukotrienéw przez eozynofile.

6. Obecno$é allelu C regionu promotorowego LTC4S moze mie¢ pewien zwigzek z
wyzsza ekspresja mRNA LTC,S, chociaz z pewnoscig nie jest to gtéwny i jedyny

czynnik regulujacy transkrypcje tego enzymu.



9. Streszczenie.

Eozynofilom przypisuje si¢ wazng rol¢ w patogenezie astmy oskrzelowej. Ich
liczba w krwi i popluczynach oskrzelowo-pgcherzykowych chorych na astme jest
podwyzszona. Eozynofile po stymulacji in vitro produkuja duza ilo$¢ leukotrienéw
cysteinylowych, ktdre sa waznymi mediatorami reakcji zapalnej astmy. Powodujg
miedzy innymi skurcz mieg$niowki gladkiej oskrzeli, nadprodukcje $luzu i wzrost
przepuszczalnosci naczyn krwionosnych. Szczegélnym typem astmy jest astma z
nadwrazliwoscia na aspiryng. U okolo 10% dorostych astmatykéw po zazyciu
niesterydowych lekéw przeciwzapalnych blokujacych cyklooksygenaze dochodzi do
nasilonego ataku astmy, ktéremu towarzyszy kilkakrotny wzrost produkcji leukotrienéw
cysteinylowych. Kluczowym enzymem w produkcji leukotrienéw cysteinylowych jest
syntaza leukotrienu C; (LTC4S). W skrawkach oskrzelowych astmatykow
aspirynowych wykazano wyzsza ekspresje tego enzymu, niz u chorych na astme¢ z'dobra
tolerancjq aspiryny i w zdrowej grupie kontrolnej. Ponadto w naszej Katedrze
znaleziono w regionie promotorowym LTC4S (W pozycji .444) polimorfizm, polegajacy
na transwersji nukleotydu A na C, ktory jest dwukrotnie czgstszy w fenotypie astmy z
nadwrazliwoscia na aspiryne¢. Polimorfizm ten wystepuje w regionie promotorowym i
moze mieé zwigzek z wyzsza ekspresje tego enzymu oraz nadprodukcja leukotrienéw
cysteinylowych.

Celem pracy byto:

1) okreslenie genetycznej ekspresji mRNA syntazy leukotrienu C4 w eozynofilach oséb
chorych na astmeg, z uwzglednieniem podziatu na astme aspirynowg i astme niewrazliwa
na aspiryng oraz w zdrowej grupie kontrolne;j;

2) okreslenie ewentualnego zwiazku pomiedzy ekspresja LTC4S w eozynofilach, a
obecnoscig wariantu C 444 regionu promotorowego LTC,S.

Eozynofile  izolowano z  krwi  obwodowej metoda  negatywnej
immunomagnetycznej separacji komorek. Nastgpnie inkubowano je przez 18 godzin w
medium komérkowym, po czym stymulowano IL-5, estrem forbolu, kwasem
acetylosalicylowym i jonoforem wapnia. Z komérek izolowano calkowite komérkowe
RNA, z uzyciem standardowych procedur (Tri-zol), a nastgpnie oznaczano genetyczna
ekspresje mRNA LTC4S metoda kompetycyjnej reakcji RT-PCR. Wewnetrzna kontrole
reakcji stanowila znana ilo$¢ dodawanego genomowego DNA. Odczyt ilosciowy

umozliwilo zastosowanie laserowej fluorymetrii (ALFexpress). Wyniki okreslano w
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liczbie kopii na 0,1 pg calkowitego komdrkowego RNA. Zbierano réwniez media
komdrkowe, ktére mrozono, a nastgpnie oznaczano w nich poziom leukotrienu Cy.

Badania przeprowadzono w dwdch rézniacych si¢ metodologia etapach. Najpierw
do izolacji eozynofiléow stosowano separator MiniMACS, a do reakcji odwrotnej
transkrypcji (RT) uzyto specyficznego startera i polimerazy Tth. Nastepnie eozynofile
izolowano separatorem VarioMACS, a reakcj¢ RT przeprowadzano z niespecyficznym
starterem oligoT i polimeraza M-MLV. Efektem modyfikacji metody byla znacznie
mniejsza domieszka neutrofilow i limfocytéw wsrdd wyizolowanych eozynofiléw, co
prawdopodobnie miato wplyw na wyniki badan.

Badaniem objeto tacznie 143 osoby. W kazdym przypadku nadwrazliwos$é na
aspiryne zostata potwierdzona wykonanym testem inhalacyjnym z aspiryna lizylowa. W
pierwszej turze eksperymentdw przebadano 25 chorych na astmg aspirynowa (AIA), 36
z astmg bez nadwrazliwosci na aspiryng (ATA) i 30 zdrowych ochotnikéw
stanowigcych grupg kontrolng (K). Natomiast poziomy leukotriendw oznaczono u 18
losowo wybranych os6b: 5 z grupy AIA, 8 ATA i 5 K. Eksperymenty prowadzono w
ukladzie: 1) komorki niestymulowane, 2) komoérki stymulowane IL-5, 3) komorki
stymulowane IL-5 i PMA. Wykazano wyzsza podstawowg ekspresje genetyczng mRNA
LTC4S u AIA niz u ATA, (8181412 versus 98+23, p=0,0003) oraz u AIA w
poréwnaniu do zdrowej grupy kontrolnej (818+412 versus 72422, p=0,00002).
Ekspresja ta byla rdwniez znamiennie wyzsza u ATA niz w grupie kontrolnej (98+23
versus 72122, p=0,04).

Ponadto stwierdzono wyzsza ekspresje mRNA LTC4S u nosicieli allelu C
wariantu polimorficznegio C_444 regionu promotorowego LTC4S, p=0,04 (przy analizie,
na podstawie wykonanej krzywej wzorcowej reakcji RT-PCR, wynikéw powyzej 50
kopii na 0,1 pg catkowitego komérkowego RNA).

Po stymulacji IL-5 ekspresja mRNA LTC4S u AIA nie ulegla zmianie, natomiast
u ATA i K wzrosta statystycznie znamiennie (ATA: 98423 versus 103121, p=0,02; K:
72422 versus 101123, p=0,01). Dalsza inkubacja z PMA spowodowala zauwazalny
trend spadkowy w genetycznej ekspresji mRNA LTC,S.

Nie stwierdzono r6znic pomigdzy podstawowym poziomem leukotrienu C4 w
mediach komérkowych AIA i ATA ( 203+47 versus 198+106). Natomiast K miafa t¢
produkcje o okolo 40% nizsza, roznica ta nie byla statystycznie znamienna. Po IL-5

produkcja leukotrienow wzrosta, ale statystycznie znamiennie tylko dla nosicieli allelu
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C. PMA obnizylo produkcje LTC,s przez eozynofile, ale obserwowane spadki nie
osiagnely cech statystycznej znamiennosci. Ponadto stwierdzono statystycznie istotng
dodatnia korelacj¢ pomig¢dzy podstawows ekspresjag mRNA LTCsS i podstawowa
produkcja leukotrienu C4 (p=0,04) oraz podstawowa ekspresja mRNA LTC4S i
produkcja LTC4 po IL-5 (p=0,01).

W drugiej turze eksperymentéw badano wplyw kwasu acetylosalicylowego
(ASA) w ukladzie in vitro na ekspresj¢ mRNA LTC4S w eozynofilach ATA i AIA.
Ekspresje mRNA LTC4S oznaczono u 23 przedstawicieli grupy AIA i 29 ATA. Z kolei
poziom LTC,4 zmierzono u 18 losowo wybranych przedstawicieli AIA i 13 ATA.
Eksperymenty przeprowadzano w ukladzie: 1) komoérki niestymulowane, 2)
stymulowane IL-5, 3) stymulowane ASA, 4) stymulowane IL-5 i ASA, 5) stymulowane
IL-5 i jonoforem wapnia. Podobnie jak w pierwszej turze eozynofile AIA wykazywaly
znamiennie wyzszy poziom podstawowy mRNA LTC;S (520£191 versus 4574235,
p=0,009).

Po IL-5 ekspresja mRNA LTC,4S u AIA obnizyla si¢ (520+£191 versus 159152,
p=0,04), a u ATA znamiennie wzrosla, ale tylko u oséb z poziomem podstawowym
ponizej 1500 kopii (6919 vs 20656, p=0,02). ASA nie wplynal zasadniczo na
ekspresje mRNA LTC;S, ale jesli stymulacja ASA poprzedzona byla inkubacja z IL-5,
u ATA wystapil spadek (3661162 versus 285+128, p=0,02), a u AIA skionno$¢ do
wzrostu tej ekspresji (159+£52 versus 250474, p=0,05). Analogicznie jonofor wapnia
podwyzszyl ekspresje mRNA LTC4S u AIA (159452 versus 1049+482, p=0,02),
natomiast u ATA spowodowatl jej obnizenie (3661162 versus 98134, p=0,02).

Poziom LTC4 w nadsaczach hodowlanylch eozynofilow oznaczono w ukladzie:
poziom podstawowy, po stymulacji IL-5 i ASA oraz po stymulacji IL-5 i jonoforem
wapnia. Nie stwierdzono réznic w poziomie podstawowym LTCs; w grupach AIA i
ATA (39+24 versus 60+50). Po stymulacji IL-5 i ASA zauwazono wzrost produkcji
LTC4, ale ze statystyczng znamiennoscig tylko w grupie ATA (60+50 versus 78155,
p=0,02). Podobnie po stymulacji IL-5 i jonoforem wapnia zaobserwowano wzrost
produkcji LTC4, ale byt on bardzo niewielki, podobny w obu badanych grupach i
nieistotny statystycznie.

W drugiej turze eksperymentéw nie stwierdzono zwigzku pomiedzy ekspresja
mRNA LTC,S oraz produkcjg LTC4, a obecnoscia wariantu polimorficznego C regionu

promotorowego C._444.
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