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1 Wstep

1.1 Definicja astmy

W s$wietle aktualnej wiedzy astma jest chorobg zapalng dolnych drég oddechowych
definiowang na podstawie objawoéw klinicznych oraz cech patofizjologicznych. Proces
zapalny, w ktorym uczestniczy wiele komorek (zwlaszcza mastocyty, eozynofile i limfocyty
oraz wydzielane przez nie substancje), prowadzi do rozlanego, zmiennego ograniczenia
przeptywu powietrza przez drogi oddechowe 1 nastgpowej ich przebudowy. Kliniczng
manifestacje choroby stanowig nawracajace epizody $wiszczacego oddechu, dusznosci,
uczucia ucisku w klatce piersiowej oraz kaszlu. Cechg charakterystyczng jest ich tatwe
wyzwalanie przez czynniki swoiste i nieswoiste oraz ustgpowanie samoistne lub pod
wptywem leczenia [1;2]. Konsensus postepowania w astmie u dzieci (PRACTALL)
opublikowany w roku 2008, opracowany we wspotpracy Europejskiej Akademii Alergologii i
Immunologii Klinicznej oraz Amerykanskiej Akademii Alergologii, Astmy i Immunologii, w
definicji astmy dziecigcej uwzglednia jej obraz kliniczny w poszczegodlnych przedziatach
wiekowych zwigzanych z rozwojem uktadu oddechowego oraz etiologiczny, wyrdzniajac

postacie indukowane zakazeniem, wysitkiem, alergenem 1 o innej nieustalonej etiologii [3].

1.2 Astma u dzieci

Astma jest najczestsza przewlekta choroba uktadu oddechowego u dzieci. Jej ztozony i
niejednorodny charakter zwigzany jest z jej wieloczynnikowa i nie w pelni wyjasniong
etiologig, réznorodnymi, ztozonymi mechanizmami patogenetycznymi co znajduje
odzwierciedlenie w wyodrgbnieniu réznych fenotypdéw choroby. Istnieje coraz wiecej
dowodow na wplyw predyspozycji genetycznych na sktonno$ci do nieprawidlowego rozwoju
ptuc z obnizeniem ich wydolnosci [4;5], opOznienie dojrzewania immunologicznego ze
zwigkszong zapadalno$cia na infekcje wirusowe dolnych drég oddechowych [6],
wczesniejsza prezentacje reakcji alergicznych oraz ujawnianie nadreaktywnosci oskrzeli [7-
10]. Istotne znaczenie moga mie¢ tez: wzajemne interakcje genetyczno-srodowiskowe
prowadzace do zmiany ekspresji genow poprzez mechanizmy epigenetyczne [11], prenatalna
ekspozycja na dym tytoniowy 1 zanieczyszczenia powietrza, choroby matki (astma, cukrzyca)
oraz przebyte zakazenia przez dziecko [12;13]. Szczegoélnie wazna wydaje si¢ synergia
wirusowych infekcji dolnych drog oddechowych oraz uczulen na alergeny srodowiskowe we

wczesnym dziecinstwie [14;15].



Czesto$¢ wystepowania astmy w ostatnich dekadach znaczaco wzrosta zwlaszcza w
krajach rozwinigtych. Cennych danych epidemiologicznych dostarczylo migdzynarodowe
badanie na temat astmy i chordb alergicznych u dzieci (International Study of Asthma and
Allergies in Childhood - ISAAC), przeprowadzone w latach 1994-2004. Chorobowo$¢ wsrod
dzieci w wieku 6-7 i 13-14 lat oceniona w pierwszej fazie badania byta bardzo zr6znicowana
od 1% w krajach nisko rozwinigtych do 35% w wysoko uprzemystowionych [16]. Wnioski
raportu z trzeciej fazy badania méwia o utrzymujacej si¢ wysokiej czestosci astmy w krajach
o wysokim dochodzie narodowym i trendzie do wystepowania ci¢zszych postaci choroby w
panstwach o jego nizszych wartos$ciach [17]. W Polsce czgstos$¢ astmy oceniana podczas 7
letniego (1995-2002) okresu tego badania (Krakow, Poznan) wzrosta z 1,3 do 5,9% u dzieci w
wieku 6-7 lat 1 z 2,0% do 6,8% w wieku 13-14 lat [18]. Przeprowadzone w latach 2007-2008
badanie ECAP (Epidemiologia Choréb Alergicznych w Polsce) wykazato, ze w zaleznos$ci od
regionu kraju, astma wystegpuje u 2-7% dzieci 6-7 letnich i u 4-10% dzieci 13-14 letnich [19].
Oba badania zwracaja uwage na dysproporcje migdzy wystepowaniem objawoOw
astmatycznych a faktem ustalonego rozpoznania astmy. Czesto$¢ tego zjawiska (stan
niedodiagnozowania astmy) w Polsce zmniejsza si¢, ale nadal dotyczy ono zwtaszcza dzieci
mtodszych. Rozpoznanie astmy u dzieci przedszkolnych stanowi szczeg6lnie trudny problem,
bowiem zaréwno bezposrednie jak i posrednie metody oceny zapalenia drog oddechowych w
tej grupie wiekowej majg ograniczone zastosowanie.

Wiek dziecka 1 zwigzana z nim anatomia 1 fizjologia drég oddechowych oraz czynniki
wywolujace decyduja o sposobie klinicznej manifestacji astmy. Na tej podstawie wyrdzniane
sa dwa podstawowe fenotypy tej choroby u dzieci: astma wczesnodziecigca i astma dzieci w
wieku szkolnym (> 6 r.z.), a w tej grupie dodatkowo astma miodziezy [20]. Zaproponowane
przez konsensus PRACTALL praktyczne podejScie do wyrdznienia fenotypow astmy
dziecigcej uwzglednia: astme u dzieci do 2. r.z. - wyrdzniajac fenotyp dziecka z przewlekta
lub nawracajaca obturacja; astm¢  wieku przedszkolnego — z charakterystycznym
ustepowaniem objawdéw miedzy epizodami zaostrzen spowodowanych czynnikami
infekcyjnymi, wysitkiem, ekspozycja na alergen lub innym nieokreslonym czynnikiem; astme
dzieci szkolnych - o podobnym przebiegu jak u przedszkolakow, jednak z bardziej
eksponowang rolg alergenéw w indukcji zaostrzen i zaznaczajaca si¢ sezonowoscig objawow;
astm¢ mlodziezy — czgsto ujawniajg si¢ w tym okresie nowe przypadki astmy atopowej, ale
mozliwa jest rowniez posta¢ nieatopowa [3]. Kliniczne objawy astmy u dzieci szkolnych
przyjmuja najczesciej posta¢ jej klasycznego fenotypu z okresami zaostrzen (duszno$¢

wydechowa, $wiszczacy oddech, kaszel) oddzielonych bezobjawowymi przerwami, lub
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posta¢ kaszlowa objawiajaca si¢ suchym, napadowym kaszlem gléwnie w nocy i nad ranem.
Okoto potowa dzieci prezentujaca ten ostatni fenotyp rozwija w przysztosci klasyczne objawy
astmy [21].

Majac na uwadze zapalenie jako istote choroby, w oparciu o obraz cytologiczny
indukowanej plwociny, w astmie przewleklej wyrdznia si¢ fenotypy: eozynofilowy,
neutrofilowy oraz mieszany [22;23]. Aktualnie brak jest jednoznacznych ustalen dotyczacych
zaleznosci fenotypu klinicznego astmy z jej fenotypem zapalnym. Dzieci z ciezka astma i
czestymi zaostrzeniami prezentujg nierzadko wysokg eozynofile w plwocinie [22;24].
Eozynofilowe zapalenie wigze si¢ patofizjologicznie z pogrubieniem btony podstawnej i
dobra reakcja na leczenie kortykosteroidami. Nieeozynofilowa astme obserwuje si¢ czesto u
chorych z ciezka 1 relatywnie oporng na kortykosteroidy chorobg. Neutrofilia drég
oddechowych koreluje z przewleklym ich zwezeniem 1 slabg odpowiedziag na
bronchodilatatory [25]. Ostatnie doniesienia potwierdzajg hipoteze, ze nieatopowi astmatycy
maja znaczaco wiekszy odsetek i bezwzgledng liczbg neutrofiléw w indukowanej plwocinie w
stosunku zaréwno do ich zdrowych jak 1 atopowych rowiesnikow z astmg. Z kolei dzieci
atopowe z astma, nie leczone wziewnymi kortykosteroidami, prezentuja wyzszy odsetek
eozynofilow w plwocinie w pordwnaniu ze zdrowymi, czy z chorymi na astm¢ nieatopowa
rowiesnikami [26]. Wydaje si¢, ze badania dotyczace zapalnego fenotypu astmy moga okazaé
si¢ pomocne w wyborze optymalnej terapii tego ztozonego schorzenia.

W oparciu o aktualng wiedz¢ na temat mechanizmow, ktore inicjuja proces zapalny
zaproponowano podzial astmy na posta¢ alergiczng (IgE-zalezng lub IgE-niezalezng) i
niealergiczng [27]. Wsrod dzieci, astma alergiczna IgE-zalezna (udziat w patogenezie IgE
udowodniony lub wysoce prawdopodobny) stanowi dominujacg postac. Najczescie]
rozpoczyna si¢ ona we wczesnym dziecinstwie. Okoto 30-60% dzieci z nawracajacymi
epizodami obturacji jest uczulonych na alergeny srodowiskowe, a liczba ta wzrasta do 70-
90% wsrdd astmatykow w wieku szkolnym. Czesto dzieci te prezentuja tez inne kliniczne
objawy atopii [28]. Astma niealergiczna, pojawia si¢ czg¢$ciej u dzieci starszych oraz
mtodziezy 1 charakteryzuje si¢ ciezkim przebiegiem klinicznym. Patomechanizm astmy
niealergicznej (wewnatrzpochodnej) nie zostal w pelni wyjasniony. W tej postaci astmy,
proces zapalny w drogach oddechowych, przebiega bardzo podobnie do astmy alergicznej, z
zaangazowaniem limfocytéw pomocniczych (Thy), aktywacja mastocytow i1 tworzeniem
naciekéw eozynofiliwych, a w cigzkich postaciach rowniez neutrofilowych [29;30]. Pojawiaja
si¢ sugestie o istotnej roli superantygenéw produkowanych przez mikroorganizmy np.

gronkowce kolonizujace nabtonek drog oddechowych. Te lokalnie uwalniane antygeny moga
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prowadzi¢ do zmiany klasy produkowanych miejscowo immunoglobulin, z nastepowa
poliklonalng produkcja IgE oraz wytwarzaniem specyficznych IgE przeciw superantygenowi.
Prowadzi to do sensytyzacji mastocytow, ktore mogg by¢ aktywowane przez zwykte czynniki
wyzwalajgce zaostrzenie (np. wysilek). Superantygen moze rowniez odpowiadaé za
zmniejszenie odpowiedzi na kortykosteroidy, prowadzac do progresji ciezkosci astmy [29].

Inny patomechanizm lezy u podloza astmy wysitkowej, charakteryzujacej sie
przejsciowym skurczem oskrzeli, do ktorego dochodzi po intensywnym wysitku fizycznym,
rzadziej w jego trakcie. Istniejg dwie podstawowe teorie thumaczace stymulowang wysitkiem
nadreaktywno$¢ oskrzeli (BHR): termiczna 1 osmotyczna. Czgstos¢ wystepowania
powysitkowego skurczu oskrzeli szacuje si¢ na okoto 80-90% chorych na astm¢ i na 11% w
ogolnej populacji [31].

Wsrod chorych na astm¢ osobng grupe stanowia pacjenci, u ktorych epizody zaostrzen
sa zwigzane ze spozyciem kwasu acetylosalicylowego lub innych niesteroidowych lekow
przeciwzapalnych. Jest to zespot kliniczny, zwany astmg aspirynowa (aspirin-induced asthma
- AIA), zwigzany ze zmianami w metabolizmie kwasu arachidonowego i nadprodukcja
leukotrienow cysteinylowych. U dzieci ta posta¢ choroby wystepuje sporadycznie i objawia
si¢ w wieku dojrzewania, czgsciej u dziewczynek, a okoto 1/3 z nich wykazuje cechy atopii
[32].

Pod wzgledem cigzkosci przebiegu wyrdzniono astme: epizodyczng, przewlekla
tagodng, umiarkowang i ciezka. Z kolei, z punktu widzenia klinicznego najbardziej istotna jest
klasyfikacja wedtug stopnia jej kontroli. Ocena ta moze opiera¢ si¢ na kryteriach szczegdétowo
opisanych w raporcie GINA i pozwalajacych zakwalifikowaé astme¢ jako kontrolowana,
czeSciowo kontrolowang 1 niekontrolowang. W praktyce klinicznej stosowane s3
wystandaryzowane narzgdzia opisujgce stopien kontroli astmy. Najczesciej uzywany jest w
tym celu Test Kontroli Astmy (4sthma Control Test - ACT) w wersji dla dorostych i
mtodziezy (>12r.z.) oraz dla dzieci (4-11 lat) [33;34].

Wigkszo$¢ zachorowan na astme ujawnia si¢ juz w wieku dziecigcym. Ponad 50%
niemowlat 1 dzieci do 6 roku zycia prezentuje co najmniej jeden incydent §wiszczacego
oddechu [35], u okoto 24% dzieci od 1 do 5 lat epizody takie maja charakter nawracajacy
[36], a 20 % dzieci do 3 roku zycia przechodzi infekcje dolnych droég oddechowych z
towarzyszaca dusznoscia wydechowa [35]. Pomimo tak wysokiej czgstoSci objawow
astmatycznych w wieku przedszkolnym, w wigkszos$ci majg one charakter przejsciowy i u 50-
60% prezentujacych je niemowlat ustepuja w wieku szkolnym 1 mtodzienczym [37;38]. Do

niekorzystnych czynnikéw prognostycznych dla ,,wyrastania” z choroby naleza: cigzko$¢
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przebiegu astmy w dziecinstwie, objawy towarzyszacych innych choréb o podtozu
atopowym, rodzinny wywiad w kierunku chorob alergicznych u krewnych pierwszego
stopnia. Jak wykazuja dlugoletnie prospektywne badania az 90% dzieci z cigzka postaciag
astmy w wieku 7 lat prezentuje objawy choroby w 35 r.z., ale sposrod osob, ktore w
dziecinstwie prezentowaty astme tagodng bez objawow choroby w 35 r.z. bedzie 65% z nich
[39]. Inni autorzy zwracaja jednak uwage, ze u ponad 50% bezobjawowych pacjentéw w
wieku dojrzalym (w 30 letniej obserwacji) mozna potwierdzi¢ subkliniczng posta¢ choroby
(nadreaktywnos¢ oskrzeli i/lub obnizenie parametrow czynnosciowych ptuc) [40]. Na toczacy
si¢ proces remodelingu oskrzeli w czasie klinicznej remisji po okresie dojrzewania wskazuja
badania bioptatow $luzoéwki oskrzeli tych pacjentow. Wystepuje u nich zwigkszona liczba
eozynofiléw, limfocytéw T 1 mastocytow w §luzéwce drog oddechowych w porownaniu do
zdrowej grupy kontrolnej. Eozynofilia bioptatow tych chorych koreluje rowniez z eozynofilig
krwi obwodowej, stezeniem FeNO i stopniem nadreaktywnosci oskrzeli [41]. Utrzymywanie
si¢ procesu zapalnego u dzieci z astmg sporadyczng w przeszto$ci zostalo tez
udokumentowane poprzez wykazanie w ich plwocinie wyzszego odsetka komorek
wykazujgcych barwienie dla podjednostki p65 czynnika transkrypcyjnego NF-kB w

poréwnaniu do zdrowych rowiesnikow [42].

Trudnosci diagnostyczne astmy u dzieci

Podstawe¢ rozpoznania astmy stanowi szczegdélowo zebrany wywiad. Badanie
przedmiotowe w okresie remisji moze nie wykazywac istotnych odchylen. U dzieci starszych
podobnie jak u dorostych pomocne w ocenie, moga by¢ badania czynnosciowe uktadu
oddechowego, z wykazaniem -charakterystycznej dla astmy nadreaktywno$ci oskrzeli.
Wykazanie podloza atopowego poprzez wykonanie testow skornych lub oznaczenie
swoistych IgE, podobnie jak eozynofilia krwi obwodowej, plwociny, popluczyn
oskrzelowych, czy w bioptacie btony S$luzowej oskrzeli maja znaczenie pomocnicze.
Klinicznym dowodem nadwrazliwosci jest wystepowanie patologicznych objawéw po
ekspozycji na dany czynnik (najcze$ciej alergen).

Najtrudniejsza diagnostycznie grupe stanowig niewatpliwie dzieci przedszkolne, u
ktorych mozliwosci wykonania standardowych badan czynno$ciowych uktadu oddechowego
sa ograniczone. Rozpoznanie opiera si¢ gldwnie na obrazie klinicznym. Pomocne moze by¢
wowczas zastosowanie indeksu przewidywania astmy (Asthma Predictive Index - API)
zaproponowane w roku 2000 przez grup¢ Martineza [43]. Podstawowym, obligatoryjnym

kryterium dla tego indeksu sg: wystepowanie nawracajacych obturacji oskrzeli (> 3
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epizodéw) lub przebycie jednego ciezkiego epizodu obturacji wymagajacego hospitalizacji.
Ponadto, wyrdzniane sg kryteria gltdéwne: astma u rodzicéw, atopowe zapalenie skory u
dziecka w wieku 2-3 lat rozpoznane przez lekarza oraz kryteria mate: alergiczny niezyt nosa,
wystepowanie obturacji oskrzeli niezaleznie od infekcji, eozynofilia krwi obwodowe;j
powyzej 4%. Spetienie kryterium podstawowego oraz 1 kryterium gtéwnego lub 2 kryteridw
matych wskazuje na wysokie prawdopodobienstwo astmy u danego dziecka [2].

Jednak nawracajgce epizody kaszlu, swiszczacego oddechu oraz dusznosci wystepuja
u okoto 30% dzieci do 3 r.z. a ich czestos¢ wzrasta do 50% u dzieci z obecnoscig atopii w
wywiadzie rodzinnym [35;36;44;45]. Pociaga to za sobg koniecznos$¢ czestego réznicowania
ich z nieastmatycznymi przyczynami. Ztozonos$¢ zagadnienia ustalania rozpoznan w mtodszej
grupie wiekowej poglebia réwniez sytuacja niejednorodnej odpowiedzi na zastosowane

typowe leczenie przeciwastmatyczne.

Heterogenna etiologia astmy, jej bogate zroznicowanie fenotypowe, brak
wystandaryzowanych 1 ilo§ciowych kryteriow rozpoznania oraz niedostatek swoistych,
rutynowych metod analitycznych, sktaniaja do poszukiwania nowych, nieinwazyjnych
wskaznikow o charakterze diagnostycznym, a takze shuzacych do oceny przebiegu

klinicznego choroby i stopnia zaawansowania zapalenia alergicznego drég oddechowych.

1.3 Zapalenie astmatyczne

Astma jest chorobg zapalng o zlozonym mechanizmie patofizjologicznym, obejmujaca
wszystkie odcinki dolnych drog oddechowych. Ten specyficzny rodzaj zapalenia, jako skutek
interakcji pomigdzy wieloma komoérkami zapalnymi i komérkami nabtonka oddechowego, ze
znaczacg rolg reakcji IgE-zaleznej, jest podobny we wszystkich klinicznych postaciach astmy.
Nalezy jednoczesnie zaznaczy¢, ze wsrdd chorych dzieci na astm¢ ponad 80% z nich
wykazuje cechy atopii [46]. Procesem inicjujacym to alergiczne zapalenie jest prezentacja
alergenu przez komorki dendrytyczne i makrofagi (antygen presenting cells — APC)
limfocytom pomocniczym (Th) w obrgbie wezta chionnego, co zapoczatkowuje ich
aktywacje. Komodrki Thy, u chorych na astme, prawdopodobnie w sposob genetycznie
uwarunkowany oraz pod wplywem czynnikow Srodowiskowych, rdznicuja si¢ w przewadze
limfocytow Th, w stosunku do Th;. Proces ten jest kontrolowany przez miejscowo
wydzielane cytokiny. W warunkach prawidlowych komorki typu APC po ekspozycji na
alergen wywieraja dziatanie przeciwzapalne poprzez wydzielang IL-10 oraz zahamowanie
uwalniania IL-5 (gtownej cytokiny w procesach roznicowania, migracji, aktywacji oraz

przezyciu eozynofiléw), ale ten mechanizm jest niesprawny w astmie. Z kolei u zdrowych,
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interleukina IL-12 uwalniana przez APC, dziatajac bezposrednio na Thy oraz przez stymulacje
komorek NK (natural killers) do wydzielania interferonu y (INFy), przesuwa rownowage
Th/Th; na korzy$¢ Th; i tym samym hamuje alergiczne reakcje zapalne. Ostatnie doniesienia
sugeruja, ze za funkcje APC w astmie odpowiadaja geny z rodziny biatek szoku termicznego
[47]. Gtownymi komorkami astmatycznego zapalenia sg limfocyty CD4+ (Th;), mastocyty i
eozynofile [48], natomiast priorytetowe znaczenie w jego rozwoju odgrywaja cytokiny: 1L-4
(produkowana przez: limfocyty Th,, mastocyty, bazofile, komorki NK) oraz IL-13
(wydzielana przez: limfocyty Th,, mastocyty). Interleukina 4 wpltywa na limfocyty Thy
kierujagc je na droge rozwoju w kierunku Th,. Przy wspétudziale z IL-13  stymuluje
proliferacje limfocytoéw B i zmiang¢ klas wytwarzanych przez nie przeciwcial z IgM na IgE i
IgG4. Ponadto IL-4 zwicksza liczbg receptoréw o wysokim powinowactwie dla IgE (FceRI)
na komorkach tucznych i bazofilach oraz receptorow o niskim powinowactwie (FceRII) na
limfocytach B 1 makrofagach. Zwigksza tez ekspresj¢ naczyniowej czasteczki przylegania
typu 1 (vascular cell adhesion molecule-1 /VNCAM-1/) oraz receptoréw dla cytokin i
chemokin powodujac wzrost liczby komodrek bioragcych udziat w kaskadzie zapalenia
alergicznego. Zaréwno IL-4 jak i IL-13 promujg zapalenie drog oddechowych przez
aktywacj¢ eozynofili, makrofagow komorek dendrytycznych, przebudowe¢ drég oddechowych
przez zwigkszenie proliferacji fibroblastow, stymulowanie komoérek nablonka drog
oddechowych (hyperplazja komorek kubkowych, zwigkszenie produkcji $luzu), aktywuja
komorki migéni gladkich, co propaguje nadreaktywnos$¢ oskrzeli [49]. Obie te cytokiny (IL-4,
-13) sa przekaznikami sygnatowymi, ktore po potaczeniu z wiasciwg sobie podjednostky
wspolnego kompleksu receptorowego, aktywuja czynnik transkrypcyjny-6. Jego aktywacja
odpowiada za biologiczne efekty tych cytokin [50]. Na role IL4 wskazuja badania kliniczne,
ktore  potwierdzily  skuteczno$¢  terapeutyczng  zastosowania w  nebulizacjach
rekombinowanego ludzkiego rozpuszczalnego receptora IL-4 (IL-4Ra) w astmie przewlektej
umiarkowanej u dorostych [51]. Prowadzone sg tez proby kliniczne z zastosowaniem w peini
humanizowanych monoklonalnych przeciwciat IgG; neutralizujacych IL-13 [52] oraz
wigzacych si¢ z receptorem IL-4, ktdre funkcjonalnie blokuja dziatanie I1L-4 1 IL-13 [50].
Uwalniane przez limfocyty Th, interleukiny (IL-4, IL-5, IL-6, IL-9, IL-13) sa
czasteczkami sygnalowymi stymulujagcymi limfocyty B do wytwarzania IgE. W obecnosci
swoistego antygenu czasteczki IgE wiaza si¢ z receptorem FceRI na powierzchni komoérek
tucznych 1 bazofilow zapoczatkowujac aktywacje tych komorek [53]. Silny bodziec agregacji
dwoch czastek IgE stymuluje uwolnienie mediatorow preformowanych (histamina, tryptaza,

proteazy, heparyna, cytokiny), co wyzwala wczesng reakcj¢ astmatyczng. Nastepowa synteza
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i uwalnianie de novo metabolitow kwasu arachidonowego z fosfolipidow blonowych,
proteaz, cytokin, adenozyny i wolnych rodnikéw tlenowych jest przyczyna rozwoju podznej
fazy reakcji astmatycznej [54-58]. Uwolnienie mediatoréw zapalnych powoduje rozwoj
klinicznych objawow astmy takich jak kaszel, skurcz migsni gladkich oskrzeli, obrzgk btony
sluzowej, zwickszong sekrecj¢ §luzu i infiltracje komoérek uktadu immunologicznego.
Mastocyty przy udziale mediatoréw zapalenia przyczyniaja si¢ do rekrutacji i aktywacji
eozynofili, limfocytow T, makrofagow, bazofili, neutrofili i komodrek o charakterze
strukturalnym (fibroblasty, komorki miegsni gladkich, komorki nabtonka) co stanowi
histopatologiczny wyraz reakcji poznej  [59]. Ta faze zapalenia mediuja komorki
zrekrutowane przez mastocyty, a wsrdd nich najistotniejszg rol¢ odgrywaja eozynofile.
Produkujg one cytokiny o profilu Th,, leukotrieny, biatka odpowiedzialne za uszkodzenie
komorek drég oddechowych (gléwne biatko zasadowe /major basic protein - MBP/;
eozynofilowe bialko kationowe /eosinophil cationic protein - ECP/; neurotoksyna,
peroksydaza) [60]. Ta samopodtrzymujaca si¢ kaskada reakcji, toczaca si¢ mimo ustgpienia
czynnika wywotujacego, prowadzi do przewleklego =zapalenia 1 powstania zmian
strukturalnych dréog oddechowych [61]. Glownymi komorkami uczestniczacymi w  tej
przewlektej fazie zapalenia sa mastocyty, komodrki dendrytyczne, aktywowane limfocyty
CD4+ oraz eozynofile, ktére po wielokrotnym kontakcie z alergenem pozostaja w drogach
oddechowych. Poprzez uwalniane mediatory i wzajemng aktywacje¢ sa one zaangazowane w
proces remodelingu oskrzeli. Powoduja stymulacje fibrogenezy, angiogenezy 1 hiperplazji
mig$ni gladkich obwodowych drég oddechowych [59;62-65]. Istotny element w tym procesie
stanowig réwniez komorki strukturalne. Liczba komodrek nabtonka btony Sluzowej u
astmatykow wzrasta w przebiegu choroby stanowigc element ograniczenia przeptywu
powietrza zwlaszcza w obwodowych drogach oddechowych. Komorki nabtonka, komorki
mies$ni gladkich 1 fibroblasty réwniez produkujg cytokiny i1 inne prozapalne mediatory [66].
Fibroblasty astmatykéw produkuja tez wiecej kolagenu i wykazuja zwigkszong zdolnos¢
réznicowania w kierunku miofibroblastéw w porownaniu do tych komoérek u oséb zdrowych

[67].
Udzial eikozanoidow w zapaleniu astmatycznym

Do mediatorow procesu zapalnego, obok klasycznych autakoidéw takich jak
histamina, serotonina czy bradykinina, nalezg rowniez drobnoczasteczkowe zwigzki
chemiczne (tlenek azotu, tlenek wegla) oraz produkty biotransformacji sktadnikéw btony

komorkowej takie jak eikozanoidy i czynnik aktywujacy plytki (PAF). Btony komoérkowe
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poddane dzialaniu cytozolowej fosfolipazy A2 (cPLA2), aktywowanej poprzez zalezng od
jondéw wapnia translokacje z cytosolu do blony komoérkowej, sa zrédtem PAF i1 kwasu
arachidonowego (AA). Reakcj¢ reacetylacji z odtworzeniem fosfolipidow katalizuje
acylotransferaza  lizofosfolipidow (LPAT). Kwas arachidonowy stanowi substrat dla
kolejnych reakcji enzymatycznych, w wyniku ktorych powstaja eikozanoidy. Te
dwudziestoweglowe (z greckiego eikosi - dwadziescia) metabolity AA sa uwalniane z
komorek zrédtowych w nano-molarnych stezeniach i dziatajg na komorki docelowe za

posrednictwem receptorow sprz¢zonych z biatkiem G.

Cyclooksygenazy (COX) sg enzymami decydujagcymi o metabolizmie AA w kierunku
prostanoidow (prostacyklina/PGI2/, prostaglandyny /PG/, tromboksany /TX/), podczas gdy
lipooksygenazy (LO) odpowiadaja za utlenianie kwasow thuszczowych bez cyklizacji, z
utworzeniem ich wodorotlenkéw, z ktérych w kolejnych reakcjach powstaja hydroksykwasy,
epoksykwasy, lipoksyny (LXs), leukotrieny (LTs) i eoksyny (EXs) [68]. Cho¢ praktycznie
wszystkie typy komorek biorg udziat w syntezie eikozanoidéw to jednak spektrum
sytezowanych produktow zalezy od rodzaju komorki. Zasadniczo komorki strukturalne oraz
parenchymalne (komodrki nablonka, srodbtonka, migsni gladkich, fibroblasty) metabolizuja
AA gldéwnie na drodze COX, wykazujac skromne mozliwos$ci syntezy na szlaku 12- 1 15-LO.
Komoérki pochodzace ze szpiku kostnego syntetyzujg duze ilosci produktéw 5-LO, a niektore
z nich generuja tez znaczne ilo$ci metabolitow szlaku COX, 12- lub 15-LO [69]. W procesie
znanym jako transcelularna synteza eikozanoidow komorki jednego typu dostarczaja
posrednich metabolitow innym rodzajom komorek. Ponadto taka migdzykomoérkowa
wymiana potproduktow LO moze prowadzi¢ do podwojnego utlenowania AA z udziatem 5-
LO i/lub 12- lub 15-LO z wytworzeniem LXs [70]. Kwas arachidonowy ulega rowniez
hydroksylacji i1 epoksygenacji przy udziale enzyméw cytochromu P450 (CYP) z
wytworzeniem kwasow hydroksyeikozatetraenowych (HETESs) i epoksydow.

Na drodze nieenzymatycznej, przy udziale wolnych rodnikow tlenowych z AA powstaja
stereoizomery prostaglandyn nazywane izoprostanami i HETEs [71]. Glowne szlaki biosytezy

eikozanoidéw przedstawia rys. 1.
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Rysunek 1. Schemat biosyntezy eikozanoidow

Gloéwne szlaki metaboliczne zaznaczono kolorami:

[ wolne rodniki ] [cyklooxygenaza Al 2.} [ 5 - lipooksygenazal/biatko FLAP I

[1 2- IipooksygenazaJ {15 - Iipooksygenaza] cytochrom P450
badane eikozanoidy

LPAT - acylotransferaza lizofosfolipidow, cPLA2- cytozolowa fosfolipaza A2,

COX1/COX2 — cyclooksygenaza 1.1 2., 5-LO/FLAP — 5-lipooksygenaza/biatko aktywujace FLAP, 12-LO — 12-
lipooksygenaza, 15-LO — 15-lipooksygenaza, CYP — enzymy cytochromu P450, PGG2 — prostaglandyna G2,
PGH2 - prostaglandyna H2, PGI2 — prostacyklina, 6-keto-PGF1a — 6-keto —prostaglandyna Flo, TXA2 —
tromboksan A2, TXB2 — tromboksan B2, 11-dehydro-TXB2 - 11-dehydro-tromboxan B2, PGD2 —
prostaglandyna D2, 9a,11B-PGF2a - 9a,11B-prostagladyna F20, PGE2 — prostaglandyna E2, PGEM I - 13,14-
dihydro-15-keto-PGE2, tetranor-PGEM — 11a-hydroxy-9,15-dioxo-2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20-dikarbo-
ksylowy (w dysertacji nazywany PGEM), PGF2a — prostaglandyna F2a, SHPETE — kwas 5-hydroperoksy-

eikozatetraenowy, 12HPETE - kwas 12-hydroperoksy-eikozatetraenowy, 1SHPETE - kwas 15-hydroperoksy-
eikozatetraenowy, SHETE — kwas 5-hydroksy-eikozatetraenowy, 12HETE - kwas 12-hydroksy-
eikozatetracnowy, 1SHETE - kwas 15-hydroksy-eikozatetraenowy, HETEs — kwasy hydroksy-
eikozatetroenowe, LTA4 — leukotrien A4, LTB4 — leukotrien B4, LTC4 — leukotrien C4, LTD4 — leukotrien D4,
LTE4 — leukotrien E4, LXA4 — lipoksyna A4, LXB4 — lipoksyna B4, EXC4 — eoksyna C4, EXD4 — eoksyna D4,
EXE4 — eoksyna E4, 8—izo-PGF2a — 8-izo prostaglandyna F2a (8 —izoprostan)
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Prostanoidy

Prostanoidy sg znanymi od dawna modulatorami proceséw biologicznych takich jak
napiecie mies$ni gladkich, przepuszczalno$¢ naczyn, bol, goraczka, agregacja phytek. Ostatnio
poznana zostala rdwniez ich rola w regulacji proliferacji i przezywalnosci komorek oraz
odpowiedzi immunologiczne;j.

Synteze prostaglandyn katalizuje syntaza endoperoksydow prostaglandynowych
zwana cyklooksygenazg (COX). Znane sg trzy formy tego enzymu: COX1- konstytutywna,
prowadzaca fizjologiczng produkcje prostaglandyn i COX2- indukowana (przez cytokiny,
hormony, czynniki wzrostu, endotoksyny, lipopolisacharydy), odpowiedzialna za produkcje
prostanoidow w stanie zapalnym. Niedawno odkryta COX3 bedaca izoformg COXI1, jest
selektywnie hamowana przez leki przeciwbdlowe takie jak paracetamol i fenacetyna [72].
Indukcja COX2 w komorkach APC uwazana jest za kluczowy element syntezy PG w procesie
alergicznego zapalenia drég oddechowych. Cyclooksygenazy sg integralnymi biatkami
btonowymi. Wiekszos¢ komoérek wykazuje zdolnos¢ ekspresji obu gléwnych typow COX.
Powstata przy jej udziale PGG2 ulega pod wplywem peroksydazy redukcji do PGH2. Dalszy
metabolizm nastgpuje pod wptywem syntaz prostaglandyn do bioaktywnych prostanoidow.
Rodzina tych zwigzkéw obejmuje szereg waznych czasteczek sygnalowych, w tym PGI2,
TXA2, PGE2, PGD2 i PGF2a. Nomenklatura podkresla dwie wazne ich cechy strukturalne:
pieciocztonowy pierscien prostanu oznaczany literami A-K (identyfikuje grupy funkcjonalne
w pierScieniu cyklopentanowym) oraz liczbe wigzan podwojnych, oznaczong indeksem
liczbowym. Jedyny wyjatek stanowi tromboksan, ktéry ma sze$ciocztonowy pierscien i jest w
skrocie nazywany TX [73]. Ekspresja syntaz PG zalezy od typu komorki. Makrofagi
wykazujg zdolno$¢ syntezy szerokiego zakresu prostanoidow, ale wigkszos¢ komorek
wykazuje zdolno$¢ do syntezy pojedynczego, dominujacego produktu np. plytki krwi -
TXA2, mastocyty - PGD2, komorki endotelium - PGI2, komorki nabtonka, mieéni gladkich,
fibroblasty - PGE2, PGF2a, PGI2, TXA2. Zahamowanie produkcji PG skutkuje nasileniem
alergicznego zapalenia co sugeruje, ze ogolny efekt ich dzialania w reakcjach wyzwalanych
przez alergen to ograniczenie procesu zapalnego. Jednakze indywidualne prostanoidy moga
nasila¢ lub hamowaé zapalenie zaleznie od specyficznych receptorow. Wedtug aktualnej
wiedzy PGD2, PGF2a i TXA2 odpowiadaja za nasilenie zapalenia alergicznego, podczas gdy
PGE?2 1 PGI2 hamuja odpowiedz zapalng [74].
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Prostaglandyna D2

Od dawna wiadomo, ze PGD2 odgrywa istotng role w patofizjologii astmy poprzez
swoje dzialanie bronchokonstrykcyjne [75;76], wazodilatacyjne [77], zwigkszajace
przepuszczalno$¢ naczyn wlosowatych [78] oraz stymulujace produkcje sluzu [79]. PGD2 jest
produkowana przez komorki tuczne, limfocyty Th; 1 komorki dendrytyczne w odpowiedzi na
stymulacj¢ alergenem [80]. Prostaglandyna ta wywiera swoje dziatanie poprzez interakcje z
trzema receptorami: DP1 i CRTH2/DP2 i TP (receptor TXA2). Skutki aktywacji receptora
DP1 sg ztozone. Jest prawdopodobne, ze za ich posrednictwem nastepuje thumienie aktywacji
leukocytow, w szczegolnosci komoérek dendrytycznych. Poprzez hamowanie produkcji przez
nie IL-12 promuje réznicowanie limfocytow Thy w kierunku komérek o profilu Th, [81].
Osoby z wariantem genu receptora PD1, warunkujacym nizszy poziom jego transkrypcji maja
nizsze ryzyko zachorowania na astme [82;83]. Endogennymi ligandami CRTH2/DP2 s3 obok
PGD2 jej metabolity oraz 11dehydro-TXB2. Jego pobudzenie odpowiada za chemotaksje
komorek Thy, eozynofilow i bazofildow do miejsc toczgcego si¢ procesu zapalnego [84;85]. Z
uwagi na zasadniczg role¢ CRTH2/DP2 w promowaniu produkcji cytokin Th, i1 IgE
zastosowanie jego antagonistow wydaje si¢ by¢ potencjalnie uzyteczne w leczeniu

przewlektych choréb alergicznych [86].

PGD2 ulega przy udziale 11-keto-reduktazy szybkiej transformacji do aktywnego metabolitu
9a11B-PGF20.

Prostaglandyna E

PGE2 jest dominujagcym produktem COX nabtonka i mie$ni gladkich drog
oddechowych. Zidentyfikowano co najmniej trzy rozne izoformy synatazy PGE2 (PGES):
cytozolowa (cPGES) oraz dwie mikrosomalne (mPGES-1 i mPGES-2). Forma cytozolowa o
konstytutywnej ekspresji w réznych tkankach, w preferencyjnym potaczeniu z COX-1,
odpowiada za promowanie natychmiastowej produkcji PGE2. Niedawno zidentyfikowana
mPGES-2, wszechobecna w roznych tkankach, jest funkcjonalnie powigzana zaréwno COX-1
1 COX-2. Natomiast mPGES-1 aktywowana przez bodZce prozapalne jest funkcjonalnie
potaczona z COX-2, promuje opdzniong faz¢ syntezy PGE2 [87] W przekazywanie jej
sygnalu zaangazowane sg cztery receptory: EP1-4. Prostaglandyna ta jest uznanym
czynnikiem immunomodulujagcym 1 bronchoprotekcyjnym. Hamuje skurcz oskrzeli
indukowany zaréwno wysitkiem jak i ekspozycja na alergen (wczesng i pdzng reakcje) oraz
aspiryng w przypadku astmy aspirynowej [88-90]. Wang i wsp. wykazali jej hamujacy wptyw

na synteze leukotriendw cysteinylowych (cysLTs) przez mastocyty chorych na astme
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aspirynowa [91]. PGE2 jest silnym inhibitorem mitogenezy, syntezy kolagenu i chemotaksji
komorek mezenchymalnych, a zatem moze hamowac¢ zapalenie i aktywacj¢ fibroblastow [92].
Szybka, enzymatyczna przemiana PGE2 do 15-keto-PGE2 przy udziale 15-dehydrogenazy
prostaglandynowej (15-DHPG) inaktywuje jej biologiczne dziatanie, a dalszy
natychmiastowy metabolizm pod wplywem 15-keto-prostaglandyno-A reduktazy odpowiada
za powstanie rownie nietrwalego 13,14-dihydro-15keto-PGE2 (PGEM ). Zidentyfikowano
dwa typy 15-DHPG. Wigkszg aktywnos¢ przypisuje si¢ 15-DHPG I, ktéra poza
metabolizmem prostaglandyn serii E uczestniczy w przemianach lipoksyn i 1SHETE [71].
Ekspresja tego enzymu moze by¢ modulowana przez cytokiny i ma rowniez wptyw na lokalne
stezenia prostanoidéw [67]. Markerem biosytezy PGE jest 11a-hydroxy-9,15-dioxo-2,3,4,5-
tetranor-prostano-1,20-dikarbo-ksylowy (tetranor-PGEM) w dysertacji nazywany PGEM.

Tromboksany 1 prostacyklina

TXA?2 produkowany gtownie przez plytki krwi oprocz promowania ich agregacji jest
réwniez silnym bronchokonstryktorem i stymuluje uwalnianie acetylocholiny. Polimorfizm
genu jego receptora (TP) jest zwigzany z rozwojem astmy [93]. Na modelu zwierzgcym
wykazano, ze zarowno inhibitor syntazy tromboksanu jak 1 antagonista jego receptora
redukuja indukowang alergenem eozynofili¢ [74]. Szybka hydroliza do TXB2, a nastepnie
metabolizm przy udziale 11dehydrogenazy TXB2 prowadzi do powstania 11dehydroTXB2
bedacego agonistg receptora CRTH2/DP2 dla PGD2 [71].

Podobnie jak w jak stosunku do agregacji ptytek tak i w mechanizmie zapalenia
alergicznego, antagonistyczny wptyw do TXB2 wywiera PGI2. Prawdopodobny mechanizm
tego zjawiska polega na stymulacji limfocytow T do produkcji IL-10, hamujacej odpowiedz

typu Th, [74].

Stezenia prostanoidow w tkankach zaleza nie tylko od ich syntezy, ale réwniez od ich
degradacji. Wiadomo, ze przy pierwszym przejsciu przez tozysko naczyn ptucnych wigekszo$¢
z nich jest inaktywowana. Dzieje si¢ to poprzez wychwyt do komorek endotelialnych i
nastepowy metabolizm. Ta szybka inaktywacja warunkuje ich jedynie miejscowe dziatanie

[69].

Produkty lipooksygenaz,
Wyrdznia si¢ trzy gtéwne izoformy lipoksygenazy: 5-LO, 12-LO i 15-LO.
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Mediatory szlaku 5-lipooksygenazy

Na szlaku metabolicznym zainicjowanym  przez 5-LO, w obecnosci biatka
aktywujacego (five lipoxygenase associated protein - FLAP) powstaja z AA leukotrieny.
Obecnos¢ 5-LO 1 FLAP wykryto w komorkach pochodzenia szpikowego (neutrofilach,
eozynofilach, monocytach) oraz w makrofagach, komoérkach tucznych 1 bazofilach.
Aktywacja tych komorek powoduje wzrost stezenia wewnatrzkomorkowego wapnia i ATP
oraz translokacje 5-LO z jej cylozolowej i nukleoplazmatycznej lokalizacji do blony
okotojadrowej. Obecne w niej FLAP stabilizuje aktywnag struktur¢ 5-LO 1 umozliwia
prezentacje AA jej aktywnemu miejscu. W wyniku dwustopniowej oksygenacji i dehydratacji
AA powstaje niestabilny kwas 5-hydroperoksy-eikozatetraenowy (SHPETE), ktoéry jest
substratem dalszych reakcji enzymatycznych w wyniku ktérych powstajg kwas 5-hydroksy-
eikozatetraenowy (SHETE) lub LTA4. Niestabilny epoksyd kwasu arachidonowego - LTA4
moze opusci¢ komorke lub by¢ konwertowany przez cytozolowe hydrolazy do LTB4, a przez
btonowg syntaze LTC4 sprzegany z glutationem (przez reszt¢ siarkowa cysteiny) do postaci
LTC4, ktory jest transportowany na zewnatrz komorki przez wielolekooporne biatko
wiazace (multidrug resistance-associated protein 1 - MRP1). Zewnatrzkomoérkowo LTC4
ulega (przy udziale vy-glutamylo transpeptydazy lub glutamylleukotrienazy) konwersji do
LTD4 (odszczepienie kwasu glutationowego). Ten nastepnie przy udziale dipeptydazy
(odszczepienie glicyny) ulega dalszej biokonwersji do LTE4. Leukotrieny C4, D4, i E4 z
uwagi na obecno$¢ cysteiny w ich strukturze nazywane sg cysteinylowymi (cysLTs).
Produkcja LTC4 przez eozynofile obdarzone wariantem zmutowanego genu promotora 5-LO
jest ograniczona. Paradoksalnie osoby te wykazujg czgstsza zapadalno$¢ na ciezka postac
astmy, a polimorfizm tego genu ma wplyw na efekty leczenia montelukastem [94;95].
Wykazano tez, ze uwalniane przez Th, cytokiny ( IL3, IL4, IL13) wywieraja wpltyw na szlak
metaboliczny 5-LO/LTC4- syntaza 1 sg niezbedne do w pelni zintegrowanej, funkcjonalne;j
odpowiedzi na IgE-zalezng aktywacj¢ mastocytow [96]. Mastocyty i eozynofile wytwarzaja w
przewadze LTC4, natomiast monocyty, makrofagi i bazofile zarowno LTC4 jak LTD4, a
neutrofile gtownie LTB4. Metabolizm leukotriendw odbywa si¢ gldéwnie watrobie przy

udziale cytochromu P-450 oraz w procesie B-oksydacji, a metabolity wydalane sg z moczem.

Leukotrieny cysteinylowe

Przez dlugie lata leukotrieny cysteinylowe nazywano wolno dziatajaca substancja
anafilaksji (slow-reacting substance of anaphylaxis - SRSA). W przekazywaniu przez nie

sygnatow zaangazowane sa dwa receptory blonowe sprzezone z biatkiem G (G Protein-
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Coupled Receptor - GPCR): cysLTR1 i cysLTR2. Aktywacja receptora prowadzi do
transdukcji sygnalu przez uruchomienie wewnatrzkomérkowych przekaznikéw takich jak
cAMP i jony wapnia. Ekspresja receptorow cysLTR1 wydaje si¢ by¢ najwyzsza w uktadzie
oddechowym na miocytach miegs$ni gladkich oskrzeli oraz komoérkach produkujacych te
metabolity AA, natomiast cysLTR2 zasadniczo obecne sa w phucach, sercu, moézgu,
sledzionie, weztach chtonnych i naczyniach krwiono$nych. Gtéwnym ligandem dla cysLTR1
jest LTD4 w mniejszym stopniu LTC4 1 najmniejszym LTE4, natomiast cysLTR2 jest
pobudzany w réwnym stopniu przez LTC4 i LTD4, a w mniejszym przez LTE4 [97].
Wigkszo$¢ efektow cysLTs w patofizjologii astmy zalezy od aktywacji cysLTR1. CysLTs
powoduja: skurcz mi¢éniéwki gladkiej drég oddechowych i naczyn krwiono$nych, wzrost
przepuszczalno$ci naczyn i stymulacj¢ sekrecji §luzu przez komorki nablonka oskrzeli [98].
Inhalacje LTC4 i LTD4 powoduja 1000 krotnie, a LTE4 10 krotnie silniejsze dziatanie
obkurczajace oskrzela w poréwnaniu z histaming [98;99]. Wptywaja na rekrutacj¢ komorek
zapalnych a w szczegolnosci eozynofili nasilajac eozynofilowy proces zapalny [100].
Udowodniono roéwniez, ze ich akumulacja jest dodatkowo zwigzana ze wzrostem ich
przezywalnos$ci, spowodowanej hamowaniem apoptozy przez LTs [101]. Wplywaja one
rowniez na przebudowe $ciany oskrzeli stymulujac proliferacje fibroblastow, wytwarzanie

przez nie kolagenu oraz powodujac przerost migsniowki gtadkiej [102].

Leukotrien B4

LTB4 jest uwalniany gltownie przez neutrofile. Jego dziatanie zwigzane jest z
aktywacja dwoch (GPCR) receptorow: BLTR1 i BLTR2. Receptor BLTRI ma 20 krotnie
silniejsze powinowactwo do LTB4 w poréwnaniu do BLTR2. Oba maja wysoka ekspresje na
leukocytach krwi obwodowej i1 mastocytach. BLTR1 sg réwniez obecne na komorkach
dendrytycznych, efektorowych limfocytach T CD4+ migrujacych do tkanek peryferyjnych
oraz fibroblastach oskrzeli [103]. LTB4 jest dobrze poznanym czynnikiem aktywacji
neutrofili 1 ich migracji (indukuje chemotaksje, agregacje, degranulacje i adherencje do
komorek endothelium) [104], powoduje chemotaksje¢ limfocytow Th; 1 Th, oraz wspomaga
adhezj¢ do endotelium zrekrutowanych limfocytow T CD4+ jak i CD8+ [105], bez
znaczacego wptywu na migsniowke drog oddechowych [106]. Chociaz Miyahara i wsp. na
podstawie badan na mysich komoérkach dendrytycznych z niedoborem BLTR1 wysuneli
wniosek, ze jego ekspresja jest niezbedna nie tylko do migracji tych komorek do weziow
chlonnych ale réwniez do rozwoju nadreaktywnosci oskrzeli [107]. LTB4 odpowiada takze za

wzrost  przepuszczalno$ci naczyn  mikrokrazenia [108].  Stosunkowo niedawno
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zidentyfikowana zostala rola LTB4 jako czynnika zwigkszajacego, mediowang przez

stymulacj¢ receptora Fc jak i zalezng od receptora komplementu, fagocytoze neutrofili [109].

Mediatory szlaku 12- i 15-lipooksygenaz

Na drodze 12-LO lub 15-LO powstaja z AA odpowiednie HPETE oraz
korespondujace: 12HETE, 15HETE i eoksyny (EXC4, EXD4, EXE4). Komorki ludzkiego
nabtonka drog oddechowych, eozynofile, mastocyty i komorki dendrytyczne wykazuja duza
aktywnos$¢ 15-LO. Znane sg dwie odmiany tego enzymu 15-LO1 i 15-LO2. Jego ekspresja
jest indukowana przez IL4 i/lub IL13. Na ich drodze powstaje lewoskretny izomer
(15(S)HETE), natomiast enzymy cytochromu P 450 odpowiadaja za syntez¢ zaréwno lewo-
jak 1 prawoskretnego (15(R)HETE) enancjomeru [110]. Wykazano, ze acetylowana przez
aspiryne¢ forma COX2 prowadzi do syntezy 15(R)HETE [111]. Najnowsze badania
potwierdzajg kluczowa role 15-LO1 i jej produktu 15SHETE jako wewnatrzkomoérkowego
sygnatu. ISHETE jest przekaznikiem w indukowanej przez IL-13 ekspresji genu mucyny,
odpowiedzialnej za wzrost produkcji $luzu w ludzkich komoérkach nablonka drég
oddechowych [112]. Wykazuje rowniez slabe dziatanie bronchokonstrykcyjne, stymuluje
chemotaksje komorek zapalnych, a jego stezenia w BAL-u astmatykéw po stymulacji
alergenem wzrastaja 30-krotnie [113].

Eoksyny

Produkowane przez eozynofile 14,15-LTs, nazwane w ostatnim czasie eoksynami
(EXC4, EXD4, EXE4), budowa przypominaja leukotrieny, lecz maja inng trojwymiarowa
strukture. Mechanizm ich syntezy nie zostal ostatecznie wyjasniony, ale prawdopodobnie
przebiega droga podobng do cysLTs. Eozynofile i mastocyty myszy potrafig je produkowac z
14,15-LTA4. Eoksyny wykazujg stabg aktywno$¢ skurczowa, natomiast w jednowarstwowe;j
hodowli komorek $rodbtonka demonstrujg istotny wzrost jego przepuszczalnosci. Na tym
polu wykazano ich prownywalne z LTC4 i LTD4, oraz 100-krotnie silniejsze dziatanie w
poréwnaniu z histaming [114] .

Lipoksyny

Poprzez kilkukrotne utlenianie AA przy udziale dwoch lub wigcej LO (5-, 12-, 15-)
powstaja lipoksyny (LXs). Moga by¢ one syntezowane dzigki trans-celularnej kooperacji i
wymaga¢ oddzielnych komoérkowych zrodet lipooksygenaz. W $rodowisku zapalenia
produkowany przez leukocyty LTA4 jest szybko wchtaniany do ptytek krwi bogatych w 12-
LO oraz 15-LO 1 wykorzystywany do produkcji LXs. Alternatywna droga to produkcja
ISHETE przy udziale 15-LO (w komorkach nablonka, eozynofilach lub monocytach), ktory
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pochtaniany przez neutrofile (z udzialem ich 5-LO) jest konwertowany do LXs. Ta droga
kompetytywnie hamuje produkcj¢ LTs przez neutrofile i eozynofile [113;115]. Lipoksyny sa
pierwszymi odkrytymi mediatorami lipidowymi, ktére dziatajg przeciwzapalnie 1 biorg udziat
w fazie rezolucji zapalenia. Dziataja one lokalnie i ulegajg szybko metabolicznej inaktywacji.
Hamujg rekrutacje i aktywacj¢ eozynofilii i neutrofili, uczestniczg w regulacji aktywnos$ci
czynnika transkrypcyjnego NF-«kB, stymuluja fagocytozg¢ apoptotycznych komorek przez
makrofagi. Ponadto hamuja proliferacje¢ fibroblastow i angiogenez¢ [116]. Protekcyjna rola
LXs zostala potwierdzona na mysim modelu astmy. Podanie analogéw LXA4 powodowato
zablokowanie nadreaktywnosci oskrzeli po ekspozycji na alergen oraz ograniczenie stanu
zapalnego przejawiajace si¢ redukcja naciekow leukocytarnych, obnizeniem poziomu IL-5,

IL-13, eotaksyn, prostanoidow, cysLTs [117].

Interakcje szlaku COX i lipooksygenaz

Badania ostatnich lat wskazujag na wazne interakcje dwoch zasadniczych szlakow
przemian AA. Pojawity si¢ doniesienia na temat modulacyjnego wptywu PGE2 na synteze
innych lipidowych mediatorow. Wykazano hamujacy wptyw tej prostaglandyny na biosynteze
LTs. Dziatanie to wywierane jest poprzez inhibicj¢ translokacji 5-LO bo btony jadrowe;j
[118]. Harizi i wsp. wykazali hamujacy wptyw PGE1 1 PGE2 na produkcje LTB4. Efekt ten
byl zalezny od IL-10, ktora hamowata ekspresje biatka FLAP, bez zadnego innego efektu na
5-LO i cPLA2 [119].

Mediatory stresu oksydacyjnego

Peroksydacja lipidéw jest procesem indukowanym w warunkach stresu oksydacyjnego
przez wolne rodniki tlenowe. Reaktywne formy tlenu moga odrywac¢ atomy wodoru z
wielonienasyconych kwasow thuszczowych, zapoczatkowujac proces ich wewnetrznej
cyklizacji. Powstajace w jej wyniku izoprostany, a szczegdlnie pochodne AA petnig wazne
funkcje biologiczne. W ich nomenklaturze zachowano elementy nazewnictwa prostaglandyn.
Gtowne klasy zostaty oznaczone literami D, E, F, G, H dla podkreslenia typu
cyklopentanowego pierscienia, a i1lo§¢ podwdjnych wigzan w tancuchach bocznych wyrazana
jest odpowiednig cyfra. Jednym z lepiej poznanych izoprostanow jest 8izo-PGF2a. Ma on

wiasciwosci konstrykcyjne w stosunku do naczyn krazenia ptucnego i nerkowych [120].

1.4 Metody oceny procesu zapalnego w astmie
Pomimo postepu jaki dokonat si¢ w ostatnich latach w zakresie poznawania

mechanizmoéw patofizjologicznych astmy nadal poszukuje si¢ prostych, nieinwazyjnych
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metod diagnostycznych, pozwalajacych na oceng zapalenia astmatycznego i monitorowanie
leczenia. Dotychczas nie opracowano metody mozliwej do wykorzystania u wigkszosci

chorych na astme.

1.4.1 Metody poSrednie

Posrednim wyktadnikiem procesu zapalnego w astmie jest nadreaktywnos¢ oskrzeli
czyli ich nadmierna reakcja skurczowa na bodzce fizyczne, chemiczne i farmakologiczne, nie
powodujace takiej odpowiedzi u o0so6b zdrowych. Jej ocen¢ umozliwiajag badania z
wykorzystaniem metod spirometrycznych. Nalezg do nich proéby prowokacyjne, a pewien
wglad daje monitorowanie dobowej zmienno$ci szczytowego przeplywu wydechowego
(PEF). Metody te sg trudne do wykonania u matych dzieci [121]. Préby prowokacyjne, cho¢
przydatne w diagnostyce astmy, majg ograniczone zastosowanie w monitorowaniu leczenia i

wigzg si¢ z krotkotrwalym nasileniem jej objawow.

1.4.2 Metody inwazyjne

Badania inwazyjne takie jak fiberobronchoskopia z pobraniem wycinkéow i
wykonaniem ptukania oskrzelowo-pecherzykowego (BAL) mimo, ze przyczynity si¢ do
wyjasnienia patogenezy schorzenia, okazuja si¢ by¢ mato przydatne w codziennej praktyce
klinicznej [122]. Wzrosto wigc zainteresowanie nowymi, nieinwazyjnymi sposobami oceny i

monitorowania stanu zapalnego drog oddechowych.
1.4.3 Metody nieinwazyjne

Plwocina indukowana

Badanie plwociny indukowanej (po nebulizacji hipertonicznym roztworem NaCl) cho¢
jest bezposrednim zrodiem cennych informacji, niestety wymaga wspdlpracy chorego.
Ponadto, moze podobnie jak wykonanie BAL-u wywota¢ nasilony kaszel, prowadzi¢ do
odruchowego skurczu oskrzeli, uszkodzenia §luzéwki droég oddechowych z nastgpowym
nasileniem per se zapalenia [123]. Ma ono wiec ograniczone zastosowanie u pacjentow z

ciezka postacig choroby i stabo kooperujacych (dzieci < 6 r.z).

Oznaczanie steZenia tlenku azotu w powietrzu wydechowym

Do niedawna glowng uwage koncentrowano na przydatno$ci oznaczania stezenia
tlenku azotu (NO) w powietrzu wydechowym (FeNO) jako prostego lecz nie bezposredniego
wyktadnika procesu zapalnego. Za zdolno$¢ generowania go w duzych ilosciach w procesie
zapalnym w gtownej mierze odpowiada indukcyjna posta¢ syntazy NO (iNOS) obecna w

komorkach nabtonka drog oddechowych i1 komoérkach zapalnych. Jej transkrypcja (z udziatlem
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NF-«kB) jest pobudzana przez cytokiny zapalne (czynnik martwicy guza alfa /TNF/, IL-
1B, INFy) [124;125]. Wyniki badan in vitro wykazuja zniesienie tego efektu przez
zastosowanie kortykosteroidow [126]. Badania ostatnich lat wskazuja na ograniczong
przydatno$¢ oznaczania FeNO w diagnostyce astmy [127;128]. Rowniez zastosowanie
seryjnych jego oznaczen jako predyktoréw kontroli astmy i nastepowych zmian w leczeniu
zaréwno u dorostych jak i u dzieci dato niejednoznaczne wyniki [129]. Badania na duzych
grupach astmatykéw wskazuja nawet na brak poprawy kontroli astmy i zastosowanie
wyzszych dawek wGKS w grupach chorych leczonych wedlug algorytméw opartych na
oznaczeniach FeNO [130;131].

Badanie sktadu wydychanego powietrza

Od potowy lat dziewigc¢dziesigtych XX-go stulecia wzrosto zainteresowanie badaniem
sktadu wydychanego powietrza jako metody oceny procesu patologicznego w uktadzie
oddechowym. Opracowano metody kolekcji probek uzyskiwanych przez szybkie schtadzanie
wydychanego powietrza czyli kondensatu (exhaled breath condensate - EBC). W roku 2005
zostaty opublikowane metodologiczne rekomendacje ATS (Admerican Thoracic Society) i ERS
(European Respiratory Society) dotyczace EBC [132]. Zalozenia techniczne metody opieraja
si¢ na kilku do kilkunastu minutowym, spokojnym oddychaniu (na poziomie objetosci
oddechowej — Tidal Volume /TV/) przez kondensator, bedacy uktadem chilodzacym, z
uzyciem klipsa nosowego i pulapki $liny. W komercyjnych systemach stuzacych do kolekcji
EBC stosowane sg zestawy jednokierunkowych zastawek, kierujagce wydychane powietrze do
zestawu schiadzajacego 1 kolekcjonujacego skroplong par¢ wodng oraz zabezpieczajace
pacjenta przed zwrotnym zainhalowaniem ochtodzonego powietrza wydechowego. W
kondensatorze powietrze zostaje schtodzone do temperatury od 0 do -20°C (zaleznie od
rodzaju kondensatora). Dochodzi wowczas do zjawiska polegajacego na skraplaniu
(kondensacji) pary wodnej na wewnetrznych $ciankach kondensatora, wykonanych z
chemicznie 1 biologicznie oboj¢tnych materiatow np. z teflonu, polipropylenu lub szkta. Wraz
z obnizeniem temperatury zgodnie z prawami fizyki (rownanie Clapeyrona) spada bowiem
ci$nienie parcjalne pary wodnej 1 dochodzi do jej skraplania. Powietrze wydechowe jest
prawie w 100% wysycone parg wodng i ma temperatur¢ okoto 37°C. Gtéwnym sktadnikiem
EBC jest wigec woda stanowigca 99% jego objetosci, a okoto 1% stanowig substancje
uwalniane do wydychanego powietrza z powierzchni drég oddechowych, krystalizujace i
precypitujace pod wplywem niskiej temperatury. Do niedawna uwazano, ze zrdédlem wody

wysycajace] powietrze wydechowe jest proces jej parowania z powierzchni uktadu
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oddechowego. Powstata w ten sposdb para wodna nie mogtaby jednak zawiera¢ substancji
nielotnych. Tymczasem analiza EBC wykazata obecno$¢ takich zwigzkéw, co wskazuje na
konieczno$¢ formowania w drogach oddechowych aerosolu, w ktorym faza ptynna jest woda.
Przyjmuje si¢, ze tworzenie aerosolu z pltynu wyscielajacego oskrzela i pecherzyki (airway
lining fluid /ALF/) nastepuje podczas turbulentnego przeplywu powietrza przez drogi
oddechowe. Pierwsze badania wykazujace  obecno$¢  aktywnych  substancji
powierzchniowych (w tym surfaktantu) w kondensacie zostaly opublikowane juz w roku 1980
[133]. Obliczenie zawartosci ALF w EBC wymaga okres$lenia czynnika, ktéry pozwolitby na
oszacowanie jego rozcienczenia. [los¢ ALF w EBC zalezna jest od trybu oddychania, stopnia
nawodnienia pacjenta, jak réwniez od wydajnosci kondensatora. Szacowane rozcienczenie
czastek (fazy ptynnej) ALF w EBC, wykazywane w réznych badaniach waha si¢ od 5000-
25000 razy [134]. Proby okreslenia wspotczynnika rozcienczenia opierajg si¢ na zatozeniu, ze
moze on by¢ zmienny, ale mozliwym jest jego ustalenie w kazdej kolekcjonowanej prébce
EBC przez oznaczenie w niej stezenia substancji, ktéra ma dobrze znane st¢zenie w surowicy
krwi 1 przenika przez btony komoérkowe, lecz nie jest produkowana w pecherzykach ptucnych
ani drogach oddechowych. Podejmowano roézne proby takiej oceny positkujac si¢
przewodnoscia liofilizowanych lub odparowanych proézniowo probek EBC, okresleniem w
nich stezenia Na', K czy mocznika [135;136]. Zastosowanie w tym celu stezen elektrolitow
poddawane jest obecnie w watpliwos¢ [137]. Zagadnie rozcienczenia ALF w EBC wydaje si¢
by¢ jeszcze bardziej skomplikowane. Wskazuja na to doniesienia o braku wplywu toru
oddychania na st¢zenia biatek i nitratdéw oraz pH EBC, mimo istotnego zwigkszenia objgtosci
kondensatu ze wzrostem wentylacji minutowej [138]. Brak zalezno$ci stezen 8-izoprostanu w
EBC od czestosci oddechéw potwierdzili juz wcze$niej Montuschi 1 wsp. [139]. Podobne
obserwacje poczynita Huttmann i wsp. Wykazali oni ponadto, ze co prawda hiperwentylacja
zwickszata calkowitg ilo$¢ biatka (nie jego stezenia) w probce EBC, to nie wptywata ona na
zmian¢ zrodta pochodzenia sktadowych kondensatu. Stosunek biatka CCP (Clara cell
secretory protein) jako markera frakcji oskrzelowej do biatka A surfaktantu (surfactant
protein A /SP-A/) jako markera frakcji pecherzykowej nie ulegal bowiem zmianie. Autorzy
proponujg rozwazenie ujednolicenia kolekcjonowania EBC poprzez standaryzacje objetosci
oddechowej [140]. Wyniki te sugeruja, ze stezenia nielotnych substancji sg niezalezne od toru
oddychania. Na potrzeb¢ uwzgledniania wspodtczynnika rozcienczenia ALF w EBC wskazuja
jednak badania Esther 1 wsp. [141] oraz badania Lazar i wsp. [142] Wykazali oni, ze stezenia
ATP (adenozyno-trojfosforanu) w EBC nie rdznig si¢ pomigdzy grupg zdrowg a astmatykami,

natomiast obliczone stezenie ATP w ALF wskazywato na jego odwrotng korelacje z FEV1
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[142]. W badaniu, oceniajagcym wplyw sposobu oddychania na liczbg czasteczek i rozktad ich
wielkosci w wydychanym aerozolu, wykazano wzrost emisji liczby czastek wydychanych
podczas glebokiego oddychania. Niewielki wptyw natomiast miata czgstotliwos¢ oddechow.
Stosunek FRC/TLC (czynno$ciowa pojemnos¢ zalegajaca/catkowita pojemnos¢ phuc) istotnie
korelowal z liczbg wydychanych czastek co wskazuje na role otwarcia terminalnych drog
oddechowych w ich emisji [143]. W ostatnim okresie opublikowane zostaly doniesienia na
temat zastosowania jednoczesnego oznaczenia wolnego kwasu palmitynowego jako
wspotczynnika rozcienczenia. Niewatpliwg zaleta jego zastosowania jest mozliwosé
jednoczesnego oznaczenia jego stezenia wraz z innymi molekutami, w jednej prébce EBC, za

pomoca wysoko rozdzielczych metod (np. GC/MS) [144-146].

Zrédia skiadnikéw EBC i zagadnienia zwigzane ze zmiennoscig ich pomiaréw

Potencjalnie sktadniki kondensatu odzwierciedlajg ,,biochemiczng kondycj¢” nablonka
goérnych i dolnych drog oddechowych. Jednak $cista korelacja migdzy cisnieniem parcjalnym
0, 1 CO, w powietrzu wydechowym 1 kondensacie sugeruje, ze czasteczki aerosolu w
powietrzu wydechowym odzwierciedlaja sktad ptynu wyscielajacego oskrzela i pecherzyki
plucne [147]. Ponadto  przy uwzglednieniu faktu, ze powierzchnia goérmych drog
oddechowych stanowi ok. 1% powierzchni catego uktadu oddechowego mozna wnosi¢, ze
analizowany kondensat reprezentuje sktad ptynu wyscielajacego dolne drogi oddechowe.
Proby doktadniejszej oceny anatomicznego miejsca bedacego zrodtem EBC podjeta sie
Bondesson 1 wsp. [137]. Badacze wykorzystali rozne wzory depozycji radioaerosolu
znakowanego technetem-99 w drogach oddechowych. Kolekcja kondensatu miata miejsce 20
min. po jego podaniu. Radioaktywnos$¢ kondensatu pozyskanego od pacjentow z przewaga
depozycji izotopowego znacznika w centralnych drogach oddechowych w poréwnaniu do
grupy z obwodowg depozycja byta 3,8 krotnie wyzsza, co wskazuje na przewage udziatu ALF
z centralnych drég oddechowych w skladzie EBC. Nie wykazano natomiast réznicy w
radioaktywnos$ci EBC w zalezno$ci od ilosci zdeponowanego radioznacznika w ptucach ani w
jamie ustnej. Udziat gérnych drég oddechowych w sktadzie EBC wydaje si¢ by¢ jednak
zalezny od analizowanego skladnika. Stgzenia nadtlenku wodoru 1 8-isoprostanu w
kondensacie uzyskanym z tracheostomii sg porownywalne z kolekcjonowanym przez jame
ustng [132]. Natomiast stezenia amoniaku w EBC z tracheostomii sg nizsze niz w probkach

pochodzacych z kolekcji przez jame ustng [148].

Wiele czynnikbw moze wpltywa¢ na zmienno$¢ pomiardow, ktora ogranicza

porownywanie poszczegolnych parametrow zardwno w powtarzanych badaniach tego samego
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pacjenta, miegdzy pacjentami, jak i pomigdzy ré6znymi badaniami. Najistotniejsze to tryb
oddychania (jak przedstawiano powyzej), rodzaj urzadzenia kolekcjonujacego i metoda
oznaczenia badanych substancji. Rodzaj kondensatora warunkuje objetos¢ pozyskanej probki
1 zawarto$¢ biomarkerow EBC. Jest to zwigzane z dang powierzchnig kondensacji,
zastosowang temperaturg (niestabilno$¢ fizykochemiczna oznaczanych substancji), rodzajem
powtoki $cian skraplacza i kolekcjonujacej fiolki (adhezja do $cian) oraz systemem cyrkulacji
powietrza wydechowego (zintegrowana recyrkulacja zwigksza wydajnos¢ kondensatora).
Stosowanie odmiennych procedur kolekcjonowania, z uzyciem réznych kondensatoréw i
warunkoéw przechowywania oraz metod oznaczania biomolekul w EBC powoduje, ze ich
stezenia istotnie r6znig si¢ w poszczegdlnych badaniach. Dlatego zaleca si¢ aby w badaniach
stosowac¢ si¢ do zasad zawartych w konsensusie ATS/ERS [132]. W trakcie ich prowadzenia
nalezy zachowywac¢ state warunki dla wszystkich pomiaréw i1 doktadnie je udokumentowac

przy prezentowaniu wynikow.

Ograniczenia metodologiczne oceny sktadu EBC

Wplyw zanieczyszczenia $ling na zawarto$¢ chemiczng EBC nie zostal ostatecznie
ustalony. Przy =zastosowaniu putapki §liny w zestawie kolekcjonujacym (zgodnie z
obowigzujacymi standardami) kontaminacja nig winna by¢ znikoma. Jej domieszka nie
wplywa na poziom cytokin w EBC gdyz ich stezenia w §linie okazuja si¢ by¢ nizsze [149].
Gaber 1 wsp. wykazali natomiast wysoki poziom LTB4 w S§linie i probkach EBC nig

zanieczyszczonych [150].

Kolejne ograniczenie stanowi czuto$§¢ metod oznaczania sktadowych EBC. Gléwnym
sktadnikiem EBC jest woda, a biomolekuty wystepuja w nim w bardzo niskich stezeniach,
dlatego konwencjonalne metody ich oznaczania czgsto staja si¢ niewystarczajace. Stezenia te
sg niejednokrotnie ponizej dolnej granicy detekcji komercyjnych, stosowanych do oznaczen
dla innych plynéw biologicznych, odpowiednich testow immunoenzymatycznych
(enzyme immunoassay /EIA/) [151]. Efektywne okazaly si¢ proby oceny st¢zenia cytokin w
EBC metoda multiplex immunoassays z cytometrig przeptywowa. Wczesniejsze zastosowanie
liofilizacji probki EBC z ponownym wytworzeniem zawiesiny pozwala na okoto 33 krotny
wzrost stezenia cytokin [152]. Montuschi 1 wsp. potwierdzili przydatnos¢ metod
radioimmunologicznych (radioimmunoassays /RIAs/) w oznaczaniu 8-isoprostanu, PGE2 i
LTB4 w EBC [153;154]. Nowe mozliwo$ci otwiera zastosowanie technik taczonych opartych
na spektrometrii mas, pozwalajace na oznaczanie $ladowych stezen (nano-, piko- i fetmo-

gramowych). Polaczenia chromatografu gazowego ze spektrometrem masowym
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(chromatografia gazowa - tandemowa spektrometria masowa /GC-MS%), lub ze
spektrometrem masowym z ujemng jonizacjg chemiczng (GC-NICI-MS) oraz wysokosprawna
chromatografia cieczowa - tandemowa spektrometria masowa (HPLC-MS?) umozliwiaja
identyfikacje powyzej kilkudziesieciu zwigzkéw w probce z progiem czulo$ci w granicach
0,1-0,3 pg/ml.

Z uwagi na niestabilno$¢ chemiczng biomolekul w EBC niezwykle istotne jest
zamrazanie probek kondensatu w bardzo niskiej temperaturze (ok. -80°C) natychmiast po ich
uzyskaniu. Zachowanie tych warunkéw zapewnia zastosowanie komercyjnego kondensatora
EcoScreen® II (Jaeger Tonnies, Hoechberg, Niemcy) [155].

Na uwage zastuguje tez przenosny, wyposazony w jednorazowa tube kondensacyjna
kondensator RTube (Respiratory Research, Inc., Charlottesville, USA). Kolekcja EBC przy
jego zastosowaniu jest fatwa, mozliwa w domu pacjenta. Stwarza to mozliwosé
sekwencyjnego pozyskiwania probek EBC. Jego wersja pHTube® wyposazona w system

odpowietrzania (celem usuni¢cia dwutlenku wegla) umozliwia pomiar pH kondensatu [156].

1.5 Biomarkery zapalenia astmatycznego w EBC

W sktadzie EBC potwierdzono obecnos¢ wielu biomolekut pochodzacych z centralnych
1 obwodowych drog oddechowych takich jak: eikozanoidy, nitraty, jony (Na+, K+, H+, CI,
Mg2+, Ca2+, Sz'), adenozyna, glutation, H,O,, cytokiny (IL, TGFB, TNFa, IGF1, interferon

alfa 1 gamma) oraz z pecherzykow ptucnych (biatka surfaktantu).

Mozliwo$¢ oznaczenia stg¢zen uznanych biomarkerow zapalenia astmatycznego w EBC

otwiera perspektywe nieinwazyjnej oceny nasilenia tego procesu.

1.5.1 Cytokiny

Interakcje miedzy komoérkami uczestniczgcymi w procesie zapalnym sg regulowane
przez uwalniane przezen mediatory biatkowe. Wiele z nich, zarowno zwigzanych z ,up
regulation” limfocytow Th, (IL-4, IL-5, IL-13) jak i z obserwowana w astmie ,.down
regulation” Th; (IL-2, INFy, TNFa) oznaczano w EBC. Stezenie IL-4 okazuje si¢ by¢
przydatne w diagnostyce i monitorowaniu zapalenia w astmie. Oznaczane jej st¢zenia sg
wyzsze u astmatykow w poréwnaniu do grupy kontrolnej [157;158]. Podobne znaczenie majg
rowniez oznaczenia RANTES (Regulated on Activation, Normal T-cell Expressed and
Secreted), ktorych poziom w EBC koreluje z parametrami ograniczenia przeplywu i oporem
drog oddechowych [159;160]. Ponadto wzrost FEV1 po 12-tygodniowej terapii wGKS
okazywat si¢ by¢ istotnie skorelowany z obnizeniem stezenia IL-4 1 RANTES [160].

Prospektywne badanie dzieci w wieku szkolnym z astmg wykazato, ze zaostrzenia choroby sa
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poprzedzone wzrostem stezenia IL-5 w EBC. Ocena poziomu FeNO jak i obnizenie warto$ci
PEF nie okazaly si¢ by¢ czynnikami predykcyjnymi zaostrzen w tym badaniu [161]. Ocena
cytokin profilu Th; przynosi jak dotad sprzeczne wyniki. Czg$¢ autoréw donosi na przyktad o
wyzszych (w stosunku do grupy zdrowej) stezeniach INFy [162], podczas gdy Shahid
wykazat jego nizsze st¢zenie w EBC zaro6wno u leczonych jak i nieleczonych wGKS
astmatykow [163]. Poziom TNFa i TGFp w badaniu Matsunaga i wsp. istotnie korelowat z

kolei ze stopniem nadreaktywnos$ci oskrzeli i tygodniowg zmiennoscia PEF [159].

1.5.2 pH

Oznaczenie pH EBC daje wglad w rownowage kwasowo-zasadowa ALF, ktéra
zostaje naruszona w stanie zapalnym. Bezposredni wptyw na jego wartos¢ ma CO, i NH; oraz
stosunek do ich odpowiednio nielotnych form NH," i HCO;". Ze wzgledu na tatwa dyfuzje
dwutlenku wegla kontakt z powietrzem atmosferycznym powoduje wzrost pH EBC. Pomiar
ten, jak juz wczesniej wspomniano, wymaga wi¢c zastosowania systemu odpowietrzania z
uzyciem gazu obojetnego (argon). Zachowanie tych warunkow zapewnia dobrg
powtarzalno$¢ wynikéw nawet przy zastosowaniu roznych kondensatorow [155]. Wartosci
pH, jako jednego z nielicznych biomarkerow EBC, zostaty ustalone dla zdrowych osobnikow
(mediana: 8.0; 25centyl 1 75centyl to: 7,8 1 8,1) [164]. Niskie pH koresponduje ze stopniem
ciezkosci astmy 1 jej slabg kontrolg [165;166]. Ostatnio przeprowadzone badania na grupie
dzieci przedszkolnych wskazuja na przydatno$¢ oznaczania pH kondensatu w diagnostyce

réznicowej astmy u dzieci z epizodami §wiszczacego oddechu w wywiadzie [167].

1.5.3 Nadtlenek wodoru

Nadtlenek wodoru (H,0O,) jest reaktywnag formg tlenu o silnych wlasciwosciach
utleniajacych, prowadzacych do uszkodzenia komorek. Jego podwyzszone st¢zenie w EBC
wydaje si¢ by¢ markerem stresu oksydacyjnego drog oddechowych. Poza pH, H,0, jest
jedynym markerem EBC o ustalonym zakresie wartosci dla osob zdrowych. Pomiary moga
by¢ wykonywane motodg kolorymetryczng lub on-line z zastosowaniem biosensorycznego
systemu EcoCheck™. Pomiar st¢zenia H»>O, wykazuje duza powtarzalno$¢, jednak
charakteryzuje si¢ tez zalezno$cig od toru oddychania (réznice w stezeniach: 14004170
nmol/l podczas spokojnego vs 840+£130nmol/l podczas glebokiego oddychania) [168].
Wykazano, ze podwyzszone stezenie H,O, w kondensacie moze by¢ przydatne w odroéznieniu
astmatykow od grupy zdrowej i koreluje z cigzko$cia choroby [165;169]. Jego stezenie w
EBC u stabilnych, leczonych wGKS astmatykow jest nizsze w porownaniu do chorych

nieleczonych wGKS i poréwnywalne do obserwowanego u 0séb zdrowych [170].
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1.5.4 Pokrewne zwiazki tlenku azotu

Produkowany w nadmiarze w przebiegu procesu zapalnego tlenek azotu (NO) szybko
reaguje z innymi rodnikami. W reakcji z anionami nadtlenkowymi powstaja wysoko
reaktywne formy azotanow (NO;’), w obecnosci molekularnego tlenu konweruje on do
azotynow (NO,), a w interakcji z reaktywnymi tiolami powstaja nitrozotiole. Poziom
azotanow 1 azotynow w EBC jest markerem produkcji tlenku azotu. Zwigzki te sa réwniez
produktem metabolizmu flory bakteryjnej jamy ustnej stad istotne znaczenie ma procedura
pobierania probek EBC (ptukanie jamy ustnej) [171]. Dotychczasowe badania wskazujg na
istotnie wyzsze stezenia zwigzkéw pochodnych do NO w EBC astmatykow. Poziomy ich sg
tez dobrymi wskaznikami ci¢zkos$ci choroby. Nie wykazano natomiast korelacji migdzy nimi
a poziomami FeNO oznaczanymi on-line [158;172;173]. Ponadto wyzsze stezenia NO,
potwierdzono rowniez w mukowiscydozie i zespole pierwotnej dyskinezji rzgsek, podczas

gdy FeNO jest w ich przebiegu obnizony lub prawidiowy [171;174].

1.5.5 Amoniak

Wytwarzanie amoniaku w drogach oddechowych ma istotny wptyw na regulacje
rownowagi kwasowo-zasadowej. Ze wzgledu na wysoka lotno$¢ tego zwigzku istotny jest
czas procedury pobierania i temperatura. W EBC astmatykow stwierdza si¢ obnizone st¢zenia
amoniaku [166;175] jednak jego poziom zalezy réwniez od produkcji przez florg bakteryjna

jamy ustnej.

1.5.6 Puryny

Nuklozydy 1 nukleotydy purynowe odgrywaja istotng role w wewnatrzkomorkowych
procesach biochemicznych jako zrodto energii oraz strukturalne jednostki kwasow
nukleinowych 1 enzyméw, ale sg rowniez waznymi zewnatrzkomorkowymi molekutami
sygnatowymi. Badanie, ktorym oceniano st¢zenia adenozyno-trojfosforanu (ATP) w EBC nie
wykazato réznic jego poziomu u astmatykow w stosunku do os6b zdrowych [142], natomiast
stezenia adenozyny byly wyzsze w grupie astmatykow nieleczonych wGKS w poréwnaniu do
grupy nimi leczonej. Terapia za pomoca wGKS powodowata, ze jej poziomy nie réznily sig¢

od obserwowanych u zdrowych oséb [176].

1.5.7 Eikozanoidy

Metabolity kwasu arachidonowego sa chyba najczesciej analizowanym skladnikiem
EBC. Wiele niezaleznych badan wskazuje na mozliwo$¢ przydatnosci ich oznaczenia w
diagnostyce 1 monitorowaniu przebiegu astmy. Ich skrajnie niskie st¢zenia w EBC i

niestabilno$¢ chemiczna stanowig duzy problem metodologiczny. Dotychczasowe
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doswiadczenia sugeruja, ze ekstrakcja do fazy stalej jest dla tych zwigzkow efektywniejsza
metoda od liofilizacji, ktéora powoduje nieakceptowalng degradacje mediatorow lipidowych
[177]. W wigkszosci opublikowanych badan poszczegdlne, najczesciej pojedyncze
eikozanoidy oznaczane byly metodami EIA lub RIAs. Ze wzgledu na ich ograniczong czuto$¢
(stgzenia eikozanoidow nierzadko ponizej dolnej granicy czuto$ci metody) oznaczenia
charakteryzowaty si¢ istotng zmiennos$cig [151]. Nowe mozliwo$ci otworzyto zastosowanie
spektrometrii masowej umozliwiajacej identyfikacje 1 iloSciowe oznaczenie lipidow.
Wprowadzenie techniki HPLC-MS? i GC-MS pozwolito na analize profilu pochodnych AA w
EBC [145;146].

Prostaglandyny

Prostaglandyna D2

W badaniu Ono 1 wsp., wzrost stezenia PGD2 w EBC oraz jego metabolitu 9al1p-
PGF2a w moczu u astmatykéw z dodatnig reakcja ekspozycyjng na alergen, korelowatl z
zakresem obnizenia FEV1 w badaniu spirometrycznym ocenianych pacjentow [178].
Weczesniejsze badania u chorych na astme¢ potwierdzaty wyzsze stezenia tego eikozanoidu w
surowicy [179], w ptynie z plukania pecherzykowo-oskrzelowego (BAL) [180;181] i
plwocinie indukowanej [182] oraz zwigkszone wydalanie 9al11B-PGF2a z moczem [179;183].

Prostaglandyna E2

Wyniki dotychczasowych badan dotyczacych stezenia PGE2 w EBC s3
niejednoznaczne. Czes$¢ z nich wykazuje, ze poziom PGE2 w EBC astmatykow leczonych jak
1 nieleczonych wGKS nie ro6zni si¢ od stwierdzanego u dzieci zdrowych [184-186]. Nie ulega
on tez zmianie po wiaczeniu do leczenia wGKS u astmatykoéw dotychczas nimi nie leczonych
[185]. Wyniki kolejnego badania wskazujg jednak na podwyzszone stg¢zenia metabolitu PGE2

u astmatykow zarOwno z nietolerancjg aspiryny jak i bez niej [146].
Tromboksan

Bardzo niskie stezenia metabolitow TXA2 w EBC stanowig duze ograniczenie
metodologiczne ich oznaczenia. Metoda RIA daje lepsze efekty ich oceny w poréwnaniu z
EIA, ale dopiero wprowadzenie wysokoczutych metod chromatograficznych ze spektrometrig
masowg otwarto nowe mozliwosci na tym polu. Dotychczasowe doniesienia wskazujg na
podwyzszone stezenia TXB2 u astmatykéw [187] lub brak istotnych rdznic w poziomach tego
eikozanoidu w EBC w stosunku do 0sob zdrowych [185]. Pucsok 1 wsp. wykazali natomiast

wzrost stezenia TXB2 u sportowcdéw po obcigzeniu wysitkiem [188].
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Leukotrieny cysteinylowe

W ostatniej dekadzie pojawity si¢ doniesienia wykazujace wyzsze st¢zenia cysLTs w
EBC zaréwno u dzieci jak i u dorostych w poréwnaniu do grupy zdrowej. Marker ten
odréznia zdrowych od astmatykéw zard6wno nie leczonych jak i tych, u ktorych stosowane
jest leczenie wGKS [185;189-191]. Wydaje si¢ jednak, ze ta mozliwos¢ predykcyjna dotyczy
gtéwnie chorych na umiarkowang i ciezka posta¢ choroby, natomiast gorzej roznicuje tych z
astmg tagodng i epizodyczng [192]. Stezenie LTE4 w EBC okazuje si¢ by¢ wyzsze u dzieci z
astmg atopowa niz u tych z atopig bez astmy w przeciwienstwie do FeNO, ktérego poziom
wzrasta rowniez u dzieci z atopig [186]. Wzrost stezenia cysLTs u astmatykow po
bronchoprowokacji alergenem, w stosunku do ich stezenia w probkach EBC sprzed
ekspozycji, wskazuje na przydatnos¢ ich oznaczen w monitorowaniu ostrej fazy zapalenia
astmatycznego [178;193]. Carraro i wsp. wykazali z kolei istotnie wyzsze stezenia cysLTs u
dzieci z objawami astmy indukowanej wysitkiem w poréwnaniu do chorych bez tej reakc;ji.
Zarowno stezenia cysLTs jak 1 FeNO korelowaly w tym badaniu z powysitkowym
obnizeniem FEV1 [175]. Filla i wsp. stwierdzili podwyzszone stezenie cysLTs w EBC
zarowno u dzieci z izolowanym alergicznym niezytem nosa jak i wspoélistniejagcym z astma.
Dwutygodniowe donosowe leczenie propionianem flutikazonu spowodowalo znamienny
spadek ich stezenia dotyczacy obu grup chorych [194]. Podwyzszone stezenia cysLT w EBC
w okresach zaostrzenia astmy [195] moga obniza¢ si¢ do poziomu poréwnywalnego ze
stwierdzanym u dzieci zdrowych pod wptywem kilkudniowego leczenia systemowymi
kortykosteroidami [196]. Terapia wGKS réwniez obniza stezenia cysLTs, ale w mniejszym
zakresie [185;197]. Réwniez wprowadzenie do leczenia LTRA u dzieci z astmg sporadyczna,
obnizato istotnie stezenie LTE4 [186]. Podobnie, dotaczenie do leczenia montelukastu u
astmatykow leczonych wGKS réwniez powodowato obnizenie stezenia cysLTs w EBC [198].
Patomechanizm tego zjawiska nie zostat jeszcze doktadnie poznany. Dotychczasowe wyniki
badan wskazujg na efekt ograniczenia biosyntezy cysLTs przez LTRA poprzez bezposredni
wptyw hamujacy na aktywno$¢ 5-LO, prawdopodobnie zalezny od wigzania jeszcze nie
zdefiniowanego miejsca tego enzymu [199]. Lex 1 wsp. wykazali poza tym korelacj¢ poziomu
cysLTs w EBC z remodelingiem drég oddechowych, ocenianym na podstawie grubosci btony

podstawnej bioptatu oskrzeli pobranego podczas bronchoskopii [200].

Leukotrien B4
Stezenia LTB4 w EBC u dzieci i dorostych astmatykow sa znamiennie wyzsze w

stosunku do zdrowych [190;201]. Ponadto, ich poziomy w astmie przewlektej przewyzszaja te

34



obserwowane w jej formie epizodycznej [202]. Mondino i wsp. wykazali, ze podwyzszone
stezenia LTB4 dotycza zardwno dzieci leczonych jak i nie leczonych wGKS w odréznieniu
od tych z atopia, ale nie chorujagcych na astme¢ [185]. Wprowadzenie wGKS nie wywotuje
istotnego zmniejszenia poziomu LTB4 w poréwnaniu do stg¢zen oznaczonych przed ich
zastosowaniem [197]. Wczesniejsze badania daty natomiast odmienne wyniki. Stezenia LTB4
u dzieci leczonych wGKS byty nizsze w stosunku do nie leczonych nimi chorych [203].
Proba eliminacji ekspozycji na uczulajacy alergen roéwniez nie przynosita oczekiwanego

obnizenia stezenia LTB4 [204].

Pozostate produkty lipooksygenaz

Oznaczanie nietrwalych, wystepujacych w ekstremalnie niskich stezeniach,
posrednich metabolitow AA produkowanych na drodze lipooksygenaz, wymaga zastosowania
bardzo czutych metod. Doniesienia na temat stgzen 5-, 12-, ISHETE, LXs 1 EXs sg w EBC sg
bardzo nieliczne. Sanak 1 wsp. wykazali, ze poziom SHETE jest wyzszy u zdrowych palacych
papierosy w stosunku do niepalagcych [145], a kolejne ich badania wskazuja na istotnie
wyzsze stezenia 5- i 1SHETE u pacjentéw z astmg aspirynowa w poréwnaniu do astmatykoéw
bez nadwrazliwos$ci na aspiryne [146]. Potwierdzajg to Mastalerz i wsp., ktorych wyniki
wykazujg ponadto, ze w obu grupach stezenia te pozostaja niezmienione po ekspozycji na
wziewng aspiryn¢ [193]. Na podwyzszong aktywno$¢ szlaku 15-LO u dzieci z astma
wskazuja badania Sachs-Olsen i wsp. Wykazali oni podwyzszony poziom EXC4, EXD4 i
EXE4 oraz 15SHETE w tej grupie dzieci w porownaniu ze zdrowymi rowiesnikami. Wzrost

ten nie wykazywat jednak istotnej zaleznosci od stopnia cigzkosci choroby [144].

Klinicznym potwierdzeniem protekcyjnej roli lipoksyn sa wyniki badania Hasan i wsp. Dzieci
hospitalizowane z powodu stanu astmatycznego miaty istotnie nizsze st¢zenia LXA4 w
porownaniu do zdrowych, w przeciwienstwie do stwierdzanego u nich wyzszego poziomu 8-

izoprostanu [205].

Izoprostany

Oznaczanie izoprostandw jako wskaznikow stresu oksydacyjnego ma przewage w
stosunku do innych jego wskaznikéw (np. H,O,, azotany/azotyny), ze wzgledu na chemiczng
stabilnos$¢ tych zwigzkéw oraz ich wystgpowanie w formie wolnej w ptynach biologicznych.
Stezenie 8-izoprostanu okazuje si¢ wyzsze w EBC u dzieci z astmg niz u ich zdrowych
rowiesnikow, bez wzgledu na stosowane leczenie wGKS w przeciwienstwie do zaleznych od
takiej terapii zmian FeNO [184;206]. Podwyzszony poziom tego izoprostanu obserwowany u

pacjentow z astmg wysitkowg koreluje z obnizeniem FEV1 po 5 min od stymulacji

35



wysitkiem [207]. Ponadto stezenia 8-izoprostanu sg wyzsze w ci¢zkiej astmie w porownaniu
do umiarkowanej i tagodnej [192;208]. U dzieci z dobrze kontrolowang astma, poziom 8-
izoprostanu jest nizszy niz u tych z niekontrolowana, co z kolei moze przemawiaé za
udziatem stresu oksydacyjnego w tym ostatnim fenotypie choroby [209]. U chorych na astme
z nadwrazliwoscig na roztocza kurzu domowego, w wyniku naturalnego unikania ekspozycji
na ten alergen, st¢zenie 8-izoprostanu w EBC obniza si¢ [204]. Jego poziom wzrasta
natomiast w zaostrzeniach choroby, a zwlaszcza w stanie astmatycznym [205]. Badanie
Baraldiego 1 wsp. wykazato, ze co prawda obniza si¢ pod wptywem leczenia systemowymi
kortykosteroidami, jednak pozostaje powyzej stezenia obserwowanego w grupie zdrowej
[196]. Moze to sugerowaé, ze leczenie kortykosteroidami nie jest w peini efektywne w

ograniczeniu stresu oksydacyjnego w zaostrzeniach choroby.
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2 Zalozenia i cel pracy

Pomimo stalego rozwoju i udoskonalania metod stosowanych w diagnostyce i

monitorowaniu procesu zapalnego w astmie jej rozpoznawanie u dzieci stanowi nadal trudny

problem i stymuluje do poszukiwania nowych, nieinwazyjnych procedur diagnostycznych.

Nalezy sadzi¢, ze okreslenie profilu eikozanoidow w EBC moze okaza¢ si¢ pomocne w tym

zakresie.

Celem pracy byla ocena przydatnosci oznaczenia stezen eikozanoidow w EBC z

zastosowaniem wysokorozdzielczych metod biochemicznych dla rozpoznawania astmy u

dzieci i ustalenie kierunku ich zmian w zaleznosci od klinicznego przebiegu choroby.

Dla osiggnigcia zalozonego celu zaplanowano dwa etapy badan i1 podjeto probe odpowiedzi

na nast¢pujace zagadnienia:

Etap I

Etap II

stezenia ktorych eikozanoidéw w EBC najlepiej roznicujg dzieci chorujace na astme
od zdrowych rowiesnikow,

ocena sity i jako$ci zwigzku wyznaczanych stezen eikozanoidow w EBC ze stopniem
cigzkosci 1 kontroli astmy, rodzaju uczulenia, stosowanego leczenia,

ocena trafnosci testu diagnostycznego przy stosowaniu pojedynczych oznaczen stezen
eikozanoidéw w EBC w poréwnaniu do uzycia wybranego ich profilu/zestawu,

ocena trafnos$ci testu diagnostycznego przy stosowaniu profilu/zestawu stgzen
eikozanoidéw w EBC w porownaniu do uzycia innych biomarkeréw astmy (FeNO,

nadreaktywno$¢ oskrzeli).

ocena stopnia zmiennos$ci stezen eikozanoidow w EBC w czasie wsrdéd badanych
dzieci,
ocena kierunku zmian st¢zen eikozanoidow w EBC w zalezno$ci od przebiegu

klinicznego astmy.

Realizacja wyzej wymienionych celdéw pozwolilaby na ustalenie na ile wyznaczanie stezen

eikozanoidéw w EBC moze by¢ narzedziem diagnostyczno-monitorujagcym w astmie u dzieci.
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3 Material i metody

3.1 Charakterystyka grupy badanej

Grupa badana

Do badania wtaczono 35 dzieci w wieku 7-18 lat z rozpoznaniem astmy atopowej, leczonych
w Poradni i Oddziale Pulmonologii i Alergologii Uniwersyteckiego Szpitala Dzieciecego w
Krakowie.

Gléwne kryteria wlaczenia

Wszyscy chorzy spetniali kryteria rozpoznania astmy wg GINA (The Global Initiative for
Asthma) [1]. Ich stopien cigzko$ci astmy byl okreslany zgodnie z wytycznymi GINA, a dla
oceny kontroli choroby postuzono si¢ testem kontroli astmy ACT (4sthma Control Test)
[33;34].

Dodatkowe kryteria wlaczenia

W ciggu ostatnich 12 miesigcy: wystgpowaly u nich napady dusznos$ci, stwierdzano
znamienng odwracalno$¢ po podaniu P2-mimetyku lub bronchokonstrykcje w tescie
wysitkowym oraz dodatnie testy skorne z co najmniej jednym alergenem.

Kryteria wykluczenia

Brak  mozliwosci  odstawienia  kréotkodziatajacych — f2-mimetykéw  i/lub  lekow
antycholinergicznych na 8 godz., a dlugodziatajacych B2-mimetykow na 24 godz. przed
badaniem.

Grupa kontrolna

Do grupy kontrolnej zdrowych rowiesnikow (7-18 lat), bez cech atopii zakwalifikowano 25
dzieci rodzin personelu Szpitala. Mialy one ujemny wywiad w kierunku choréb alergicznych,
w tym astmy oraz ujemne testy skorne z panelem 17 alergenéw wziewnych.

Kryteria wlaczenia wspolne dla grupy badanej 1 kontrolnej

1) adekwatna kooperacja dla wykonania badania spirometrycznego i uzyskania EBC oraz
oceny FeNO, 2) brak objawow infekcji ukladu oddechowego w okresie 6 tygodni
poprzedzajacych badania.

Kryteria wykluczenia wspolne dla grupy badanej 1 kontrolnej

1) obecnos¢ innych przewlektych schorzen uktadu oddechowego (poza alergicznym niezytem
nosa wspotistniejgcym z astmg w grupie badanej) lub ogdlnoustrojowych, 2) leczenie
niesteroidowymi lekami zapalnymi, 3) bronchoskopia wykonana w tygodniu poprzedzajacym
badanie, 4) test prowokacji dooskrzelowej swoistej badz nieswoistej lub 5) indukowanie

plwociny mniej niz trzy dni przed badaniem.
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Doktadng charakterystyke kliniczng uczestnikow badania przedstawiono w rozdziale 4.1.

Na przeprowadzenie badania uzyskano zgode Komisji Bioetycznej Uniwersytetu
Jagiellonskiego, numer badania: KBET/139/B/2006, wraz z uzupelieniami. Ponadto,
pisemng zgode na badania wyrazali opiekunowie prawni dzieci oraz same dzieci jezeli ich

wiek byt powyzej 12 roku zycia.
3.2 Opis badania

3.2.1 Pierwszy etap badania

W pierwszym etapie uczestniczyty wszystkie zrekrutowane dzieci.
Podczas wizyty dzieci zdrowych, po wykluczeniu schorzen uktadu oddechowego,
przeprowadzano badanie ankietowe na temat ewentualnych schorzen i dolegliwosci
alergicznych. W grupie astmatykow wypelniano ankiete¢ dotyczacg objawdw astmy oraz
stosowanych lekow przeciwastmatycznych.
Nastepnie wykonywano testy skorne prick z 17 aeroalergenami.
Kolejnym punktem wizyty byla kolekcja probek EBC, ktére natychmiast po uzyskaniu
zamrazano w temp. -70°C .
W dalszej kolejnosci, po ok 30 minutach odpoczynku oznaczano poziom FeNO.
Po jego wykonaniu przystgpowano do podstawowego badania spirometrycznego, a nastgpnie
testu wysitkowego na biezni.
Z pobranej probki krwi oznaczano eozynofile bezwzgledng oraz stezenie catkowite IgE w

surowicy uczestnikOw badania.

3.2.2 Drugi etap badania

W drugim etapie badania uczestniczylo 27 dzieci chorych na astmg. Sktadaly si¢ na
niego dwie wizyty (wizyta B 1 C) kolejno po 2 i 6 tygodniach od pierwszej (wizyta A).
Podczas kazdej z nich ponownie przeprowadzano test kontroli astmy (ACT) oraz wywiad
uwzgledniajacy stosowane leczenie przeciwastmatyczne. Nastepnie dokonywano kolekcji
EBC i pomiaru FeNO. Na zakonczenie wykonywano podstawowe badanie spirometryczne i

test wysitkowy.

3.3 Metody

3.3.1 Badania ankietowe
Badania ankietowe przeprowadzono za pomocg kwestionariusza z pytaniami
okreslajacymi stopien kontroli astmy, wystgpowanie jej zaostrzen oraz stosowane leczenie w

okresie poprzedzajagcym wizyty, z uwzglednieniem dawek i1 czestosci podawania lekow.

39



Korzystano réwniez z testow kontroli astmy (ACT) w wersji zaleznej od grupy wiekowej
badanych (7-11 i >12 lat). Uzyskang punktacje > 20 przyjeto jako wskaznik astmy

kontrolowane;.

3.3.2 Testy skorne prick

Postuzono si¢ alergenami firmy Allergopharma. Wykonano je w sposob typowy z
wykorzystaniem 17 alergenow, w tym 8 alergenow wewnatrzdomowych (Der. pteronyssinus,
Der. farinae, pies, kot, ple$nie) oraz 9 zewnatrzdomowych (pyiki traw, chwastow, zbdz i
drzew). Testy oceniano jako dodatnie, gdy srednia $rednica bgbla alergenowego wynosita co

najmniej 3 mm.

3.3.3 Oznaczanie FeNO

Oznaczenie poziomu tlenku azotu w powietrzu wydychanym mierzono zgodnie z
opublikowanymi rekomendacjami ATS/ERS [210], z wykorzystaniem urzadzenia NIOX
Mino® (Aerocrine AB, Solna, Szwecja), wyposazonego w czujnik elektrochemiczny. Dzieci
utrzymywaty przeptyw wydechowy na poziomie 50 = 5 ml/s za pomocg kalibrowanych

rezystorow przeptywu.

3.3.4 Badanie spirometryczne
Badania spirometryczne zostalty wykonane wg zalecen Polskiego Towarzystwa

Chorob Phuc [211] z wykorzystaniem spirometru Lungtest 1000 (firma MES, Krakow).

3.3.5 Test wysitkowy

Probe nieswoistej prowokacji wysitkiem wykonywano wedtug przyjetych standardow
z uzyciem biezni [212]. Kolejne badania spirometryczne wykonywano po 3, 5, 10 1 20 min.
od zakonczenia 6 minutowego biegu. Test wysitkowy kwalifikowano jako dodatni (obecna
nadreaktywno$¢ oskrzeli /BHR/) wowczas, gdy wzgledne powysitkowe obnizenie FEVI
(A%FEV1) wynosito co najmniej 10%.

3.3.6 Kolekcja EBC i pomiar eikozanoidow
Zbiorka kondensatu wydychanego powietrza

Kolekcje EBC przeprowadzano zgodnie ze standardami ATS/ERS [132], z
zastosowaniem systemu EcoScreen I (Jaeger GmbH, Hoechberg, Niemcy) — rys. 2. Badany
pacjent przez 20 min. oddychal spokojnie, na poziomie objetosci oddechowej (TV) przez
ustnik polaczony z zestawem jednokierunkowych zastawek, oddzielajacych powietrze

wdechowe od wydychanego. W urzadzeniu tym powietrze wydechowe kierowane jest do
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kondensatora umieszczonego w mankiecie chtodzacym o temperaturze -10° C. Przechodzac
przez jego lamele ulega kondensacji na wewng¢trznych §$ciankach i EBC jest zbierany w
umieszczonej w jego wnetrzu fiolce. Zestaw kolekcjonujacy byt wyposazony w  putapke
sliny, zabezpieczajaca przed zanieczyszczeniem nig probek kondensatu. Przed rozpoczeciem
badania zalecano ptukanie jamy ustnej woda 1 doktadnie instruowano pacjenta na temat jego
przebiegu. Zbiorke EBC przeprowadzano w pozycji siedzacej. Badany pacjent szczelnie
ustami obejmowat ustnik, a celem ograniczenia przeptywu powietrza przez nos zaktadano na
niego klips. Uzyskane probki EBC o objetosci okoto 1,5-3,0 ml wyjmowano z mankietu
chtodzacego i umieszczano w temperaturze -70°C. W tych warunkach byly one

przechowywane do czasu wykonania oznaczen eikozanoidow (1-3 miesigcy).

Rysunek 2. Zestaw kolekcjonujacy EBC - EcoScreen

Oznaczanie eikozanoidow w EBC

Stezenia PGE2, PGEM, PGD2, 6keto-PGFla, 11dehydro-TXB2, LTB4, LTC4, trans-
LTC4, LTD4, LTE4, LXA4, SHETE, 12HETE, 15SHETE, EXC4, EXD4, EXE4 oznaczono
metoda wysokosprawne] chromatografii cieczowej 1 tandemowej spektrometrii masowe;]
(HPLC-MS?).

Poziomy PGF2a, 8izo-PGF2a, 9a,11B-PGF2a zostaly wyznaczone metoda

chromatografii gazowej 1 spektrometrii mas z ujemng jonizacjga chemiczng (GC-NICI-MS).
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Zastosowanie technik laczacych chromatografi¢ ze spektrometria masowg stanowi
narzgdzie analityczne, dajace duze mozliwosci wykonywania oznaczen zwigzkow
chemicznych znajdujacych si¢ w jednej probce, w ekstremalnie niskich stezeniach.
Spektrometr masowy rejestruje widma masowe co pozwala na identyfikacje analizowanej
substancji. Dzigki analizie wyselekcjonowanych jondéw, z zastosowaniem deuterowanych
pochodnych, mozna przeprowadza¢ oznaczenia ilosciowe badanych substancji.

Po rozmrozeniu, probki kondensatu byly mieszane z 2 pl 1% kwasu octowego w celu
poprawy ekstrakcji fazy organicznej w obnizonym do 4,5 pH. Nastepnie do probek dodawano
deuterowane analogi wszystkich mierzonych metabolitow AA (w metanolu) jako standardy
wewnetrzne oraz dla kompensacji bledow analitycznych. Dodawano: PGE2-d4, tetranor-
PGEM-d6, PGD2-d4, 6-keto-PGFla -d4, 11dehydro-TXB2-d4, LTB4-d4, LTD4-d5, LTE4-
d3, SHETE-d8, 12HETE-d8, 15HETE-d8, 8izo-PGF20-d4, 90,11B-PGF20-d4 (Cayman
Chemical Co., Ann Arbor, MI, USA). Dalej probke ekstrahowano za pomoca eteru tert-
butylowo-metylowego (Sigma Chemical Co, USA). Faz¢ organiczng odparowywano w
atmosferze azotu w temperaturze pokojowej. Pozostalo$¢ rozpuszczono w metanolu i
natychmiast poddawano dalszej analizie. [145].

Wysokosprawna chromatografia cieczowa z tandemowq spektrometrig masowq

Dla rozdzialu sktadnikoéw probek EBC zastosowano metode odwroconej fazy HPLC
pozwalajaca na precyzyjne oddzielenie zwigzkéw chemicznych na podstawie hydrofobowego
odziatywania i $rednicy ich czgsteczek.

Ekstrakt EBC (w metanolu) automatycznie nastrzykiwano na kolumny chromatografu
cieczowego (Shimadzu Sil-2-AC, Shimadzu Scientific Instruments, Inc Columbia, MD,
USA). W celu elucji eikozanoidow uzyto dwoch faz ruchomych: acetonitryl/woda/kwas
octowy oraz acetonitryl/izopropanol/kwas octowy, z zastosowaniem predkosci przeptywu
0,11 ml/min. Dogodne potaczenie chromatografu z tandemowym spektrometrem masowym
wyposazonym w zrddlo elektrorozpylania jonow (Qtrap 4000; Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) gwarantowato z kolei identyfikacje zwigzkéw (rozdzielonych na podstawie
czasu retencji chromatograficznej) w oparciu o stosunek masy od tadunku elektrycznego
(m/z).

Chromatografia gazowa ze spektrometrig masowq z ujemng jonizacjqg chemiczng

Przed naniesieniem na kolumny chromatografu gazowego ekstrakty EBC byly
poddawane trzy stopniowej derywatyzacji i nastepnie oczyszczaniu za pomocg chromatografii
cienkowarstwowej. Taka chemiczna modyfikacja czasteczek przez podstawienie ich

karboksylowych lub hydroksylowych grup, odpowiada za uzyskanie wystarczajacych réznic
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w czasie retencji chromatograficznej umozliwiajacych zastosowanie pojedynczego analizatora
spektrometru masowego. Oczyszczone probki nastrzykiwano na kolumng chromatografu
gazowego polaczonego ze spektrometrem masowym z ujemng jonizacjg chemiczng (model
Engine 5989B seria II Helwett Packard, Palo Alto, CA, USA). Rejestrowano widma masowe
badanych eikozanoidow i zastosowanych wzorcéw wewnetrznych.

Stezenie analizowanego zwiazku obliczano ona podstawie znanej ilosci
deuterowanego wzorca wewnetrznego (metoda rozcienczenia stabilnych izotopoéw), tatwo
identyfikowanego przez wyzszg mase czasteczkowa.

Oznaczone stezenia badanych eikozanoidow podano w pg/ml EBC.

3.3.7 Inne badania analityczne

Calkowitg liczbe eozynofilow oznaczano przy uzyciu analizatora Sysmex XT-1800i
(Sysmex America, Inc, USA) wykorzystujacego fluorescencyjng cytometri¢ przeptywowa,
wedtug standardowych metod laboratoryjnych Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w
Krakowie. Stgzenie IgE calkowitych wyznaczano metoda fluoroenzymoimmunologiczng z

zastosowaniem testu UniCap 100 (Pharmacia & Upjohn Diagnostics AB, Szwecja).

3.3.8 Analiza statystyczna

Obliczenia statystyczne wykonano za pomoca oprogramowania STATISTICA
(StatSoft Inc 9.0TM, USA). Istotno§¢ roéznic pomiedzy poréwnywanymi grupami lub
podgrupami wedlug réznych kategoryzacji (np. astma kontrolowana vs niekontrolowana,
nadreaktywno$¢ oskrzeli obecna vs nieobecna) dla zmiennych ciggltych zostata oszacowana
przy uzyciu testu Manna-Whitneya. Dla zmiennych kategorycznych zastosowano test y’.
Podsumowanie statystyk zostato wyrazone za pomoca median, kwartyli (pierwszy i trzeci) lub
wartosci odsetekowych, stosownie do potrzeb. Brakujace dane (brak stgzen eikozanoidow
spowodowany btedem pomiaru) zostaly w tych analizach pominigte. W celu okreslenia
wpltywu zmiennych niezaleznych (wiek, pte¢, BMI z-score,%, A%FEV1) przeprowadzono
odpowiednio analiz¢ kowariancji (ANCOVA) lub wieloczynnikowg ANOVA. Dla spetnienia
warunkow tej analizy przeprowadzono transformacje wszystkich zmiennych metoda Boxa-
Coxa. Przeksztalcenie to zostatlo uzyte jako transformacja normalizujgca, tak aby ciag
analizowanych zmiennych losowych stat si¢ ciggiem o statej (chocby w przyblizeniu)
wariancji [213]. Ocen¢ monotonicznej zalezno$ci pomigdzy parametrami iloSciowymi
przeprowadzono z zastosowaniem wspolczynnika korelacji rangowej Spermana.

Do budowy uogoélnionego modelu liniowego dla diagnostyki astmy (w oparciu o

wyroéznione w  badaniu  eikozanoidy)  zostalo = wykorzystane = modelowanie
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prawdopodobienstwa wystapienia choroby. Podejscie to zostalo wybrane ze wzgledu na
dychotomiczny charakter rozkladu analizowanych grup: dzieci zdrowe lub astmatycy. Jako
metode regresji logistycznej zastosowano funkcje logitowa. Okresla ona logarytm ilorazu
szans (logit(p) = Inp/(1 —p)) a po transformacji odwrotnej, definiuje prawdopodobien-
stwo choroby.

W celu wyznaczenia najlepszego uogoélnionego modelu liniowego z podzbiorem
analizowanych mediatorow zastosowano kryterium informacyjne Akaike (AIC) [214].
Podstawowym zatozeniem AIC jest wybor istotnych zmiennych, z jednoczesng minimalizacjg
strat informacji. W tym przypadku pozwolito to wyodrebni¢ parametry EBC o najwyzszej
warto$ci diagnostycznej. Dla spelnienia warunkéw tej analizy (i tylko dla niej), brakujace
warto$ci ocenianych parametréw EBC (btad pomiaru) zostaly zastgpione medianami w
grupach, wyznaczonymi na podstawie uzyskanych wynikow oznaczen odpowiednio dla:
grupy kontrolnej, astmy sporadycznej, astmy przewlektej lekkiej, umiarkowanej, cigzkie;j.

Dla oceny trafnosci diagnostycznej roznych testow, a przede wszystkim do
poréwnania opisanego modelu wykorzystujacego eikozanoidy EBC z innymi wyznacznikami
astmy (FeNO, dane spirometryczne) wykorzystano krzywe ROC (Receiver Operating
Characteristic) z analiza roznic pol powierzchni pod tymi krzywymi (AUC).

Poréwnanie  warto$ci  ocenianych  parametrow  podczas  kolejnych  wizyt
przeprowadzono z zastosowaniem analizy wariancji powtarzanych pomiaréw dla rang
Friedmana. Korelacje wynikow pomiarow uzyskanych podczas wszystkich wizyt oszacowano
obliczajac wewnatrzgrupowe wspotczynniki korelacji — ICC (Intraclass Corelation
Coefficient). Oceny zgodnos$ci kwalifikacji astmatykow w trakcie kolejnych wizyt dokonano
obliczajac wspodtczynniki zgodnos$ci kappa Cohena i kappa Fleissa.

Zostat przyjety poziom istotnosci statystycznej testow jako p < 0,05.
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4 Wyniki
4.1 Charakterystyka kliniczna grup badanych i ich porownanie

Do grupy badanej zgodnie z warunkami wiaczenia 1 wykluczenia zakwalifikowano 35
dzieci chorujacych na astme, do grupy kontrolnej 25 zdrowych réwiesnikow.
Ze wzgledu na btad kolekcji (domieszka $liny) i pomiaru EBC u 2 dzieci z grupy badanej,
dalsze analizy i opracowania przedstawiono z badan u 33 z tej grupy.
Grupa dzieci z astma (grupa badana) nie roznita si¢ istotnie od zdrowej grupy kontrolnej pod
wzgledem wieku, plci, wartosci BMI z-score 1 FEVI. Bezwzgledna eozynofilia krwi
obwodowej, stezenia catkowitych IgE w surowicy oraz tlenku azotu w wydychanym
powietrzu byly natomiast znaczaco wyzsze u astmatykéw. W grupie tej wykazano rowniez
wiekszg czestos¢ wystepowania nadreaktywnos$ci oskrzeli ocenianej w probie prowokacji
wysitkiem. Astmatycy wykazywali znamiennie wicksze, wzgledem wartosci wyjsciowych,
obnizenie FEV1 w te$cie wysitkowym (A%FEV1).
Charakterystyka kliniczna astmy grupy badanej (n=33)

Astme epizodyczng rozpoznawano u 6 (18%) dzieci grupy badanej. Pozostale 27
(82%) prezentowato przewlekla (fagodna, umiarkowang 1 cigzka) posta¢ kliniczng choroby.
Tylko 1 (3%) dziecko z astmg przewlekta bylo leczone wylacznie za pomoca LTRA
(montelukast). U 26 (79%) astmatykow stosowano leczenie wGKS: u 16 (49%) z nich w
monoterapii, u 4 (12%) z dlugodzialajagcymi B,-mimetykami (LABA; salmeterol n=3,
formoterol n=1), u 3 (9%) z LTRA (montelukast), u 4 (12%) tacznie z LABA i LTRA
(montelukast). Dwoje dzieci z powodu utraty kontroli choroby w okresie migdzy pierwsza a
druga wizyta miato wiaczone kilkudniowe (3 i 7 dni) leczenie glikokortykosteroidem
systemowym w dawce Img/kg/dobe w przeliczeniu na prednison. Z uwagi na rozpoznanie
alergicznego niezytu nosa jedna trzecia astmatykow byta réwniez leczona doustnymi lekami
przeciwhistaminowymi 1 donosowymi kortykosteroidami. Charakterystyke kliniczng

uczestnikdw badania przedstawia tab. 1.
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Tabela 1. Charakterystyka kliniczna uczestnikoéw badania

PARAMETR ASTMATYCY ZDROWI p
(n=33) (n=25)

Wiek (lata) * 12,4 +3,1 11,8£32 0,49
Pte¢ (dziewczynki/chtopcy) = 12/21 13/12 0,25
-0,38 0,17
BMI (z-score) (-0.68 - 0.59) (-0.51 - 0.69) 0,21
Bezwzgledna eozynofilia krwi obwodowe;j 468 155 <0.001

(10°/1) #+= (303 - 722) (112 -216) ’
Surowicze catkowite IgE (kIU/1) (2326;5’5613) (10,;‘5-’?38,7) <0,001
102,2 98,5
FEVI (% normy) (95,84 - 109,14) | (90,67-112,63) | %74
6,1 -1,54
A%FEVI (%) (1,74 - 11.,6) (417 -431) | 9003
Dodatni wynik testu wysitkowego
(A%FEV 1> 10%), n (%)” 1133) 3(12) 0,04
21 9,5
FeNO, ppb (14,5 - 42.5) @5-149 | %00
Nadwrazliwo$¢ na roztocza kurzu domowego, 25 (76) 0
n (%)
Nadwrazliwo$¢ tylko na alergeny 8 (24) 0
zewnatrzdomowe, n (%)
Stopien ci¢zkosci astmy, n (%)
- sporadyczna 6 (18) nd
- przewlekta 27 (82)
Astma kontrolowana (ACT>20), n(%) 23 (70) nd
Leczenie astmy przewlektej, n (%)
- wGKS#
budesonid <400pug 14 (42) nd
> 400 pg 12 (36)
-LABA 8 (24)
-LTRA 8 (24)
Towarzyszacy alergiczny niezyt nosa, n (%) 11 (32) 0

Definicje skrétow: BMI — indeks masy ciata; FEV1- nat¢zona objetos¢ wydechowa pierwszosekundowa;
A%FEV1- procent spadku FEV1 w tescie wysitkowym; FeNO- poziom tlenku azotu w powietrzu wydychanym,
ppb- czegsci na bilion; ACT — test kontroli astmy; wGKS- wziewne glikokortykosteroidy; LABA — wziewni
dlugodzialajacy B2-agonisci; LTRA — antagonista receptorow leukotrienow (montelukast), nd — nie dotyczy.

* Srednia #£SD, test t-Studenta
* tost X’
*** mediana (1. - 3. kwartyl), test U Manna-Whitneya

# dzienna dawka stosowanych wGKS w przeliczeniu na budesonid
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4.2 Pierwszy etap badania

4.2.1 Stezenia eikozanoidow w EBC

Kondensat powietrza wydechowego (EBC) w objetosci 1,5 — 3,0 ml pozyskano od 60
badanych pacjentow (35 z grupy astmatykow i 25 z grupy kontrolnej). Materiat 2 chorych nie
nadawal si¢ do analizy z powodu domieszki $liny (precypitat przy ekstrakcji). Dalszej
analizie poddano sktad probek EBC 58 dzieci (33 z grupy astmatykow i 25 z grupy
kontrolnej) — wyniki przedstawiono w tabeli 2.

Stezenia pojedynczych eikozanoidéw w badanych prébkach EBC byty ponizej granicy
oznaczalno$ci dla progu detekcji 0,1-0,3 pg/ml kondensatu, w zalezno$ci od jako$ci linii
podstawowej spektrogramu lub niemozliwe do oceny z uwagi na niewlasciwy, rozmyty zarys
spektrogramu, prawdopodobnie spowodowany interferencjg jej biologicznych sktadnikow.
Brakujace dane stanowity 3% wszystkich oznaczen, ich rozklad dla poszczegélnych
oznaczanych eikozanoidéw przedstawiono w tab. 2.

Poziomy transLTC4 zostaty oznaczone u 41 z 58, a EXC4, EXD4 1 EXE4 u 42 z 58
dzieci ze wzgledu na techniczne mozliwosci wykonania tych oznaczen dopiero w
pozniejszym okresie badania.

4.2.2 ZaleznoSci stezen eikozanoidow w EBC od wieku, plci, BMI z-score, A%FEV1 w
obu badanych grupach

Pte¢, BMI z-score oraz A%FEV1 nie wplywaly znamiennie na st¢zenie ocenianych
parametrow EBC (p>0,05).
Wykazano natomiast istotny statystycznie zwigzek stezen EXE4 z wiekiem dziecka

(B=0,41; p=0,005). Podobng zalezno$¢ uzyskano dla wieku i FeNO (=0,30; p= 0,03).

4.2.3 Pordownanie stezen eikozanoidow w EBC u astmatykow i dzieci zdrowych

Przeprowadzone analizy statystyczne wytonily 9 metabolitow kwasu arachidonowego,
ktorych stezenia w EBC istotnie odrozniaty astmatykéw od grupy kontrolnej. Stezenia
PGEM, PGD2, PGF2a, 6keto-PGFla, LTC4, trans-LTC4, SHETE i1 9al1B-PGF2a byty
znamiennie wyzsze u astmatykow, a poziom 1l1dehydro-TXB2 byt nizszy w tej grupie w
stosunku do dzieci zdrowych (tab. 2). Stezenia eikozanoidéw roznicujacych dzieci chore na
astme od zdrowych réwiesnikoéw przedstawia rys. 3.

Stezenia PGD2 1 LTC4 byty tez znamiennie wyzsze w EBC dzieci chorych na astmg

sporadyczng w stosunku do grupy kontrolnej — tab. 3.
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Tabela 2. Stezenia eikozanoidow w EBC (pg/ml)

ASTMATYCY (n=33)

ZDROWI (n=25)

PARAMETR hzlled -ia;a Zakres 1\2116(1 -ia;a Zakres P
kwartyl) kwartyl)

PGE2 023 0z | 00S3LI3 [ 270 0| 012120 | 049
PGEM (23’;‘5’?2’73) 2511281 | 5%{’23’87) 1,50-60,3 | 0,001
PGD2 045 1y | 031726 | 05070 | o6l | <000
PGF2a (0’38’_6‘1"32) 0,07-3,44 (0’1(7)’_23’ s | 009238 | o001
6ketoPGF1a (175 e | 192278 | o T 2152074 | 0,03
11dehydroTXB2 are2e | 246706 | s 68’_3(6)’73) 379712 | 0,02
LTB4 G5y | 0201702 [ O] 069873 | 043
LTC4 (1,836 1_05’3) 0,65-36,24 (0’9;_73’18) 050349 | <0,001
transLTC4 131040 | 22110 | 0 ey | 069854 | 004
LTD4 o 513 o | 030 | 4 s qn | 035436 | 037
LTE4 (0’73‘1"9 6 | 014549 (1’03’?2’05) 0,08-6,56 | 007
LXA4 (0,1‘2) e o | 004474 | o0 s 5 | 005099 | 089
SHETE e s gor) | 114508 (2’25’_62’79) 044771 | 0,02
12HETE (3,104:4192’09) 1,04-48,29 (2’93319163’1 4 0614295 | 093
1SHETE (2’13’_2‘7‘707) 0,67-26,9 (3’12’_12’17) 026880 | 093
EXC4 (0,22’_3 06 6 | 013146 (0,28’?(5), s | 011249 | o6l
EXD4 o 48’_63’97) 0,38-10,07 (0’32’_5 ?’03) 012273 | 0,54
EXE4 050350y | 0292687 | o0 | 06301 | 006
8iz0PGF2a (0’2(1)’_3 0s6) | 01213 (),23’_389 a0y | 010-104 | 048
9a,11BPGF2a 025103 | 009283 | (o070 | 009239 | 001

Z powodu ograniczen metody nie zostaly oznaczone stezenia nastgpujacych eikozanoidéw (n — liczba probek
EBC odpowiednio: astmatykéw; dzieci zdrowych): PGE2 (n=1; 1), PGEM (n= 5; 6), PGD2 (n=1; 2), PGF2 a
(n=1; 0), 6ketoPGFla (n=1; 0), 11dehydroTXB2 (n=2; 0), LXA4 (n=1; 1), LTB4 (n=4; 1), LTC4 (n=1; 0)
transLTC4 (n=14; 3), LTD4 (n=1; 0), LTE4 (n=1; 1), SHETE (n=3; 0), 12HETE (n=1; 0), 15SHETE (n=1; 0),
EXC4 i EXD4 i EXE4 (n=14; 2), 8izoPGF2a (n=1; 0), 9al 1BPGF2a (n=1; 0)

* test U Manna-Whitneya
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Rysunek 3. Stezenia eikozanoidéw u chorych na astme i grupy kontrolnej o istotnej ro6znicy
miedzy grupami

Tabela 3. Stezenia eikozanoidow u chorych na astme epizodyczng i grupy kontrolne;j
o0 istotnej rd6znicy miedzy grupami

Parametr

Astma epizodyczna
Mediana
(1. - 3. kwartyl)

Grupa kontrolna
Mediana
(1. - 3. kwartyl)

PGD2

0,85
(0,53-2,75)

0,28
(0,22-0,55)

0,003

LTC4

3,90
(2,65-5,75)

1,73
(0,92-2,18)

0,003

* test U Manna-Whitneya
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4.2.4 Stezenia eikozanoidow w EBC astmatykow w zaleznosci od parametrow

klinicznych
ZaleZnosci od stopnia cieZkosci astmy i kontroli choroby

Nie wykazano istotnych zaleznos$ci oznaczonych st¢zen zadnego z eikozanoidéw od
stopnia ciezkosci astmy (p>0,05). Porownania dotyczace grup: astma epizodyczna vs
przewlekla, jak rowniez miedzy grupami chorych z astmg epizodyczng i przewlekla lekka a
tymi z przewlekta umiarkowang i cigzka postacig choroby, nie wykazaly réznic na przyjetym
poziomie istotnos$ci (testy Manna —Whitneya i Kruskala-Wallisa). Analiza kowariancji takze
nie dowiodla znamiennej zaleznos$ci stezen eikozanoidéw od poziomu FeNO, odsetka
warto$ci naleznej FEV1(FEV1%N) oraz wynikow proby wysitkowej (A%FEV1).

Porownanie stgzen poszczegdlnych eikozanoidow pomiedzy grupa dzieci
prezentujacych astme kontrolowang (ACT >20) a chorymi z niekontrolowang postacig
choroby réwniez nie wykazato znamiennych réznic (p>0,05). Mediana ACT w grupie dzieci z

astmg kontrolowang wynosita 23, a z niekontrolowang 17 punktow.

Zaleznosci od stopnia zaawansowania leczenia

Stezenia eikozanoidéw w EBC astmatykow leczonych wGKS byly porownywalne z
wynikami oznaczen w grupie dzieci chorych na astme, u ktorych nie stosowano takiego
leczenia. Ponadto, nie wykazano réznic w zalezno$ci od stosowanej dawki, przyjmujac jako
kryterium dawki wysokiej >400 pg/dobg w przeliczeniu na budesonid (p>0,05).

Podobne wyniki przyniosta analiza poréwnawcza terapii taczonej z montelukastem

i/lub LABA (p>0,05).

Zaleznosci od nadwrazliwosci na roztocza kurzu domowego oraz towarzyszgcego
alergicznego nieiytu nosa

Dzieci z potwierdzong za pomoca wykonanych SPT nadwrazliwo$cig na roztocza
kurzu domowego mialy porownywalne stezenia oznaczanych eikozanoidow z grupg
astmatykow nie wykazujacych takiego uczulenia (p>0,05). Uczuleni na roztocza nie
chorowali tez cze¢$ciej na alergiczny niezyt nosa w pordwnaniu do uczulonych na inne

alergeny (p=0,80).
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Zaleinos¢é od nadreaktywnosci oskrzeli

Stezenia pochodnych AA nie réznity si¢ istotnie miedzy grupa dzieci z dodatnim
wynikiem testu wysitkowego (zastosowany punkt odcigcia dla A%FEV1> 10%)
a uczestnikami badania bez nadreaktywnos$ci oskrzeli po wysitku (p>0,05).

Roéwniez analiza stgzenia AA ograniczona tylko do grupy badanej (astmatycy) nie wykazata

roznic w zaleznosci od wyniku testu wysitkowego (p>0,05).

Korelacje 7 eozynofiliq, steieniem IgE catkowitego w krwi obwodowej

Dla oceny wspotzaleznosci ocenianych parametréw AA w EBC z catkowitg
eozynofilig krwi obwodowej i stezeniem IgE catkowitego przeprowadzono analize korelacji
rangowe]j Spermana. Wykazano korelacje eozynofilii bezwzglednej ze stgzeniem: PGD2
(r=0,64; p<0,01), 90,11 B-PGF20a (r=0,48; p<0,01), PGF2a (r=0,43; p=0,01) i SHETE (r=0,41;
p=0,02).
Nie wykazano istotnego zwigzku pomigdzy stezeniem IgE catkowitego a oznaczanymi

eikozanoidami w EBC (r<0,2).
4.2.5 Ocena przydatnosci stezen eikozanoidow w diagnostyce astmy

Uogolniony model liniowy oparty o eikozanoidy EBC w diagnostyce astmy

Uwzgledniajac parametry EBC istotnie statystycznie roznigce chorujacych na astme
od zdrowej grupy kontrolnej podjeto probe budowy uogdlnionego modelu liniowego dla
diagnostyki astmy.

Regresja logistyczna z estymacjg parametrow modelu liniowego pozwolita na
wytonienie czterech sktadowych kondensatu: PGEM, PGD2, LTC4, SHETE, ktore stanowity
predyktory dla optymalnego modelu statystycznego.

Rownanie regresji opisujace wskaznik predykcji astmy w oparciu o wyrdznione eikozanoidy

(Eicosanoids Asthma Classification Ratio /| EACR/) przyjeto nastepujacg postac:
EACR = -11.0458 + 0,0795 « PGEM1 + 7,0746 « PGD2 + 0,7991 « LTC4 + 0,8051 « SHETE

Warto$ci EACR dla chorych na astme¢ i grupy kontrolnej przedstawia rys. 4.
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Rysunek 4. EACR dla chorych na astme 1 grupy

Dla oceny wartosci dyskryminacyjnej EACR postuzono si¢ analizag krzywej ROC.

Pole powierzchni pod krzywa (AUC) wyniosto 0,968. Dla proponowanego punktu odcigcia

0,514 (wg wskaznika Youdena) czulo$¢ testu wynosita 91,4%, swoistos¢ - 92%, wartosé¢

predykcji dodatniej (PPV) - 94,1%, a predykcji ujemnej (NPV) - 88,5% (rys. 5) .
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czutosé = 91,4%
swoistos¢ = 92%

Czulosc

AUC = 0,968
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1-Swoistosé

Rysunek 5. Wykres krzywej ROC dla EACR

Sposrod 58 dzieci uczestniczacych w pierwszym etapie badania, ktorych probki EBC

poddano analizie, na podstawie przyjetego punktu odcigcia prawidtowo zakwalifikowano 53

z nich (tab. 4).

Tabela 4. Kwalifikacja przynalezno$ci do grupy dzieci zdrowych lub astmatykow na

podstawie EACR
Prawidlowo zakwalifikowani Blednie zakwalifikowani
ZDROWI n=25 23 2
ASTMATYCY n=33 30 3
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Porownanie wartosci dyskryminacyjnej EACR i jego skladowych

Analiza poréwnawcza przydatnosci EACR dla rozpoznawania astmy u dzieci, w
stosunku do warto$ci diagnostycznej pojedynczych jego predyktorow, wykazuje istotng
statystycznie przewage tego wskaznika (AUC dla EACR najwigksze). Wykresy krzywych
ROC i wyniki porownania AUC dla EACR 1 jego sktadowych przedstawiaja rys. 6. i tab. 5.
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Rysunek 6. Wykresy krzywych ROC dla EACR 1 jego
sktadowych

Tabela 5. Poréwnanie AUC dla EACR i jego skltadowych

PARAMETR AUC e g P

(W pogz"cngl“ do (dla testu réznicy AUC)
EACR 0,9680
PGEM 0,8103 0,1577 0,002
PGD2 0,8663 0,1017 0,018
LTC4 0,7966 0,1714 0,001
SHETE 0,7257 0,2423 <0,001

Analizy wskazuja, ze uwzglednienie w tescie diagnostycznym dla astmy oznaczen kilku
istotnych mediatoréw alergicznego stanu zapalnego w EBC (ich zestawu) korzystnie wptywa

na jego warto$¢ dyskryminacyjna.

Porownanie przydatnosci EACR 7 innymi testami diagnostycznymi w astmie
Dalsze analizy wskazuja na istotnie wyzsza uzyteczno$¢ opracowanego wskaznika -

EACR, w stosunku do oceny nadreaktywnos$ci oskrzeli w teScie wysitkowym (A%FEV1)
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1 oznaczania poziomu FeNO, jako pomocniczych narzedzi dla rozpoznawania astmy (rys. 7,

tab. 6)
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Rysunek 7. Wykresy krzywych ROC dla EACR,
A%FEV1 i FeNO

Tabela 6. Porownanie AUC dla EACR, A%FEV1, FeNO

Parametr AUC (w p(ﬁgﬁgﬁﬁlﬁg ECACR) (dla testu r(’?Znicy AUC)
EACR 0,9680

A%FEV1 0,7566 0,2114 0,002

FeNO 0,8366 0,1314 0,033

4.3 Drugi etap badania

4.3.1 Charakterystyka kliniczna grupy badanej

W drugim etapie badania uczestniczyto 27 dzieci chorych na astme. U kazdego z nich
podczas kolejnych wizyt A, B 1 C uzyskiwano kolekcj¢ probek EBC.

Wigkszos¢ pacjentow (22/27; 82%) uczestniczacych w drugim etapie badania
prezentowala stabilny przebieg astmy w ocenie ACT i spirometrycznej. Ponadto leczenie u
nich nie podlegato zmianie w okresie badawczym (u 4 dzieci z astmg sporadyczng nie
stosowano zadnych lekéw). Dwoje dzieci z astmag niekontrolowang wymagalo w trakcie
zaostrzenia odpowiednio 3 1 7 dniowej systemowe] kortykosteroidoterapii. Charakterystyke

kliniczng uczestnikéw drugiego etapu badania przedstawia tab. 7.
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Tabela 7. Charakterystyka przebiegu astmy (wizyty A, B, C)

a) uwzglednienie stopnia kontroli astmy (punktacja ACT)

Liczba badanych (%)
astma kontrolowana 0
. ) (ACT220 w trakcic wizyt A, Bi C) 20 (74%)
bez zmiany punktacji ACT ;
astma niekontrolowana 2 (7%)
(ACT<20 w trakcie wizyt A, B i C) °
.. wizyta A: ACT <20 o
z poprawg punktacji ACT i wizyta C: ACT 220 5 (18%)
Razem 27 (100%)
b) uwzglednienie farmakoterapii
bez leczenia prewencyjnego 4 (15%)
(astma epizodyczna)
Niezmienna terapia wytacznie LTRA 1 (4%)
wGKS <400ug BUD 11 (41%)
wGKS >400pg BUD 6 (22%)
o . wizyta A: >400ug BUD o
Obnizenie dawki wGKS i wizyta C: <400ug BUD 3 (11%)
Wiaczenie systemowych GKS Img/kg/dobe w P rzeliczeniu na 2 (7%)
prednizon
Razem 27 (100%)

Porownanie wybranych parametrow w trakcie wizyt A, Bi C

Przeprowadzona analiza wariancji powtarzanych pomiaréw dla rang Friedmana, dla
warto$ci punktowej ACT, odsetka normy FEV1, wartosci A%FEV1 oraz poziomu FeNO
podczas trzech kolejnych wizyt, wykazata brak istotnych zmian ocenianych parametrow

(tab. 8, rys. 8.)

Tabela 8. Parametry chorych na astme¢ podczas wizyt A, B, C

Wizyty
A B C
Parametr Mediana Mediana Mediana p
(1.- 3. kwartyl) (1. - 3. kwartyl) (1. - 3. kwartyl)
21 24 23
ACT (19— 24) (21-24) (22— 24) 0,08
102.8 100.9 102.5
V) b B} 9
FEVI (% N) (95.8 - 109.7) (96,3 - 12,9) 99.0- 1061y | %%
6.05 5.4 512
0 V) 5 B )
A%FEV1 (%) (093 - 11,6) (1,57 - 12,09) (145 - 7.80) 0,96
21 2.5 19
FeNO (ppb) (14,5 - 40.5) (7-23) (12 - 29) 0,45
* ANOVA Friedmana
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Rysunek 8. Zmienno$¢ parametrow chorych na astme podczas wizyt A, B, C

Korelacje wybranych parametréw podczas wszystkich trzech wizyt jako
wspotczynniki korelacji wewnatrzgrupowej ICC (Intraclass Corelation Coefficient) zostaly
przedstawione w tab. 8. Wysokie wartosci ICC wskazuja na wysoka zgodnos¢/powtarzalnosé

trzykrotnych pomiaréw ocenianych parametrow.
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Tabela 9. Korelacja pomiarow uzyskanych podczas wizyt A, B, C

PARAMETR ICC (95% PU)

ACT (punkty) 0,82 (0,65 — 0,92)
FEV 1 () 0,98 (0,97 — 0,99)
A%FEV1 (%) 0,60 (0,20 —0,82)
FeNO (ppb) 0,53 (0,03 — 0,80)

95% PU- 95% przedziat ufnosci

4.3.2 Stezenia eikozanoidow w EBC u uczestnikow drugiego etapu badania
Wyniki oznaczen st¢zen eikozanoidow w probkach EBC chorujgcych na astmeg,

kolekcjonowanych podczas trzech kolejnych wizyt przedstawiono w tab. 10.

Porownanie stezen eikozanoidow w probkach EBC kolekcjonowanych podczas wizyt
(4,B,0)

Poréwnanie eikozanoidow w EBC wskazuje na brak istotnej statystycznie réznicy
stezen wigkszosci z nich podczas kolejnych trzech wizyt (p>0,05). Wylonione drogg regresji
logistycznej najistotniejsze diagnostycznie PGEM, PGD2, LTC4 i SHETE (sktadowe EACR)
wykazuja stabilne stezenia w kolejnych trzech punktach czasowych (rys. 9, tab. 10). Istotne
statystycznie roznice stezen pomiedzy wizytami stwierdzono dla: 6ketoPGFla, LTB4 i

12HETE.

Ocene korelacji wartosci stezen eikozanoidow wchodzacych w sktad EACR,
uzyskanych podczas kolejnych wizyt, wyrazong jako ICC, przedstawiono w tab. 11.
Oznaczone w kolejnych wizytach st¢zenia PGEM 1 PGD2 w EBC wykazywatly dobry
(podobny do wartosci FeNO) (ICC>0,5), a SHETE mierny stopnien powtarzalnosci
(ICC>0,25). Stezenia LTC4 w EBC nie korelowaty istotnie ze sobg podczas kolejnych wizyt.
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Tabela 10.

Stezenia eikozanoidow w EBC podczas wizyt A, B, C (pg/ml)

Wizyty

Parametr Megana Mecliana Me((ijiana p

(1. - 3. kwartyl) (1. - 3. kwartyl) (1. - 3. kwartyl)
PGE2 (0,12’571 05 (0,44? ! 12,37) 03 ? ’—Si,os) 0,47
PGEM (35,25 (}273,7) (35,732—’634,14) (25,62510690,16) 0,54
PGD2 (0,4(;’;93 75) (0,53’fg 3,05) (0,32’-6 1,05) 0,63
PGF2a 072(040-142) | (4 S 51’9 5 (o,1g’§31, 6s) | 047
6ketoPGFloa (1 1,915518f 8,67 (12,3})416;‘ 9.27) (9,341 b 6195,07) 0,02
HdehydroTXB2 |, 770 an ’—297,37) 40 ’916,44) 0,55
LTB4 (1 ,232 ’—9137) (1 ,82 ’—632)%,02) (3,274177,65) 0,013
LTC4 (2,0;1 ’f36,53) (1 ,83 ! 11,83) (0,741 ’52,17) 0,054
transLTC4 (3,1351316 1,18) (2,421 ’ﬂ;,24) 1, 5?§24,91) 0,14
LTD4 (0,52 4 37) (0,671 N 80) (0,8(} " 42 | 02
LTE4 (0,8(} ’—22,00) (0,94: —3323 8) (1 ,011 15%1,00) 0,055
LXA4 (0,13 ! ?),29) 0.1 g ’—2%,73) (0.2 ? ’f(()),60) 0,12
SHETE (2,63’-5 2,03) (3,495 ’—557,41) (2,32 ’§79,81) 0,24
12HETE (3,2441419 1,41) (2,7871712 3.42) (2,323 ’—32;,17) 0,03
ISHETE (2,2? ’—24;,37) (1,73 ’—588,70) @1 f f95,14) 0,84
EXC4 (0,22 ,—2%,66) .1 ? ’—2?),44) (0,2;) ’E’%,Sl) 0,20
EXD4 (0,48 ,6(()),78) (0,52? 7 11 77) (0,95l ! | 90) | 9%
EXE4 (0,821 ,62,83) 0.5 ? ’992,3 1 (0,83l ’392,27) 0,58
8izoPGF2a (0,220 ’—33),59) (0,25O f(()),75) (0,25O ’—3%,55) 0,75
90,11PGF2a (0,350 ’—561,05) (0,34? ’—622,08) (0,16O ’—3?),88) 0,18
* ANOVA Friedmana
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Rysunek 9. Stezenia najistotniejszych diagnostycznie eikozanoidow (sktadowe EACR)

Tabela 11. Korelacja wartosci stezen eikozanoidow wchodzacych w sktad EACR podczas

wizyt A, B, C
Parametr ICC (95% PU)
PGE M (pg/ml) 0,51 (0,06 —0,76)
PGD2 (pg/ml) 0,63 (0,27 — 0,68)
LTC4 (pg/ml) 0,00 (-0,91 -0,51)
SHETE (pg/ml) 0,26 (-0,40 — 0,64)

95% PU - 95% przedziat ufnosci
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Ocena trafnosci rozpoznania astmy na podstawie EACR podczas kolejnych wizyt

Celem dalszej weryfikacji przydatno$ci oznaczen wyrdznionych eikozanoidoéw
(najlepszy podzbior wg AIC) opisujacych EACR, przeprowadzono ocen¢ trafnosci
rozpoznania choroby przy zastosowaniu tego wskaznika, na podstawie stezen eikozanoidow
w probkach EBC uzyskanych podczas wizyt B 1 C. W kolejnych wizytach uczestniczyto tylko
jedno dziecko nieprawidlowo zaklasyfikowane za pomoca EACR w wizycie A. Tabela 12.

przedstawia zestawienie kwalifikacji astmatykow uczestniczacych w trzech wizytach.

Tabela 12. Trafno$¢ kwalifikacji astmatykow (n=27) za pomocg EACR podczas

wizyt A, B, C
Kwalifikacja
Wizyta Prawidtowa Btedna
A 26 1
B 24 3
C 22 5

Przeprowadzona trzykrotnie kwalifikacja chorych na podstawie wartosci EACR u dzieci w
trakcie nastgpowych wizyt, wykazata potwierdzenie rozpoznania u 20 z nich podczas kazdego
z trzech badan, u 25 - w co najmniej 2 badaniach. Dwoch astmatykéw zostato prawidiowo
zakwalifikowanych do grupy chorych tylko na podstawie jednego z trzech badan. Zadne z

chorych dzieci nie zostalo btednie zakwalifikowane do grupy zdrowej w trakcie wszystkich 3

Rysunek 10. Kwalifikacja chorych na astme za
pomocg EACR podczas wizyt A, B, C

wizyt (rys. 10).

O Wizyta A
O Wizyta B

O Wizyta C
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Celem oszacowania zgodnos$ci kwalifikacji astmatykow podczas kolejnych 3 wizyt postuzono

si¢ wspotczynnikami kappa Cohena i kappa Fleissa (tab. 13).

Tabela 13. Zgodnos$¢ kwalifikacji astmatykéw (n=27) za pomoca EACR podczas

wizyt A, B, C
Wizyta Prawidiowo . Kappa Cohena Kappa Fleissa
zaklasyfikowani
AiB 23 0,85
AiC 21 0,77
BiC 21 0,85
AiBiC 20 0,82

Uzyskane warto$ci wspotczynnikow kappa Cohena 1 kappa Fleissa wskazuja na wysoki

stopien zgodnosci kwalifikacji pacjentow, przeprowadzonej w oparciu o EACR obliczony

podczas kolejnych wizyt.
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5 Dyskusja

Przeprowadzone badanie, wedlug dostgpnych informacji, jako pierwsze poddaje
analizie szereg metabolitow AA w EBC z nastgpowa proba identyfikacji tych z nich, ktérych
profil najlepiej réznicuje dzieci chore na astme¢ od ich zdrowych rowiesnikow. Koncepcja
analizy skladu EBC w astmie zastuguje na szczegdlng uwage ze wzgledu na kompletng
nieinwazyjnos$¢ i prostot¢ procedury jego uzyskiwania, a co si¢ z tym wigze, mozliwos¢
zastosowania u dzieci. Proba osiggni¢cia zalozonego celu, znalezienia pomocnego narzedzia
diagnostycznego w astmie dziecigcej, byta mozliwa z dwoch powodow. Po pierwsze,
eikozanoidy i ich metabolity byly mierzone z bardzo wysoka doktadno$cig i czutoscia. Po
drugie, zaawansowane metody statystyczne pozwolity na okreslenie zestawu najistotniejszych
eikozanoidéw dla charakterystyki astmy. Dotychczasowe badania koncentrowaly si¢ na
oznaczaniu jednego lub kilku zwigzkow w EBC, ktore jednak analizowano oddzielnie, bez
jakiejkolwiek proby taczenia pomiarow kilku z nich. Obecnie gléwnym wyzwaniem w
leczeniu astmy jest dokladne okreslenie podtypoéw rdznigcych si¢ patogeneza i odpowiedzig
na stosowane leczenie. Dotychczas stosowane metody oceny stanu zapalnego drog
oddechowych nie wylonity sposobu jednoznacznego okreslenia przebiegu choroby,

fenotypow klinicznych ani spodziewanej odpowiedzi na leczenie.

5.1 Ocena wiarygodnosci uzyskanych wynikow

5.1.1 Grupa badana

W badaniu uczestniczyta grupa dzieci z astmg atopowa i kontrolna grupa dzieci
zdrowych bez cech atopii. Obie kohorty nie roznity si¢ pod wzgledem wieku, ptci, wartosci
BMI z-score. Parametry rdznicujace te dwie badane grupy (eozynofilia bezwzgledna, st¢zenia
IgE catkowitego w surowicy, FeNO, nadreaktywnos$¢ oskrzeli w tescie wysitkowym)
potwierdzaja odpowiednig reprezentatywno$¢ grup astmatykow i dzieci zdrowych. Wérdd
chorych na astme wigkszos¢ (79%) byla leczona wGKS. Okreslenie profilu eikozanoidow
EBC wyro6zniajagcych astmatykow, niezaleznie od stosowanej terapii wGKS moze miec
istotne znaczenie. Stwarza bowiem mozliwo$¢ przeprowadzania diagnostyki réznicowej bez

konieczno$ci odstawiania juz wczesniej wiaczonego leczenia.
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5.1.2 EBC
Kolekcjonowanie i przechowywanie EBC

Kolekcje probek kondensatu prowadzono przy uzyciu komercyjnego zastawu Eco
Screen I (Jaeger GmbH, Hoechberg, Germany) wyposazonego w putapke $liny, umieszczong
pomigdzy ustnikiem a wtasciwym kondensatorem zgodnie ze standardami ATS/ERS [132].
Zastosowanie klipsa nosowego ograniczato przeptyw powietrza przez nos. Wstepne plukanie
jamy ustnej, regularne przetykanie $liny w trakcie badania oraz czasowe jego przerywanie w
przypadku odruchu kaszlowego, stanowity kolejne zabezpieczenie przed zanieczyszczeniem
probek materialem z jamy nosowej i1 ustnej. Skutecznos$¢ tych procedur potwierdzajg badania,
w ktorych wykluczono obecno$¢ domieszki $liny przez brak detekcji amylazy w
kolekcjonowanych probkach EBC [145;189;203]. Ponadto takie zanieczyszczenie bylo
dodatkowo weryfikowane w toku przygotowania probek do oznaczen eikozanoidow. Dwie z
nich zostalty wykluczone z analizy ze wzgledu na precypitacj¢ przy ekstrakcji fazy
organicznej spowodowang kontaminacja §ling. Ma to istotne znaczenie z uwagi na zdolno$¢
produkcji leukotrienow przez komorki nabtonka jamy ustnej i neutrofile $liny [150].
Natychmiastowe zamrazanie uzyskanych probek w temp — 70°C i przechowywanie ich w tych
warunkach (1-2 miesigce) do momentu oznaczenia eikozanoidow gwarantowato

wiarygodno$¢ oznaczen niestabilnych biomolekut eikozanoidow [155].

Metody oznaczen eikozanoidow w EBC

Wigkszos¢ dotychczasowych badan sktadu EBC opierata si¢ na wykorzystaniu metod
immunoenzymatycznych 1 radioimmunologicznych, ktore nie pozwalaly na uzyskanie
zadowalajacej czutosci i doktadno$ci pomiarow [215]. Moze to rowniez wyjasnia¢ rdznice w
bezwzglednych warto$ciach wydychanych eikozanoidow pomiedzy réznymi badaniami.
Zastosowanie w niniejszym badaniu technik aczonych: GC-NICI-MS oraz HPLC-MS?
pozwolito na identyfikacje 1 oznaczenie ilo§ciowe 20 metabolitéw AA. Doktadno$¢ pomiarow
zostata potwierdzona i1 charakteryzuje je blad: mniej niz 11% wewnatrz testowy 1 ponizej 15%
migdzy testowy. Z kolei dolne progi detekcji byly co najmniej dwukrotnie nizsze od
najnizszych oznaczonych ste¢zen badanych parametréw EBC. Jednak mimo tak wysokiej
czutosci zastosowanych metod nie udato si¢ ustali¢ stezen kilku eikozanoidéw w EBC (okoto

3% oznaczen).

Zastosowane metody analityczne pozwalaty na kompensacj¢ btgdow pomiarowych.
W tym celu przed ekstrakcja analizowanych zwigzkoéw, do EBC dodawana byta mieszanka

chemicznie identycznych, oznaczonych deuterem eikozanoidéw. Stezenie analizowanego
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zwigzku wyliczano w odniesieniu do znanej ilo$ci deuterowanego wzorca wewnetrznego. Dla
zwigzkow o niedostgpnych identycznych, znakowanych deuterem odpowiednikach,
wybierano te najblizsze strukturalnie [145]. W przypadku kilku probek zaréwno mierzony
eikozanoid jak 1 dodany standard wewnetrzny byly ponizej poziomu wykrywalnosci
spektrometrii masowej. Sugeruje to raczej nieprawidlowosci dotyczace ekstrakcji danej
substancji z EBC niz jej bardzo niskie st¢zenie. Z tej przyczyny w analizie statystycznej
dotyczacej budowy matematycznego modelu profilu eikozanoidow EBC w astmie dzieciecej
(tylko dla zapewnienia wymagan te] metody statystycznej) brakujace dane zastgpiono
medianami okreslonymi na podstawie uzyskanych oznaczen w grupach o odpowiadajacym
stopniu cigzkosci choroby. W analizach dotyczacych poréwnania stezen metabolitow AA

miedzy grupami brakujace dane zostaly pominigte.

Ograniczenia badania

Ograniczeniem przeprowadzonego badania jest brak ustalonego wspodiczynnika
rozcienczenia EBC. Moze to by¢ przyczyng duzej migdzyosobniczej i wewnatrzosobniczej
zmienno$ci oznaczen. Podjeta proba standaryzacji ocenianych parametrow w prezentowanym
badaniu, poprzez obliczenie catkowitej ilosci eikozanoidéw wydychanych podczas 20-
minutowej kolekcji EBC przyniosta podobne wyniki. Ma to zapewne uzasadnienie w
porownywalnych objetosciach uzyskanych prébek EBC (mediana 3,0 ml, 1. i 3. kwartyl
odpowiednio: 2,0 i 3,0 ml). Pomimo tych samych ograniczen, Caballero i wsp. [202] oraz
Samitas 1 wsp. [192] wykazali podwyzszony poziom LTB4, cysLTs i 8-izoprostanu w EBC
astmatykow w poroOwnaniu z grupg osob zdrowych. Cel ten zostal osiggnigty przy
zastosowaniu mniej czulych metod pomiaréw. Wyniki te moga sugerowaé, ze taka ocena
moze dostarczy¢ uzytecznych informacji, jesli st¢zenia rozcienczonych substancji réznig si¢
znaczgco miedzy zdrowiem a chorobg. Jednak zmienny stopien rozcienczenia czastek ALF w
skondensowanej parze wodnej (od 5000 do 25000 razy) prezentowany w ré6znych badaniach
wskazuje na konieczno$§¢ uwzgledniania wspotczynnika rozcienczenia dla normalizacji
wyznaczanych parametrow w EBC oraz precyzyjnego wnioskowania [134]. Pewne proby
standaryzacji EBC byly dokonywane z uwzglednieniem stalej objetosci, czasu kolekeji
kondensatu lub oceny wzgledem stezen jonéw, mocznika czy biatka w probce EBC [132].
Chociaz ostatnio positkowanie si¢ w tym celu stezeniem elektrolitoéw jest kwestionowane
[137]. Z kolei Hiittmann i wsp. zasugerowali niedawno kolekcj¢ EBC przy uzyciu
standaryzowanej objetosci oddechowej [140]. Podobne zalecenia wyptywaja z badania

Schwarz 1 wsp. Potwierdzili oni, ze obj¢tos¢ oddechowa jest najwazniejszym czynnikiem
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warunkujacym zakres emisji czasteczek wydychanego aerosolu. Ich wielko$¢ nie wykazywata
istotnej zmienno$ci migdzy osobniczej (mediana 0,3 um). Wskazuje to, ze zawartos¢ ALF w
EBC jest $cisle powigzana z wydychang liczbg jego czastek a przez to obserwowanym
stezeniem substancji w kondensacie. Jednak w wielu chorobach pluc mamy do czynienia ze
zréznicowanym zamykaniem si¢ obwodowych drog oddechowych co moze powodowac
zmiang liczby 1 rozkladu wielkosci wydychanych czasteczek. Z tego wzgledu autorzy
sugeruja, ze monitorowanie on-line parametréw aerosolu umozliwi standaryzacje pomiaru
nielotnych substancji w EBC. Bedzie to wigc metoda normalizacji z zastosowaniem
wskaznika emisji erozolu [55].

W ostatnim okresie podejmowane sg rowniez nieco inne proby. Wykorzystuje si¢ w
nich oznaczenia wolnego kwasu palmitynowego jako markera rozcienczenia. Wstepne,
niepotwierdzone wyniki badan wskazuja na jego przydatnos¢ w analizach porownawczych

badanych biomolekut w EBC [144-146;193].

5.2 Stezenia eikozanoidow w EBC

Poziom 9 metabolitow kwasu arachidonowego w badanych prébkach EBC istotnie
roznit si¢ miedzy astmatykami a zdrowa grupg kontrolng. W grupie chorych na astme stezenia
PGEM, PGD2, 9all1B-PGF2a, PGF2a, 6keto-PGFla, LTC4, transLTC4, SHETE byly
znamiennie wyzsze, a stezenie 11dehydro-TXB2 znamiennie nizsze.

Dotychczasowe badania stezen metabolitow AA w surowicy [179;216], moczu
[191;193;217], plwocinie [182;218] czy w BAL-u [219] chorych na astm¢ wykazywaly ich
podwyzszone stgzenia, zwlaszcza w zakresie wartosci cysLTs. Oznaczenie tych mediatorow
zapalenia, z zastosowaniem czulych i dokladnych metod w EBC okazuje si¢ szczegdlnie
istotne z uwagi na mozliwo$¢ oceny lokalnej produkcji tych chemicznie niestabilnych
zwigzkow. Wysoka korelacja stezen cysLTs w BAL-u z wynikami ich oznaczen w EBC,
wobec nieinwazyjnos$ci procedury kolekcji kondensatu przemawia za wykorzystaniem tej
metody diagnostycznej [220].

Rola prostaglandyn w rozwoju i podtrzymywaniu alergicznego zapalenia w drogach
oddechowych w astmie zostata jednoznacznie udowodniona. Badania in vivo 1 na zwierzgtach
wskazuja, ze PGD2 1 TXB2 poteguja alergiczne zapalenie, podczas gdy PGE2 i PGII

powstrzymuja indukowang alergenem reakcje¢ zapalng [74].

5.2.1 Prostaglandyna D2 i F2a
Stosunkowo mato jest doniesien na temat oznaczen PGD2 w EBC. Jej rola w

patofizjologii astmy zostata dobrze udowodniona. Jednak do oznaczenia jej stezenia w EBC
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wymagane jest zastosowanie warunkéw umozliwiajacych natychmiastowe zamrozenie probki
kondensatu, z uwagi na bardzo szybki metabolizm PGD2 do 9a11B-PGF2a. Wigkszo$¢ prac
dotyczacych PGD2 u pacjentéw z astmg gtéwnie positkuje si¢ oznaczaniem tego aktywnego
metabolitu w moczu [183], plwocinie [182], BAL-u [181]. Bochenek i wsp. uzyskali wzrost
stezenia 9a11B-PGF20 w surowicy oraz w moczu u astmatykdéw po prowokacji alergenem
[179]. Wczesniejsze badanie Montuschi i wsp. nie wykazato podwyzszonych stezen PGD2 w
EBC, ale najprawdopodobniej wynikato to z niedoskonato$ci metod oznaczania [201].
Zastosowanie HPLC-MS? i GC-NICI-MS pozwolito Sanakowi i wsp. wykaza¢é wyzsze
poziomy 9al1B-PGF2a u astmatykéw zaréwno tolerujacych jak i nietolerujacych aspiryny
[146]. W aktualnie prezentowanym badaniu PGD2 okazata si¢ jednym z czterech metabolitow
AA, najlepiej roznicujacych astmatykow od dzieci zdrowych. Stwierdzono takze
podwyzszony poziom jej metabolitu (9al1B-PGF2a ) w EBC. Potwierdza to, wykazywany
wczesniej udzial PGD2 w procesie astmatycznym.

Rowniez obserwowane w innych badaniach wyzsze stezenia PGF2a, prostaglandyny
wykazujgcej podobnie jak PGD2 dziatanie bronchokonstrykcyjne, przemawia za ich udziatem

w reakcjach alergicznych [221].

5.2.2 Prostagladyna E2

Weczesniejsze badania przeprowadzone u dorostych chorych na astme¢ nie leczonych
wGKS nie wykazywaly roznic w stezeniach PGE2 w EBC pomigdzy astmatykami a
zdrowymi [186;191;201;201]. Niemniej jednak inne doniesienia wskazywaly na wyzsze
stezenia PGE2 w kondensacie palacych chorych na astm¢ w poroéwnaniu do astmatykow
niepalacych 1 0s6b zdrowych. Natomiast, nie stwierdzono istotnych réznic w stezeniach PGE2
miedzy astmatykami niepalgcymi i zdrowg grupa kontrolng [222]. W badaniu tym, podobnie
jak w prezentowanym w niniejszej pracy, nie wykazano istotnej korelacji stezen PGE2 w
EBC z nadreaktywnos$cig oskrzeli. Mastalerz i wsp. udokumentowali obnizenie stezen
gléwnych metabolitow PGE2 w moczu po prowokacji aspiryng u astmatykow dobrze ja
tolerujacych. Nie obserwowali jednak takiego efektu u chorych z astmg aspirynowa. W obu
grupach stgzenia tych metabolitow obnizaty si¢ natomiast po podaniu selektywnego blokera
COX2 (celecoksyb). Potwierdza to brak zmian systemowej produkcji PGE2 u chorych z
objawami astmy aspirynowej. Ta rézna odpowiedZ obu grup astmatykéw wskazuje tez, ze
PGE2 jest uwalniana w trakcie reakcji na aspiryn¢ na drodze COX2 [223]. Sanak i wsp.
opisujg istotne réznice w podstawowych stezeniach PGE2 w EBC pomiedzy chorymi na

astme aspirynowg a astmatykami z dobra tolerancjg aspiryny i grupg zdrowa. Przy czym
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stezenie metabolitu PGE2 (tetranorPGEM) u chorych z nadwrazliwo$cig na aspiryne bylo
istotnie wyzsze od stwierdzanego u dobrze ja tolerujacych, a to z kolei wyzsze niz w grupie
zdrowej. W badaniu tym podobne zaleznos$ci dotyczyty tez 9a11B-PGF2a. Ponadto wykazano
u wszystkich astmatykow wyzsze stezenia PGF2a, 6ketoPGFla, 8-izo-PGF2a, 11dehydro-
TXB2 i produktéow 5-, 12- 1 15-LO [146]. Wykazywany profil eikozanoidéw wskazuje wiec
na aktywacje zarowno drogi cyklo- jak i lipooksygenaz w przebiegu astmatycznego
zapalenia. Z uwagi na bronchoprotekcyjne i immonomodulujgce dziatanie PGE2 mozna by
si¢ spodziewac jej obnizonego poziomu u chorych na astm¢ w stosunku do os6b zdrowych.
Obserwowane w obecnym badaniu istotnie wyzsze st¢zenia tetranorPGEM (PGEM) w EBC
dzieci z astmg pozostaje w zgodzie z przytoczonymi powyzej wynikami Sanaka i wsp.[146].
Dane te, sugeruja zwickszony metabolizm PGE2. Wyjasnieniem tego zjawiska moze byc¢
zwiekszona ekspresja 15-DHPG w komorkach nablonka drzewa oskrzelowego u chorych na
astm¢. Wynika to z indukujacego ja wplywu IL13, jednego z gldéwnych mediatoréw
alergicznego zapalenia. Interleukina ta ma réwniez istotnie zmniejsza¢ ekspresje COX-2 i
syntazyl PGE2, co z kolei moze ttumaczy¢ wykazany brak réznic migdzy stezeniami PGE2 w

EBC chorych na astm¢ ze stwierdzanymi u dzieci zdrowych [224].

Ponadto, wydaje si¢, ze na zawarto$¢ eikozanoidow w ALF wplywaja rowniez
mechanizmy zwigzane z transportem przezbtonowym. Brak dotychczas modelu opisujacego
stosunek mediatorow dyfundujacych do ALF w porownaniu do wchtanianych do
krwioobiegu. Od dawna wiadomo, ze niektore prostaglandyny jak PGE2, PGF2a, sg szybko
usuwane przez pojedyncze przejscie przez tozysko naczyn plucnych (lub innego narzadu).
Klirens ten odbywa si¢ bez zadnej wykrywanej we krwi aktywnosci enzymatycznej zdolnej
do metabolizowania tych czasteczek, co wskazuje na udzial w nim komorek s$rédbtonka
naczyn. Transport przezbtonowy prostaglandyn E2, E1, F2a, D2, 1 B2 tromboksanu B2 jest
regulowany przez niedawno odkryte biatko transportujace hPGT (human prostaglandin
transporter). Ekspresja genu hGPT w s$rodbtonku naczyn moze wskazywaé na jego role w

tkankowym kliresie prostaglandyn [225].

5.2.3 Tromboksan B2 i prostacyklina

W obecnej pracy zaskakujacym byly nizsze stezenia TXB2, stabilnego produktu
hydrolizy TXA2 i potencjalnego bronchokonstryktora, w grupie chorych na astme¢ w stosunku
do dzieci zdrowych. Metabolit ten byt dotychczas rzadko oceniany, a jego st¢zenia w EBC
pozostawaty czesto ponizej progu czutosci metod [215]. Dotychczas opublikowane wyniki

badan sa niejednoznaczne. Wskazujg jednak na poréwnywalne [185] lub wyzsze stezenia
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TXB2 w EBC astmatykéw [187]. Proba wyjasnienia tych rozbieznosci moga by¢ wyniki
badania Arakidy i wsp. Wykazali oni, ze zastosowanie wspolnego antagonisty dla receptora
tromboksanu (TP) i cysLTR1 w wigkszym stopniu ogranicza powodowany alergenem wzrost
oporu drog oddechowych niz kazdy z zastosowanych oddzielnie specyficznych antagonistow
dla tych receptorow (seratrodast dla TP, pranlukast dla cysLTR1). Autorzy sugeruja, ze
chorzy moga wykazywa¢ rozne, zalezne od dominacji tromboksanu lub leukotrienéw
fenotypy astmy [40]. W tacznosci z obecnymi wynikami, nalezy sadzi¢, ze dalsze badania i
proba oceny korelacji stezen tych eikozanoidow w EBC u chorych na astme¢ moga przynies¢
korzysci dla glebszego poznania patomechanizmow tej choroby.

Poziom 6ketoPGF1la — metabolitu prostacykliny, znanej z supresyjnego dziatania na
proces zapalenia alergicznego [74], byl wyzszy u uczestniczacych w obecnym badaniu dzieci
chorych na astme. Brak doniesien na ten temat innych autoréw, nie pozwala na wyciggni¢cie
jednoznacznych, pewnych ustalen co do obecnosci 1 zmiennosci tej prostacykliny w EBC u

dzieci z astmg w poréwnaniu do zdrowych.

5.2.4 Izoprostany

W prezentowanym badaniu nie stwierdzono ro6znic w stezeniach 8izoPGF2a
(przedstawiciela izoprostanéw) pomigdzy grupa astmatykéw a dzieémi zdrowymi. Ten
stabilny chemicznie, specyficzny produkt wolnorodnikowej peroksydacji lipidow jest
praktycznym wskaznikiem stresu oksydacyjnego i wynikajacych z niego uszkodzen in vivo.
Ilosciowe jego oznaczenie pozwala na oszacowanie udzialu wolnych rodnikow w
patofizjologii wielu choréb. Podwyzszone st¢zenia 8izoprostanu w EBC wykazano w
przebiegu astmy, przewleklej obturacyjnej choroby ptuc, mukowiscydozy, zespotu ostrej
niewydolnosci oddychania typu dorostych (ARDS), sarkoidozy ptuc, obturacyjnego bezdechu
sennego, a takze u zdrowych 0s6b po inhalacji ozonu [226]. Obserwowany w przypadku
astmy wzrost 8izoPGF2a w EBC wigzal si¢ najczgsciej ze stopniem ciezkosci 1 zaostrzeniem
choroby [195;196]. Uczestnicy obecnego badania w wigkszosci (23/70%/) prezentowali astme
kontrolowang i tylko 2 (6%) z ich jej cigzka postaé. Baraldi i wsp. obserwowali jednak
podwyzszone stezenia 8izoprostanu réwniez w EBC dzieci ze stabilng astma, niezaleznie od

stosowanego leczenia wGKS [184].

5.2.5 SHETE
Wykazane w obecnej pracy wyzsze stezenia SHETE w EBC dzieci z astma
potwierdzajg aktywacje¢ szlaku 5-LO w przebiegu zapalenia astmatycznego. Niestety brak

dotychczas doniesien na temat oznaczen tego metabolitu w EBC u dzieci. Wyniki
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omawianego badania pozostaja w zgodzie z wczesniejszymi doniesieniami dotyczacymi
dorostych, ktore wskazuja tez, ze podwyzszone poziomy SHETE dotycza zaré6wno chorych
dobrze tolerujacych aspiryne jak i tych z nadwrazliwo$cia na nig [146;193], a nawet moga by¢
wyzsze w astmie aspirynowej [193]. Levy i wsp., wykazali tez wyzszy poziom poziom
SHETE towarzyszacy podwyzszonym poziomom leukotrienow w aktywowanych probkach

petnej krwi dorostych chorych na astme¢ w poréwnaniu do grupy kontrolnej [227].

5.2.6 Leukotrieny cysteinylowe

Podwyzszone stezenie LTC4 w EBC dzieci z astmg w stosunku do ich zdrowych
rowiesnikoOw uczestniczacych w prezentowanym badaniu pozostaje w zgodzie z ich rolg w
patogenezie astmy i wezesniejszymi doniesieniami innych autorow. Wyzsze stezenia cysLTs
w EBC zostaly potwierdzone w kilku badaniach dotyczacych zaréwno dzieci jak i dorostych z
astmg [185;190;191;195;201]. W EBC pacjentéw z astmg aspirynowg nieleczonych wGKS
poziomy cysLTs sg wyzsze niz u leczonych wGKS astmatykow tolerujacych niesteroidowe
leki przeciwzapalne [228], natomiast u leczonych wGKS chorych z nadwrazliwos$cig na
aspiryne nie ro6znig si¢ istotnie od stwierdzanego u oso6b zdrowych [146;228]. Prowokacja
aspiryng nie zmienia poziomu wydychanych cysLTs ani w astmie aspirynowej ani u
astmatykoéw z dobrg tolerancjg aspiryny [193]. Obecnie juz, dobrze zostalo udokumentowane
dziatanie bronchokonstrykcyjne, mukosekrecyjne, zwigkszajace przepuszczalno$¢ naczyn
[98], rekrutacje komodrek zapalnych [100] oraz hamujace apoptoze eozynofilii [101] przez
cysLTs. Liczne badania potwierdzily tez ich role w patofizjologii remodelingu drog
oddechowych. W badaniach in vitro wykazano, ze LTD4 zwicksza proliferacje komorek
mieg$niowych drog oddechowych indukowang przez naskorkowy czynnik wzrostu [229],
a LTC4 zwigksza ekspresje kolagenazy w ludzkich fibroblastach ptucnych [230]. Henderson i
wsp. na modelu mysim wykazali, Ze montelukast ogranicza hyperplazj¢ migsniowki i
podnabtonkowe widknienie [231]. W tym kontekscie interesujace wydaje si¢ zastosowanie
oznaczen leukotrienow w EBC jako markerow procesu przebudowy $cian oskrzeli. Wyniki
badania Lex i wsp. sugeruja taka mozliwo$¢. Stezenia cysLTs w EBC dzieci z astma,
nieleczonych montelukastem, istotnie korelowaly bowiem z gruboscia blony podstawnej,

oceniang w bioptatach btony §luzowej oskrzeli, pobranych podczas bronchoskopii [200].

5.2.7 Leukotrien B4
W obecnej pracy, stgzenia LTB4 w EBC badanych astmatykéw okazaly sie
poréwnywalne ze stwierdzanymi u dzieci zdrowych. Poniewaz jest on uwazany za silny

czynnik chemotaktyczny dla neutrofili obserwacje te moga potwierdza¢, ze pacjenci nie
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wykazywali cech ostrej infekcji bakteryjnej i prezentowali stosunkowo niski stopien
alergicznego zapalenia drog oddechowych. Nalezy réwniez mie¢ na uwadze, ze wszyscy
badani astmatycy byli atopikami a tylko dwoje z nich miato ci¢zka posta¢ choroby. Mozna si¢
wiec spodziewac, iz prezentuja oni eozynofiliwy fenotyp astmy. Prawdopodnie migdzy
innymi z tego wzgledu, wyniki dotychczasowych badan dotyczacych poziomu LTB4 u
astmatykow sg niejednoznaczne. Wigkszo$¢ z nich wykazuje wyzsze stezenia w stosunku do
0sob zdrowych [185;190;202;203]. Montuschi i wsp. stwierdzili, ze wartosci te sa
selektywnie podwyzszone u dzieci chorych na astme nie leczonych wGKS [203]. Inni autorzy
wskazuja, ze takie leczenie ma ograniczony wptyw na poziom wydychanego LTB4 [185;197].
5.2.8 Stezenia eikozanoidow w EBC a ple¢, wiek, BMI z-score, nadreaktywnos¢
oskrzeli

W przeprowadzonym badaniu nie wykazano istotnych zalezno$ci analizowanych
parametrow EBC z picig badanych. Podobne wyniki uzyskali Sanak i wsp., ktérzy oceniajac
metabolity AA w EBC o0s6b zdrowych nie wykazali zwiazku ich stezen z plcig (poza
wyzszym poziomem 9allB-PGF2a u mezczyzn) [145], a wsrdd badanych astmatykow
(tolerujacy 1 nietolerujgcy aspiryng) jedynie stezenie LTD4 byto wyzsze u mezczyzn, a
PGEM wyzsze u kobiet [146].

Wiek dziecka w badaniu bedacym przedmiotem niniejszej dysertacji wplywat jedynie
na stezenie EXE4 w EBC (B=0,41, p=0,005). Korelacj¢ stezenia tej eoksyny z wiekiem
dziecka potwierdzajg tez Sachs-Olsen 1 wsp. [144].

Nie obserwowano tez zalezno$ci pomiedzy BMI z-score a badanymi parametrami
EBC. Nalezy jednak zauwazy¢, ze w prezentowanym badaniu nie uczestniczyly dzieci otylte
(tab. 1). W opublikowanej ostatnio pracy Giuoleka i wsp. wykazano istotnie wyzsze poziomy
LTE4 w moczu otytych astmatykéw w stosunku do chorych na astme¢ bez otytosci [232].

W obecnym badaniu nie znaleziono tez zwigzku stezen eikozanoidow ze stopniem
nadrektywnos$ci oskrzeli ocenianym w te$cie wysitkowym. Pozostaje to w zgodnos$ci z
wczesniejszymi doniesieniami [190;222]. Badania Brockmanna i wsp. wykazuja z kolei
wzrost syntezy cysLTs po prowokacji wysitkiem [217]. Wyniki uzyskane przez Carraro i
wsp. wskazujg na wyzsze stezenia cysLTs w EBC dzieci z astmg wysitkowa w stosunku do
astmatykéw bez powysitkowej nadreaktywnosci oraz ich korelacje ze spadkiem FEV1
podczas proby wysitkowej [175]. Shibata i wsp. wykazali z kolei ujemng korelacj¢ stgzen
LTE4 w EBC ze stezeniami metacholiny w tescie prowokacyjnym [233]. Moze to wskazywac
na zalezno$¢ nadreaktywnosci oskrzeli od stopnia zaawansowania zapalenia drog

oddechowych.
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5.2.9 Stezenia eikozanoidow w zaleznosci od parametrow klinicznych chorujacych na
astme

Oznaczone stezenia eikozanoidow nie wykazywaty zalezno$ci od stopnia cig¢zkosci
astmy. W badaniu uczestniczylo jednak tylko 6 (18%) dzieci z astma epizodyczng 1 2 (6%) z
ciezkg postacig choroby co moze stanowi¢ jeden z czynnikOw ograniczajacych wage
porownania migdzy tymi grupami chorych. Nalezy jednak podkresli¢, ze poziomy PGD?2 i
LTC4 byly wyzsze nie tylko u przewlektych astmatykow, ale takze w grupie dzieci z astma
epizodyczng, mimo ze ta podgrupa byta nieliczna (6 dzieci) w poroéwnaniu z grupg kontrola
(25 dzieci) — tab. 1. Doniesienia innych autorow wskazuja na istotnie wyzsze poziomy cysLTs
w cigzkiej astmie w stosunku do chorych z astmg tagodna, a z kolei brak roznicy pozioméw
tych mediatorow pomigdzy zdrowymi a chorymi z tagodng postacig choroby [190;192].
Podgrupy uczestnikow tych badan wykazywaty jednak istotne rdznice w parametrach
spirometrycznych, czego nie stwierdzano w obecnym opracowaniu.

Ponadto, w prezentowanym badaniu, st¢zenia eikozanoidow w EBC nie byly
powigzane ze stopniem kontroli astmy (brak réznic astma kontrolowana vs niekontrolowana).
Trzeba jednakze zaznaczy¢, ze wigkszos¢ astmatykow (23 /70%/) demonstrowata klinicznie
astme¢ kontrolowang. Powodem braku zwigzku migdzy stezeniami eikozanoidow w EBC a
cigzkoscig astmy lub wynikiem ACT mozne by¢ fakt, ze roéznica pomigdzy podgrupami
chorych z astmg kontrolowang (mediana ACT: 17) a niekontrolowang (mediana ACT: 23),
przy przyjetym punkcie odcigcia na poziomie réwnym 19, nie byla wystarczajagca do
identyfikacji znaczacej rdznicy pomiedzy poziomami metabolitow AA w tych grupach
badanych. Co wigcej, rdznice wartosci FEV1% naleznych migdzy tymi grupami byty
niewielkie (p>0,05) i wynosity odpowiednio: 98% i 104% normy. Mozna wigc przyjac, ze
odpowiednie leczenie zmniejszalo nasilenie procesu zapalnego i wyrownywalo poziomy
eikozanoidéw w tych grupach badanych. Wyniki Zanconato i wsp. wskazuja, na istotne
roznice stezen cysLTs u dzieci ze stabilng i niestabilng astmg, ale ta druga podgrupa
charakteryzowala si¢ znaczng niestabilno$cig choroby, wymagajaca przynajmniej 3-krotnego
leczenia systemowymi kortykosteroidami w roku poprzedzajacym badanie, pozostawata na
leczeniu LABA 1 wysokimi dawkami wGKS oraz prezentowata nizsze parametry
spirometryczne [195].

Obserwowany brak znaczacych relacji stezen metabolitow AA ze stopniem
zaawansowania leczenia wydaje si¢ wynika¢ z kilku powodéw. Do badania wiaczono tylko
siedmiu (21%) astmatykow, ktorzy nie przyjmowali wGKS, co ograniczato mozliwosci

porownan pacjentow z r6zng formg farmakoterapii. Ponadto dostosowanie poziomu
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zaawansowania leczenia, z zastosowaniem lekow kontrolujagcych odpowiednich do stopnia
cigzkos$ci astmy, skutecznie ograniczyto poziom alergicznego zapalenia u badanych dzieci.
Obserwowana supresja moze odpowiada¢ za porownywalne stezenia eikozanoidow w EBC u
tych chorych z réznymi stopniami ci¢zko$ci astmy. Za taka mozliwoscig przemawia
interwencyjne badanie, w ktérym grupie dzieci z astmag tagodna po wiaczeniu wGKS
nastgpowato istotne zmniejszenie stezenia LTE4 w ciggu 6 miesiecy ich stosowania w
porownaniu do warto$ci wyjsciowych. Zmianie tej towarzyszyl wzrost wskaznikow
spirometrycznych uczestnikow badania [197]. Wart odnotowania jest fakt, ze leczenie wGKS
nie zaktocato jednak roznicowania astmatykéw z ich zdrowymi rowiesnikami w badanej
populacji. Dotychczasowe inne obserwacje potwierdzaja ograniczone supresyjne dzialanie
wGKS na metabolizm AA. Moze to pozwala¢ na zastosowanie oznaczenia stezen
eikozanoidéw w EBC jako czynnika rdznicujacego zdrowych od astmatykow niezaleznie od
stosowanego leczenia. Uczestnicy badania Cap 1 wsp. zardwno dzieci jak i dorosli astmatycy,
charakteryzujacy si¢ prawidtowymi warto$ciami spirometrycznymi i leczeni wGKS mieli
znamiennie wyzsze st¢zenia cysLTs i LTB4 w EBC w stosunku do zdrowych [189]. W
badaniu Csoma i wsp. podwyzszone stezenia cysLTs w EBC obserwowano u dzieci z astmg
tagodna i umiarkowang leczonych wGKS (niskie 1 wysokie dawki), natomiast astmatycy z
epizodyczng manifestacja schorzenia mieli poziomy poréwnywalne z grupa zdrowa [190].
Brak zaostrzen astmy w okresie dluzszym niz 6 miesiecy (bez leczenia) powoduje
normalizacj¢ st¢zen LTE4 do poziomu dzieci zdrowych. Natomiast astmatycy, u ktérych
wystepuja nawet pojedyncze epizody §wiszczacego wydechu w okresie 6 miesiecy maja juz
poziomy tego leukotrienu odrozniajace ich znamiennie od grupy zdrowej. Z kolei dzieci z
niedawno wystepujacymi zaostrzeniami, mimo leczenia duzymi dawkami wGKS wykazywaty
stezenia najwyzsze [233]. Interesujagcym jest fakt, ze podgrupy astmatykow w tym badaniu
nie réznity si¢ poziomem IgE catkowitych ani eozynoflig surowicy. Moze to oznacza¢, ze
raczej aktywacja eozynofilii i/lub mastocytow moze bardziej znaczaco wptywac na poziomy
cysLTs w EBC niz rzeczywista liczba komorek.

Kortykosteroidy odpowiadajg co prawda za wzrost apoptozy eozynofili in vitro [234],
co potwierdzaja badania wykazujace redukcje liczby eozynofili w plwocinie indukowanej u
dzieci z astma po wlaczeniu do leczenia wGKS [235]. Jednak, eozynofilia drog oddechowych
moze utrzymywac si¢ u dzieci, u ktorych astma jest klinicznie kontrolowana wGKS [236].
Ponadto, zwigkszone stezenie badanych mediatoréw stanu zapalnego moze by¢ dodatkowo
zwigzane z aktywacja komorek tucznych. Leukotrieny cysteinylowe, ktorych gloéwnym

zrodlem produkcji sa mastocyty, przez swoj bezposredni wplyw na wzrost przezywalnos$ci
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eozynofili podtrzymuja eozynofilowe zapalenie w drogach oddechowych [101]. Prowadzi to
do dalszego wzrostu produkeji cysLTs i zwigkszenia rekrutacji eozynofilow. Wptyw leczenia
kortykosteroidami na regulacje uwalniania metabolitow AA 1 ich stezenia w EBC nie zostat
ostatecznie wyjasniony i opisany. Hamowanie ekspresji COX2 nie budzi watpliwosci,
natomiast nie ustalono ich oddzialywania na szlak 5-LO. Sugeruje si¢, ze moze w tym
odgrywac rolg niegenomowy mechanizm dzialania kortykosteroidéw. Udowodniono, ze w
tym mechanizmie kortykosteroidy przesuwajg metabolizm kwasu arachidonowego w
kierunku syntezy przeciwzapalnych endokannabinoidéw kosztem pozostatych przemian
[237]. Potwierdzono tez ich wptyw na aktywno$¢ lipokortynyl, ktora jest inhibitorem cPLA2
[238]. Kortykosteroidy prawdopodobnie czesciowo blokuja rowniez synteze cysLTs poprzez
selektywne oddziatywanie na syntazg LTC4 [239].

Do niedawna duze nadzieje o charakterze diagnostyczno-monitorujagcym wigzano z
tlenkiem azotu, ktéry zaczatl by¢ uznawany jako czuly marker alergicznego zapalenia
astmatycznego [240]. Jednak wyniki badan wskazujace na takie jego znaczenie wydaja si¢
by¢ nieprzekonujace i niejednoznaczne. Jest wiele danych wykazujacych, ze poziom FeNO
wzrasta nie tylko u atopowych astmatykow, ale rowniez u atopikoOw bez astmy [127;241].
Badanie Prasad i wsp. przeprowadzone na duzej liczbie ucznidéw wykazato wrecz brak
przydatnosci znaczenia FeNO w réznicowaniu astmatykow od innych dzieci z atopig [128].
Ponadto leczenie kortykosteroidami zaréwno systemowymi jak i wziewnymi powoduje nie
zawsze znaczgce obnizenie FeNO [60]. Z kolei badania, w ktérych stosowano algorytmy
modyfikacji leczenia na podstawie FeNO nie wykazaly przewagi kontrolowania astmy w
stosunku do zastosowania standardowych wytycznych [129-131]. W badaniu bedacym
przedmiotem dysertacji uczestniczyli atopowi astmatycy. Zgodnie z obserwacjami innych
autorow grupa astmatykow (wszyscy z atopig) w obecnym badaniu wykazywata wyzsze
poziomy FeNO w porownaniu do zdrowych rowiesnikow (bez atopii). Byty one nizsze w
grupie leczonej] wGKS w stosunku do pozostatych chorych (odpowiednio: 19 ppb vs 31 ppb),
ale nie byla to jednak roznica istotna statystycznie (p=0,64). Taki rozklad wartosci FeNO u
badanych dzieci, w pewnym sensie, potwierdza u nich kontrolowane stadium choroby, co jest
zgodne z oceng ACT oraz spirometryczna.

Na przewage oznaczenia LTs w EBC dla celéow diagnostycznych w poréwnaniu do
FeNO wskazuja wyniki kolejnych badan. Mondino i wsp. wykazali, ze stezenia LTE4 i LTB4
w EBC sg podwyzszone zarowno u leczonych jak i1 nieleczonych wGKS dzieci z astmag
atopowa, ale nie u atopikéw bez astmy w stosunku do zdrowej grupy kontrolnej. Natomiast,

poziomy FeNO s3 wyzsze zarowno u atopikdw bez astmy jak i tych z astmg nieleczonych
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wGKS. Nie wykazuja natomiast istotnych réznic mi¢dzy zdrowymi a astmatykami leczonymi
wGKS. Wiaczenie do leczenia wziewnego flutikazonu skutkowato 53% obnizeniem poziomu
FeNO a tylko 18% zmniejszeniem st¢zenia LTE4 [185]. Dane te wskazuja, ze FeNO i
stezenia LTs w EBC mogg odzwierciedla¢ rézne aspekty zapalenia drog oddechowych u
dzieci chorych na astm¢. Podobne wnioski mozna wyciagnaé z wynikow prezentowanych
przez Kietbasa i wsp. Badana przez nich grupa dzieci z astmg leczona wGKS miata stezenia
cys-LTs w EBC podobne do grupy bez takiego leczenia, a poziomy FeNO byly u nich nizsze
[191].

Podwyzszone st¢zenia wydychanych LTs przemawiajg za jednak utrzymujacym si¢
procesem zapalnym u dzieci leczonych wGKS. Moze to w pewien sposdb uzasadniaé
potrzebe addycyjnego leczenia lekami antyleukotrienowymi. W prezentowanym badaniu
tylko jedno z dzieci bylo leczone wytacznie montelukastem, u siedmiorga stosowano go
facznie z wGKS stad ocena wplywu tego leku na st¢zenia badanych eikozanoidow byla
utrudniona. Zastosowanie LTRA, jak wskazuje badanie Lex i wsp., obniza poziom cysLTs w
EBC atopowych astmatykow, w stosunku do chorych bez takiego leczenia [200]. U dzieci z
astmg atopowg, montelukast powodowat zmniejszenie o 1/3 wydychanego LTE4, a spadek
ten korelowatl z warto$ciami wyjsciowymi. Prawdopodobnie wptyw montelukastu zwigzany
jest z bezposrednim hamowaniem aktywnosci 5-LO [199]. Lek ten nie wptywal natomiast na
wydychany LTE4 u atopikow bez astmy [186]. Obserwacja ta moze mie¢ duze znaczenie w
identyfikacji pacjentow, ktorzy potencjalnie moga odnosi¢ wigksze korzysci z leczenia

LTRAs.

5.3 EACR

Sposrod 9 eikozanoidow, ktorych stezenia istotnie odrdzniaty astmatykow od zdrowej
grupy kontrolnej, analizy statystyczne pozwolity na wyltonienie czterech z nich jako
najistotniejszych dla diagnostyki ré6znicowej. W oparciu o nie wyznaczono réwnanie regresji
nazwane EACR.

Kryterium informacyjne Akaike, ktorym si¢ postuzono, pozwolito na wybor
spomiedzy modeli o r6znej liczbie predyktoréw (w omawianym przypadku 9 eikozanoidow)
tego/tych, ktory/e najlepiej aproksymuje/a rzeczywisto$¢ (prawidtowo przyporzadkowuje
badanego do grupy zdrowych lub astmatykow) i bylo mozliwie najprostszym (zawierato
najmniejszg liczbe parametrow). Innymi stowy, wyrdznilo istotne parametry modelu, od
parametrow dodatkowych, zwigkszajacych jedynie ogdélno$¢ modelu, ale nie majacych

znaczacego wpltywu na poprawe jego dopasowania. Dla spelnienia wymagan tej metody
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brakujace dane zostaly zastagpione medianami w odpowiednich podgrupach. Nalezy jednak
zauwazy¢, ze ich brak i1 konieczno$¢ ich uzupetienia do budowy modelu, dotyczyt tylko 3%
wszystkich wykonanych oznaczen. Ponadto, zastosowanie EACR do roznicowania
uczestnikow badania, u ktoérych oznaczono wszystkie parametry wykazato porownywalng
warto$¢ dyskryminacyjng testu (AUC: 0,968 vs 0,963, p>0,05). Opisany, skonstruowany
wskaznik - EACR wykazywal wysoka czuto$¢ (91,4%) 1 swoistos¢ (92%) diagnostyczna.
Doktadnos¢ testu z zastosowaniem EACR byla znacznie wyzsza w porownaniu do
kwalifikowania uczestnikow badania przy uzyciu kazdego z tych czterech eikozanoidow
oddzielnie. Réznica AUC dla EAPR w stosunku do pola pod krzywa ROC dla PGEM, PGD?2,
LTC4 jak 1 SHETE byla istotna statystycznie (rys. 6., tab. 5.). Ponadto, sprawnos¢
diagnostyczna testu z EACR byta znamiennie wyzsza niz pomiar FeNO lub nadreaktywnosci
oskrzeli w tescie wysitkowym (r6znice AUC przedstawiono na rys. 7. 1 w tab. 6.). Uzyskane
wyniki wskazuja, ze postawiona hipoteza, zakladajaca réznice profilu metabolitow AA w
EBC migdzy astmatykami a dzieémi zdrowymi zostala potwierdzona. Dodatkowo ocena
stezen eikozanoidow w EBC, szczegolnie z uwzglednieniem algorytmu EACR, okazata si¢
przydatnym narzedziem w roznicowaniu astmatykéw od dzieci zdrowych.

Nalezy zauwazy¢, ze ciagle nierozstrzygnigty problem normalizacji wynikow
oznaczen sktadnikow EBC (brak jednoznacznie okre$lonej metody oceny wspodtczynnika
rozcienczenia), stanowi istotny czynnik ograniczajacy testy z EBC jako narzedzie
diagnostyczne. By¢ moze, w przysztosci standaryzacja oznaczen EBC pozwoli nie tylko na
lepsze wyodrebnianie dzieci chorych, ale rowniez stworzy mozliwosci monitorowania
astmatycznego zapalenia i odpowiedniego dostosowywania poziomu zaawansowania
leczenia.

Koncepcja tworzenia zbiorow zmiennych (w obecnej pracy wskaznik EACR) dla
poprawy rdéznicowania nie jest catkowicie nowa w badaniach nad astmg. Niedawno, na
podstawie hierarchicznej analizy skupien (grupowania w klastry) Brasier 1 wsp.
zidentyfikowali specyficzne, niezalezne od leczenia wzorce cytokin w BAL-u
charakterystyczne dla czterech wyroznionych fenotypow astmy [242]. Co istotne, wykazali
oni, ze poziom zadnej z pojedynczych cytokin nie moze by¢ uzyty do identyfikacji
przynaleznosci ocenianych chorych do odpowiedniej grupy, a jedynie zastosowanie wzorca
uwzgledniajacego co najmniej 10 z nich zapewnia prawidtowa kwalifikacje. Poszczegdlne
grupy o okreslonym wzorcu cytokin w BAL-u roznity si¢ tez istotnie parametrami
klinicznymi, witacznie z rodzajem komorek w BAL-u, wynikami badan spirometrycznych,

nadwrazliwos$cia na metacholing i odwracalno$cig obturacji po P,-mimetykach. Dane te
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wskazuja, ze profil cytokin jest informatywny dla okreslenia fenotypoéw astmy bez udziatu
naktadajacych si¢ objawow klinicznych. Wzér cytokin w BAL-u uczestnikow badania ze
stabilng klinicznie przewlekta astma nie roznit si¢ migdzy astmatykami leczonymi i nie
leczonymi wGKS. W badaniu tym, wsrod astmatykéw z BHR w teScie z metacholing
zdefiniowano tez 3 podgrupy o réznym profilu 5 najistotniejszych cytokin. Klasyfikacja w
oparciu o ten model wykazata nie tylko istotne roznice stopnia nadreaktywnosci oskrzeli, ale
grupy te réznity si¢ réwniez eozynofilia BAL-u [242]. Badanie to potwierdza stusznos¢
koncepcji poszukiwania profilu czynnikdéw opisujacych: fenotyp kliniczny, przebieg choroby
oraz najlepsze metody terapeutyczne. Badacze nie zweryfikowali jednak powtarzalno$ci
pomiaru cytokin w BAL-u. Nie przetestowano tez, podobnie jak w badaniu prezentowanym w
dysertacji, opisanych modeli na autonomicznej populacji. Niemniej jednak wyniki te
wskazuja na otwierajace si¢ nowe mozliwosci diagnostyczne, wynikajace z dostepnosci
metod umozliwiajagcych oznaczanie wzoru mediatorow zapalnych w ALF pozyskiwanym

podczas procedury ptukania oskrzelowo-pecherzykowego lub obecnych w EBC.

5.4 Ocena zmiennosci eikozanoidow w EBC podczas kolejnych wizyt

Wigkszos$¢ uczestnikow II etapu badania (82%) wykazywata stabilny klinicznie
przebieg astmy (ocena ACT, warto$ci spirometryczne podstawowe i A%FEV1 oraz poziom
FeNO), jak i staly poziom zaawansowania leczenia (tab. 7). Przeprowadzone analizy
statystyczne potwierdzity brak istotnych r6znic pomigdzy badanymi parametrami klinicznymi
ocenianymi podczas wizyt kontrolnych (tab. 8, rys. 8. Ponadto charakteryzowaly si¢ one
wysokimi wspotczynnikami korelacji wewnatrzgrupowej (tab. 8). Stwarzalo to warunki
pozwalajace na probg¢ oszacowania zmiennosci poziomow eikozanoidow oznaczanych w
probkach EBC pozyskiwanych podczas kolejnych wizyt u stabilnych klinicznie astmatykow.
Wyniki analizy wariancji powtarzanych pomiarow dla rang Friedmana wskazaly na brak
istotnych réznic pomigdzy st¢zeniami wigkszo$ci ocenianych trzykrotnie pochodnych AA
(tab. 10). Co wazne, wytonione cztery najistotniejsze z nich, najlepiej réznicujace astmatykow
od grupy zdrowej wykazywaty stabilne st¢zenia przy niezmieniajagcym si¢ stanie klinicznym
badanych (rys. 9), z dobrg korelacja (z wyjatkiem stezen LTC4) wynikow uzyskiwanych
podczas kolejnych wizyt (tab. 11). Wyniki te, w kontek$cie z rezultatami dotychczas
opublikowanych badan wykazujacych wyzsze stezenia cysLTs w zaostrzeniach astmy [195] i
ciezkich jej postaciach [190;192], wydaja si¢ dawac nadziej¢ na otwarcie nowych mozliwosci
w diagnostyce 1 monitorowaniu astmatycznego zapalenia. Brak korelacji w zakresie LTC4

wynikat prawdopodobnie z duzej zmienno$ci mi¢dzyosobniczej, ktdra w znacznej mierze
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mogta by¢ uzalezniona od braku uwzglednienia wspodtczynnika rozcienczenia. Problem
standaryzacji procedury kolekcji EBC, ktéra zapewniataby lepsza powtarzalno$¢ pomiarow,
jak juz wspomniano, wcigz nie zostat rozwigzany.

Badania innych autoré6w wskazuja, ze zapewnienie warunkow zgodnych z
rekomendacjami ATS/ERS, z zastosowaniem komercyjnego kondensatora EcoScreen
pozwala jednak na pozyskanie porownywalnych objetosci EBC (wspodtczynnik zmiennos$ci
ok. 20%), a stezenia H,O; 1 8-izoprostanu charakteryzuja si¢ odpowiednio 12% 1 25% miedzy
tygodniowg zmiennos$cig [243]. Niewatpliwie, powtarzalno$¢ pomiarow uwarunkowywana
jest rowniez czutoscig i doktadno$cia stosowanych technik analitycznych. Postugiwanie si¢ w
prezentowanym badaniu referencyjnymi, wysokoczutymi i doktadnymi metodami okreslenia
stezen eikozanoidéw (GC-NICI-MS, HPLC-MS?) stanowi czynnik pozytywnie wplywajacy
na zgodno$¢ wynikdéw powtarzanych pomiaréw. Metody o nizszej czutosci rowniez pozwalajg
na uzyskanie akceptowalnej zgodnosci, przy czym EIA wykazuje nizsza powtarzalno$¢ niz
RIAs w odniesieniu do oznaczen leukotrienéw w EBC [185]. W badaniu Carraro i wsp.
oznaczenie 8-izoprostanu za pomocg GC-NICI-MS w probkach EBC pozyskanych w 1
godzinnych odstgpach czasowych charakteryzowato si¢ wartoscig ICC = (.72, natomiast
oznaczenia metoda EIA dawaly ICC = 0,53, co jest wyrazng roznicg i przemawia za
metodami wysokoczutymi [209].

Powtérna kwalifikacja chorych wg algorytmu EACR, na podstawie badan EBC
potwierdzita rozpoznanie astmy u 24 (89%) 1 22 (81,5%) chorych odpowiednio podczas wizyt
B i C. Wykazano tez wysoka zgodno$¢ kwalifikacji poszczegolnych chorych w kolejnych
wizytach (rys. 10, tab. 13). Uzyskane wyniki sugeruja potwierdzenie przydatnosci
wyznaczonego EACR jako narzedzia diagnostycznego w astmie dzieciecej. Niewatpliwie
wnioski powinny by¢ ostrozne. W drugim etapie badania uczestniczyty jedynie dzieci chore
na astme. Ponadto grup¢ badang stanowili atopowi astmatycy co stanowi kolejne ograniczenie
kliniczne, zwlaszcza majac na uwadze wyniki badan dotyczacych niepowodzenia

diagnostycznego przy stosowaniu oznaczen FeNO.

5.5 Perspektywy dalszych badan

Wyniki przeprowadzonego badania wskazuja, ze okreslenie profilu eikozanoidéw w
EBC z wykorzystaniem wysokorozdzielczych metod otwiera nowe, nieinwazyjne mozliwos$ci
diagnostyczne w astmie u dzieci. Jednym z najistotniejszych jego ograniczen jest brak
okreslenia wspotczynnika rozcienczenia ALF w probkach EBC. Standaryzacja poprzez jego

zastosowanie by¢ moze pozwoli rowniez na okreslenie nasilenia zapalenia drog oddechowych
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w przebiegu astmy. Proby jednoczasowego z eikozanoidami oznaczenia poziomu wolnego
kwasu palmitynowego w probkach EBC metoda GC-MS, jako wskaznika rozcienczenia,
skutkowaly poprawa dokladnosci metody [144-146;193]. Praktyczne jego zastosowanie do
standaryzacji probek EBC wymaga jednak dalszych badan.

Dla odpowiedniej oceny opisanego algorytmu diagnostycznego (EACR) konieczna
bedzie jego weryfikacja w badaniach prospektywnych. Nalezatoby sprawdzi¢ jego wartos¢
dyskryminacyjng wsrdd dzieci atopowych bez objawoéw astmy i z astmg o r6znym stopniu
ciezkosci 1 zaawansowania leczenia, a takze posrdd nieatopowych astmatykow w odniesieniu
do zdrowej grupy kontrolne;j.

Celowe byloby takze seryjne oznaczanie profilu eikozanoidow EBC w trakcie
okresow zaostrzen choroby do czasu uzyskania remisji objawow, z uwzglednieniem
stosowanego leczenia. Mogtoby to rzuci¢ nowe §wiatlo na patomechanizmy choroby.

W chwili obecnej ocena EBC nie wydaje si¢ jeszcze przydatna do rutynowego
zastosowania w praktyce klinicznej mi¢dzy innymi z powodu ograniczonej dostgpnosci
drogiego sprzetu. Z uwagi na zupetng nieinwazyjnos¢, prostote procedury uzyskiwania EBC,
mozliwos¢ powtarzania badania w dowolnych odstepach czasowych i niezaleznie od stanu
klinicznego pacjenta oraz brak wptywu na funkcje¢ uktadu oddechowego i nasilenie toczacego
si¢ procesu zapalnego, moze ona jednak oferowaé poszerzenie pola poznawczego oraz
leczniczego w astmie. W przysztosci, badanie EBC w polaczeniu z innymi biomarkerami
bedzie by¢ moze pomocnym narzgdziem diagnostyczno-monitorujacym w tej czestej
chorobie, zwlaszcza u matych dzieci, u ktérych badania czynno$ciowe pluc s3 trudne do

przeprowadzenia.
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6 Whnioski

1. Zastosowanie wysokoczutych metod analitycznych (GC-NICI-MS, HPLC-MS?)
pozwala na identyfikacje eikozanoidow i1 wyznaczenie ich stezen w EBC u dzieci z
astmg, nawet w przypadku jej postaci epizodyczne;.

2. W EBC u dzieci chorych na astm¢ wystepuja istotnie wyzsze stezenia PGEM, PGD2,
9a11B-PGF2a, PGF2a, 6keto-PGFla, LTC4, trans-LTC4, SHETE oraz nizsze st¢zenie
11dehydro-TXB2 w stosunku do zdrowych réwiesnikow.

3. Stezenia badanych eikozanoidéw nie réznily si¢ istotnie w zaleznosci od stopnia
cigzkos$ci astmy, stopnia jej kontroli, jako$ci uczulenia, zakresu stosowanego leczenia
przeciwastmatycznego.

4. Zestaw czterech sposrod oznaczanych eikozanoidéw (PGEM, PGD2, LTC4 i SHETE),
z wyznaczeniem wartosci regresji liniowej bedacej funkcja tych czterech zmiennych,
jest najtrafniejszym narzedziem diagnostycznym. Skonstruowana funkcja zostata
nazwana eikozanoidowym wskaznikiem predykcji astmy (EACR).

5. Trafnos$¢ diagnostyczna wskaznika EACR dla rozpoznawania astmy u dzieci nie
zalezala od stopnia cigzkosci choroby, obecnosci atopii, czy stosowanego leczenia
przeciwastmatycznego.

6. Warto$¢ dyskryminacyjna funkcji EACR dla identyfikacji dzieci z astmg jest znaczaco
wyzsza od dotychczas stosowanych wskaznikow takich jak FeNO lub ocena
nadreaktywnosci oskrzeli.

7. Zmienno$¢ miedzyosobnicza oraz  wewnatrzosobnicza stezen ~ wybranych
eikozanoidéw (PGEM, PGD2, LTC4 i SHETE) oraz wartosci EACR jest nieistotna w
astmie stabilnej u dzieci.

8. Nie wykazano istotnych zmian kierunku stezen wybranych eikozanoidow, czy

wartosci EACR w zaleznos$ci od zmiany stopnia kontroli astmy.

Zestaw, profil wybranych eikozanodidow w EBC (wskaznik EACR) wydaje si¢ by¢
warto$ciowym narzedziem diagnostycznym w astmie dziecig¢cej, jednak niewystarczajagcym

dla monitorowania przebiegu tej choroby.
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Streszczenie

Przydatno$¢ oznaczenia eikozanoidow w kondensacie powietrza wydechowego
u dzieci z astma

Rozpoznanie astmy stanowi trudny problem diagnostyczny u dzieci, poniewaz
bezposrednia ocena zapalenia drog oddechowych 1 badania czynnosciowe uktadu
oddechowego maja w tej grupie wiekowej ograniczone zastosowanie. Z tego wzgledu
wszelkie nieinwazyjne metody diagnozowania w tej grupie wiekowej mogg miec istotne
znaczenie kliniczne. Analiza skladu kondensatu powietrza wydechowego (EBC) z
zastosowaniem wysoko czutych metod, takich jak wysokosprawna chromatografia cieczowa z
tandemowa spektrometria masowa (HPLC-MS?) oraz chromatografia gazowa ze
spektrometrig masowg z ujemng jonizacjg chemiczng (GC-NICI-MS), moze okaza¢ si¢ wigc

bardzo przydatna w tym zakresie.

Produkty biotransformacji lipidow blon komorkowych (w tym eikozanoidy)
odgrywajg istotng role w przebiegu procesu zapalenia astmatycznego. Celem I etapu
prezentowanej pracy bylo poszukiwanie roznic w sktadzie eikozanoidow w EBC (za pomoca
HPLC-MS? i GC-NICI-MS) oraz okre$lenie powigzan miedzy nimi, ktére moglyby by¢
najbardziej przydatne w diagnostyce astmy. W tym celu, w oparciu o najistotniejsze
eikozanoidy (wyrdznione za pomocg metod dyskryminacyjnych), zostal opracowany
matematyczny model diagnostyczny. W II etapie badania oceniano zmienno$¢ w czasie
ocenianych parametrow w odniesieniu do przebiegu klinicznego astmy.

Do I etapu badania o charakterze przekrojowym i II etapu o charakterze
prospektywnym wlaczono 35 dzieci w wieku 12,4 + 3,1 lat, leczonych w Poradni
Pulmonologiczno - Alergologicznej Uniwersyteckiego Szpitala Dziecigcego w Krakowie.
Wszyscy pacjenci spetniali kryteria diagnostyczne astmy, a cigzko$¢ choroby zostata ustalana
zgodnie z kryteriami GINA. Poziom kontroli astmy oceniano za pomoca testu kontroli astmy
(ACT). Grupg kontrolng stanowito 25 zdrowych, dzieci bez atopii (wiek 11,8 + 3,2 lat).

Kolekcja probek EBC =zostala wykonana  zgodnie ze standardami ATS/ERS,
z wykorzystaniem urzadzenia Eco Screen 1 Jaeger (Hoechberg GmbH, Niemcy)
wyposazonego w putapke $liny. Do pomiaru stezen: PGE2 1 jego metabolitu PGEM /tetranor-
PGEM/, PGD2, 6ketoPGFla, 11dehydro-TXB2, LTB4, LTC4 i jego izomeru transLTC4,
LTD4, LTE4, SHETE, 12HETE, 15SHETE, LXA4, EXC4, EXD4, EXE4 w EBC zastosowano
metode HPLC-MS?. Stezenia 9a,118-PGF20, PGF2a oraz 8izo-PGF2a zostaty okreslone przy
uzyciu GC-NICI-MS.
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Podczas pierwsze] wizyty (wizyta A 1 etapu) wykonywane byly nastepujace
procedury: oszacowanie poziomu kontroli astmy (ACT), ujawnienie cech atopii w stosunku
do pospolitych aeroalergenéw (punktowe testy skorne), okreslenie poziomu wydychanego
tlenku azotu (FeNO), pomiar spoczynkowych parametrow spirometrycznych, a nastgpnie
ocena nadreaktywnosci oskrzeli (BHR) za pomoca testu wysitkowego. BHR rozpoznawano
gdy wzgledne obnizenie FEV1 po wysitku (A%FEV1) wynosito co najmniej 10%. Okreslano
tez bezwzgledng eozynofili¢ krwi obwodowej i poziom IgE catkowitego w surowicy

W 1I etapie badania, 27 dzieci z grupy astmatykow byto ocenianych podczas dwdch
kolejnych wizyt, po 2 tygodniach (wizyta B) 1 6 tygodniach (wizyta C) od wizyty A. Podczas

kazdej z nich powtarzano wszystkie procedury wizyty A (z wyjatkiem testow z krwi).

Istotno$§¢ rdéznic pomiedzy grupa astmatykow a kontrolng dla zmiennych
parametrycznych 1 nieparametrycznych byla szacowana za pomocg, odpowiednio: testu
Manna-Whitneya lub testu Ch2. Wptyw zmiennych towarzyszacych oceniano za pomoca
analiz ANOVA/ANCOVA. Ponadto, do modelowania stanu chorobowego na podstawie
stezen eikozanoidéw zastosowano wieloczynnikowa regresje logistyczng w oparciu o
kryterium informacyjne Akaike. Krzywe ROC wykorzystano do oceny i1 pordéwnania
sprawnosci diagnostycznej odpowiednich parametréw z roznych badan. Porownan wartosci
zmiennych z kolejnych wizyt przeprowadzono za pomocg testu Friedmana, a ich korelacj¢
oszacowano obliczajagc wspotczynnik korelacji wewnatrzgrupowej (ICC). Oceny zgodnos$ci
kwalifikacji astmatykow podczas wszystkich trzech wizyt dokonano obliczajac wspotczynniki

kappa Cohena i kappa Fleissa. Warto$¢ p< 0,05 uznano za istotng statystycznie.

Dzieci chore na astm¢ wykazywaly istotnie wyzsza bezwzgledna eozynofilie krwi
obwodowej, stezenia IgE calkowitego w surowicy, poziom FeNO oraz A%FEV1. BHR byta
réwniez czestsza u dzieci z astmg w poréwnaniu do zdrowych.

Stezenia nastepujacych eikozanoidow: PGEM (p=0,001), PGD2 (p <0,001), PGF2a
(p=0.001), 6ketoPGFla (p=0,03), LTC4 (p <0,001), transLTC4 (p=0,04), SHETE (p=0,02)
oraz 9a,11B-PGF2a (p=0.001) byly istotnie wyzsze, podczas gdy poziom 11dehydro-TXB2
(p=0,02) byt istotnie nizszy w EBC u chorych na astm¢ w poréwnaniu do dzieci zdrowych.
Nie wykazano znamiennego wptywu na st¢zenia eikozanoidéw (w obu grupach): wieku, pfci,
BMI z-score, ani A%FEV1. W grupie astmatykéw poziomy ich nie zalezaty tez istotnie od
stopnia cigzko$ci astmy, nadwrazliwo$ci na roztocza kurzu domowego, stopnia
zaawansowania leczenia, wyniku testu ACT i oceny BHR. Kryterium informacyjne Akaike
oraz regresja logistyczna wytonily cztery skladowe kondensatu: PGEM, PGD2, LTC4,
SHETE, ktore stanowily predyktory dla opisanego eikozanoidowego wspotczynnika predykcji
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astmy (EACR). Wykazano, ze pole pod krzywa ROC (AUC) dla EACR bylo istotnie wigksze
niz AUC kazdego z jej sktadnikow z osobna (réznica AUCgacr 1 : AUCpgem= 0,1577
(p=0,002); AUCpgpr= 0,1017 (p=0,018); AUCrrca= 0,1714 (p=0,001); AUCspgrg= 0,2423
(p<0,001)). Ponadto, EACR byt lepszym (wigksze AUC) narzedziem przewidywania astmy u
badanych dzieci niz FeNO lub BHR (r6znica AUCgacr 1 : AUCpeno= 0,1314  (p=0,033);
AUChryrevi= 0,2114 (p=0,002)). W okresie obejmujacym II etap badania (wizyty B i C)
wickszo$¢ pacjentow prezentowala stabilny przebieg astmy w ocenie ACT 1 wartoSci
spirometrycznych oraz nie wymagata modyfikacji leczenia. Z tego wzgledu, nie stwierdzono
istotnych rdéznic w stezeniach wigkszosci eikozanoidow podczas kolejnych trzech wizyt
(p>0,05). Ich stgzenia wykazywaly powtarzalnos¢: dobrg dla PGEM i PGD2 (ICC dla obu
>0,5) 1 umiarkowang dla SHETE (ICC>0,25). Klasyfikacja wszystkich 27 chorych na
podstawie wartosci EACR w trakcie nastepowych wizyt, wykazata potwierdzenie
rozpoznania u 20 z nich podczas kazdego z trzech badan, w 25 przypadkach w co najmniej 2
badaniach. Wykazano takze wysoki stopien zgodnosci tej kwalifikacji (wspotczynniki dla 3
wizyt: kappa Cohena >0,77 1 kappa Fleissa = 0,82).

Koncepcja analizy sktadu EBC w astmie zastuguje na szczegdlng uwage ze wzgledu
na kompletng nieinwazyjnos$¢ metody. Eikozanoidy i1 ich metabolity w omawianym badaniu
oznaczono zbardzo duzg dokladnoscia 1 czulo$cig. Przeprowadzone badanie, wedlug
dostepnych informacji, jako pierwsze poddaje analizie szereg metabolitow AA w EBC z
nastgpowa probg identyfikacji tych z nich, ktorych profil najlepiej réznicuje dzieci chorujace
na astme od ich zdrowych réwiesnikéw. Skonstruowany wskaznik - EACR wykazal wysoka
czuto$¢ (91,4%) i swoistos¢ (92,0%) diagnostyczng. Prezentowane badanie obejmowato tylko
siedmiu (21%) astmatykow, ktorzy nie przyjmowali wGKS, co ograniczalo mozliwosci
poréwnan pacjentdw z ré6znym stopniem zaawansowania leczenia kontrolujacego. Nalezy
jednak podkresli¢, ze stezenia PGD2 i LTC4 byly wyzsze nie tylko w EBC u przewleklych
astmatykow, ale takze w grupie dzieci z astmg epizodyczng. Inne badania wykazaty, ze
stezenia LTE4, LTB4 w EBC byly podwyzszone zaréwno u leczonych jak i nieleczonych
wGKS dzieci z astma atopowa, ale nie u zdrowych pacjentow atopowych. Te obserwacje
pozostaja w odwrotnej zalezno$ci wptywu wGKS na FeNO u dzieci i dorostych z astma
(w wiekszosci przypadkow poziom FeNO obnizal si¢ po zastosowaniu wGKS). Wczesniejsze
badania przeprowadzone u dorostych chorych na astmg¢ nie leczonych wGKS nie wykazywaty
roznic w stezeniach PGE2 w EBC pomigdzy astmatykami a zdrowymi. Niemniej jednak inni
autorzy odnotowali réznice w stezeniach PGE2 w EBC pomiedzy chorymi na astme

aspirynowg a astmatykami z dobrg tolerancjg aspiryny i grupg zdrowg. Dane te wskazujg na
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zwigkszony metabolizm PGE2. Z kolei, badania nad inng prostaglandyng - PGD2, u
pacjentdw z astma, dotyczyly gtdownie posredniej oceny poprzez oznaczanie jej metabolitow
w moczu, BAL-u i osoczu. Prezentowane badanie dodaje informacje, ze st¢zenia PGD2
réwniez w EBC u dzieci z astma byly istotnie wyzsze oraz fakt, ze metoda HPLC-MS? byta
wystarczajgca dla oznaczenia tego eikozanoidu. Odnotowane wyzsze stezenia LTC4 w EBC u
dzieci z astma w poréwnaniu do 0séb zdrowych sa zgodne z wczesniejszymi doniesieniami.
Podwyzszone stezenia cysLTs w EBC astmatykow zostaty potwierdzone w kilku badaniach
zaréwno u dzieci jak i dorostych, szczegdlnie w cigzkich postaciach choroby. Natomiast, w
obecnym badaniu stezenia LTB4 w EBC u chorych na astm¢ byly poréwnywalne z
obserwowanymi u zdrowych dzieci. Nalezy zauwazy¢, ze wszyscy badani byli atopowymi
astmatykami z podwyzszonymi poziomami FeNO, stezeniami IgE catkowitych i bezwzgledna
eozynofilig oraz nie wykazywali cech infekcji bakteryjnej. Mozne to czgSciowo wyjasniac
odmienno$¢ uzyskanych wynikow w stosunku do wczesniejszych badan wykazujacych
wyzsze stezenia LTB4, ale mierzonych metodami immunologicznymi.

Nowa obserwacja w prezentowanym badaniu sg wyzsze stezenia SHETE w EBC u
dzieci z astma, co potwierdza aktywacje szlaku 5-LO w przebiegu astmatycznego zapalenia.
Ponadto, drugi etap badan wykazal, ze stezenia eikozanoidow w stabilnej klinicznie astmie
nie wykazujg istotnych zmian w zebranych probkach EBC podczas kolejnych wizyt.

Istniejg jednak pewne ograniczenia prezentowanego badania. Najwazniejszym z nich
jest stosunkowo mata liczba dzieci, zwlaszcza tych z niekontrolowang astmg. Innym, jest fakt
obserwowanej duzej zmienno$ci migdzyosobniczej oznaczanych stezen eikozanoidow
Prawdopodobnie w przysztosci, ustalenie referencyjnego wskaznika rozcienczenia EBC

pozwoli na bardziej precyzyjnie okreslanie zawartych w nim zwigzkow, w tym eikozanoidow.

Podsumowujac: Stezenia PGEM i1 PGD2, PGF2a, 6ketoPGFla, LTC4, transLTC4,
SHETE i 9a11B-PGF2a w EBC sa wyzsze, a st¢zenie 11dehydro-TXB; jest nizsze u dzieci z
astmg atopowa w porownaniu ze zdrowymi rowiesnikami bez cech atopii. Oznaczenie stezen
eikozanoidow w EBC z zastosowaniem HPLC-MS® i GCMS-NICI-MS pozwolito na
okreslenie ich profilu w badanej populacji. Zdefiniowany EACR, uwzgledniajacy stezenia:
PGEM i PGD2, LTC4, SHETE w EBC pozwolit na bardzo doktadne r6znicowanie badanych
chorych na astme¢ od grupy kontrolnej. Dalsze prospektywne badania s3 niezbedne do oceny
proponowanego wskaznika EACR w konteks$cie diagnozowania 1 monitorowania astmy u

dzieci.
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Summary

Usefulness of eicosanoids in exhaled breath condensate (EBC) analysis in children with
asthma

In children, asthma diagnosis is a challenging process because the direct assessment of
airway inflammation and respiratory function tests in this age group have limited application.
For this reason, any non-invasive diagnostic methods for pediatric asthma would be of a great
clinical value. In a such situation, acquisition of analyses of exhaled breath condensate (EBC)
composition by highly sensitive methods, such as high performance liquid chromatography-
tandem mass spectrometry (HPLC-MS?) or a gas chromatography negative—ion chemical

ionization mass—spectrometry (GC-NICI-MS), will be very desirable.

Biotransformation products of the cell membrane lipids (including eicosanoids) play a vital
role in the asthmatic inflammation process. The aim of the I Phase of this study was to find
out differences in eicosanoids composition in EBC (using HPLC-MS? and GC-NICI-MS) and
establish these compounds, which would be most adequate for asthma diagnosis in children.
For this purpose, mathematical model was developed as a diagnostic tool, using the most
relevant eicosanoids measured in EBC. In II Phase of this study, the time variability of the

determined parameters was estimated and correlated with the course of asthma.

In this cross-sectional study in the I Phase and prospective in the II Phase, 35 children
aged 12.4 yrs + 3.1 were recruited from the Outpatient Department of Pulmonology and
Allergology of the University Children's Hospital in Krakow. All patients fulfilled diagnostic
criteria for asthma and severity of the disease was determined according to the GINA criteria.
The level of asthma control was assessed using the Asthma Control Test (ACT). The control

group consisted of 25 healthy, non-atopic children (age 11.8 yrs + 3.2).

EBC collections were done in accordance with the standards of ATS/ERS using an
Eco Screen I Jaeger (Hoechberg GmbH, Germany) condenser equipped with a saliva trap.
Validated HPLC-MS® method was used to measure: PGE2 and its metabolite PGEM
/tetranor-PGEM/, PGD2, 6ketoPGF1la, 11dehydro-TXB2, LTB4, LTC4 and its isomer trans-
LTC4, LTD4, LTE4, SHETE, 12HETE, 15HETE, LXA4, EXC4, EXD4, EXE4 in EBC.
Levels of 90,11B-PGF20, PGF2a and 8iso-PGF2a were determined using GC-NICI-MS

methods.

During first visit (visit A in the I Phase) the following procedures were done:
estimation of the asthma control levels (ACT), revealing atopy to common allergen (skin

prick tests), collection of the ECB samples, determination of the exhaled nitric oxide (FeNO)
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levels, measurement of the basic spirometric parameters and than after estimation of the
bronchial hyperresponsivenss (BHR) by exercise challenge test. BHR was regarded present,
when a relative fall of FEV1 after exercise (A%FEV1) was at least 10%. Determinations of

the absolute eosinophils counts and the total serum IgE levels were done.

In the II Phase of this study, 27 children out of asthmatic group were seen in the two
consecutive visits, in 2 weeks (visit B) and in 6 weeks (visit C) after the visit A of the I Phase.

All procedures of the visit A (except blood tests) were repeated during subsequent visits.

Differences between asthmatic and control groups in parametric or non-parametric
variables were estimated by the Mann-Whitney test or the ch2 test, appropriately. The impact
of different variables was assessed by ANOVA/ANCOVA analyses. Moreover, the Akaike
information criterion was applied to multivariate logistic regression modeling of the disease
status based on the ecosanoids levels. The ROC curves were used to estimate and compare the
diagnostic accuracy of different tests with the relevant parameters. Comparisons of
subsequent visits variables were done using Friedman's test and their correlation was
estimated by the ICC (Intraclass Corelation Coefficient). In asthmatics, assessment of
classification compatibility through all three visits was made by calculating Cohen's kappa

and Fleiss’ kappa coefficients. A p-value 0.05 was considered statistically significant.

In this study, asthmatic group showed a significantly higher absolute eosinophils
counts, serum total IgE, FeNO levels and A%FEV1 in comparison to the control group. BHR

was significantly more common in children with asthma than in healthy controls.

The levels of following eicosanoids: PGEM (p=0.001), PGD2 (p<0.001), PGF2a
(p=0,001), 6keto-PGF1la (p=0.03), LTC4 (p<0.001), trans-LTC4 (p=0.04), SHETE (p=0.02)
and 90,1 1BPGF2a (p=0.001) were significantly higher, while the level of 11dehydro-TXB2
(p=0.02) was significantly lower in asthmatics compared to controls. There was no significant
impact of the following variables: age, gender, BMI z-scores, and A%FEV1 on eicosanoids
levels in either group. In asthmatic group, eicosanoids levels did not related to asthma severity
level, atopy to house dust mites, grade of asthmatic treatment, ACT score and BHR. The
Eicosanoids Asthma Classification Ratio (EACR) was computed (with the Akaike
information criterion application) as the logistic regression function using four most relevant
eicosanoids levels: PGEM, PGD2, LTC4 and SHETE. It has been shown that area under the
ROC curve (AUC) for EACR was significantly larger than AUC for the each component
individually (differences between AUCgacr and: AUCpgem= 0.1577 (p=0.002); AUCpgpr=
0.1017 (p=0.018); AUCr1cs= 0.1714 (p=0.001); AUCspere= 0,2423 (p<0.001). Moreover,

EACR was significantly superior with comparison to FeNO or BHR as a tool for asthma
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prediction in studied children (difference between AUCgacr and: AUCgno= 0.1314
(p=0,033); AUCpyrevi= 0.2114 (p=0.002)) .

Within the range of visit A and visit C (II Phase of study), the most patients presented
stable course of asthma by the ACT assessment and spirometric parameters and they did not
require a treatment modifications. There were no significant differences in the levels of most
of eicosanoids during the consecutive three visits (p> 0.05). Their levels showed repeatability:
good for PGEM and PGD2 (ICC for both >0.5) and moderate for SHETE (ICC >0.25).
Classification of all 27 patients on the basis of EACR was checked during each visit. The
diagnosis concordance was observed in 20 cases for all three visits and in 25 cases for at least
two visits. High degree of conformity of classification based on EACR was shown

(coefficients for 3 visits: kappa Cohen's >0.77 and kappa Fleiss = 0.82).

The idea of analysis of EBC for asthma assessment is very appealing, due to
completely noninvasiveness of the method. Eicosanoids and their metabolites in this study
were measured with very high precision and sensitivity. To the best of our knowledge, it is the
first study, which analyzed a set of eicosanoids in EBC in order to identify their profile that
would the best differentiate asthmatic children and healthy subjects. Constructed equation
(EACR) distinguished asthma in this study with a high accuracy (91.4% sensitivity, 92.0%
specificity). It should be emphasized that this study included only seven (21%) asthmatics
without ICSs, what was limiting factor for the comparisons of patients in the relation to the
controller medications. However, it should be stressed that the levels of PGD2 and LTC4
were higher not only in persistent asthmatics, but also in the group of children with
intermittent asthma. Other studies show, that the levels of LTE4, LTB4 in EBC was eclevated
both in ICSs treated and untreated children with atopic asthma but not in healthy atopic
subjects. This observations is opposite to the impact of ICSs on FeNO levels in pediatric and
adult patients with asthma (in most cases, FeNO levels are diminished after ICSs). Previous
studies conducted in adult steroid-naive asthmatics showed no difference in PGE2 levels
between asthmatics and healthy controls. Nevertheless, other authors reported a difference in
the levels of PGE2 metabolites between patients with aspirin induced or asthma tolerant and
healthy adult subjects. These data suggest an increased metabolism of PGE2. In the past,
prostaglandin D2 was precisely but indirectly evaluated in asthmatic patients, mainly its
metabolite in urine, bronchoalveolar lavage fluid and plasma. This study added to the
previous ones information that PGD2 levels in EBC are elevated in asthmatics, too. They
were significantly higher in asthmatic children and this study showed that the determination
of this eicosanoid by HPLC-MS? was satisfactory. In this study, reported higher levels of

LTC4 in the condensate in children with asthma compared to the healthy control subjects are
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consistent with previous reports. Elevated levels of cysLTs in asthmatics” EBC were observed
in several studies in both children and adults, especially in severe forms of the disease. There
was added in the present study that the levels of LTB4 in EBC asthmatic subjects was
comparable with these observed in healthy children. It should be noted that all subjects were
atopic asthmatics with elevated FeNO, IgE levels and eisinophilic counts without bacterial
infection during study. It could partially explain different LTB4 results in this study to others

showing higher levels of this eicosanoid in EBC but measured by immunoassays.

There is new observation in presented study that SHETE levels in EBC in children
with asthma are elevated, what confirms activation of 5-LO pathway in the course of
asthmatic inflammation. The II Phase of the study showed that eicosanoids levels in clinically
stable asthma show no significant variation in samples of EBC collected throughout the

course of the disease.

However, there are certain shortcomings of our study. The most important one is a
relatively small number of children, especially those with uncontrolled asthma. Another
restriction of the present study is the fact that eicosanoids levels presented high inter-subject
variability. Probably in the future, a reference dilution indicator will be discovered what will

allow to estimated compounds of EBC more precisely.

In conclusion: The levels of PGEM, PGD2, PGF2a, 6ketoPGF1a, LTC4, trans-LTC4,
SHETE, 9a,11BPGF2a in EBC are higher but level of 11dehydro-TXB2 is lower in children
with atopic asthma as compared to healthy non-atopic peers. Measurements of eicosanoids
profiles in EBC by HPLC-MS? and GCMS-NICI-MS had generated data arranged in a
set/pattern of variables and showed a specific profile in this study population. The computed
EACR, which takes into account levels of PGEM, PGD2, LTC4, SHETE in EBC, allowed
highly accurate discrimination of studied asthmatic and control group subjects. Other
prospective studies are necessary to evaluate the proposed EACR in the context of diagnosing

and monitoring childhood asthma.
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