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SKRÓTY I SYMBOLE UŻYWANE W PRACY

A|, A2a, A2b, A] - receptory adenozynowe
AIA - astma z nadwrażliwością na aspirynę (aspirin-induced asthma)
5’-AMP - 5’-monofosforan adenozyny
A TA - astma z dobrą tolerancją aspiryny (aspirin-tolerant asthma)
BAL - popłuczyny oskrzelowo-pęcherzykowe (bronchoalveolar lavage)
BSTFA - trifluoro-N,O-6/s-(trimetylosilylo)-acetamid
-«jC - wariant alleliczny promotora genu syntazy LTCq
cAMP - cykliczny monofosforan adenozyny
CD34+ - wielopotencjalna komórka progenitorowa szpiku kostnego
COX - cyklooksygenaza
CRTH2 - receptor dla prostaglandyny D2 (chemoattractant receptor-homologous 

molecule expressed on Th2 cells)
CysLTi, CysLT2 - receptory leukotrienów cysteinylowych
DP - receptor dla prostaglandyny D2
EAR - wczesna reakcja astmatyczna (early asthmatic reaction)
EIA - test immunoenzymatyczny (encymeimmunoassay)
Fab - specyficzna determinanta w części cząsteczki IgE
FceRI - receptor dla IgE o dużym powinowactwie
FEV, - natężona pojemność wydechowa pierwszosekundowa (forced expiratory 

volume in ! second)
FLAP - białko aktywujące 5-lipoksygenazę (5-lipoxygenase activating protein)
FRC - czynnościowa pojemność zalegająca (functional residual capacity)
GC-NICI-MS - chromatografia gazowa połączona ze spektrometrią mas, techniką ujemnej 

jonizacji chemicznej (gas chromatography-negative ion chemical ionisa
tion-mas spectrometry)

GM-CSF - czynnik regulujący wzrost granulocytów/makrofagów (granulocyte ma
crophage colony stimulating factor)

5-HPETE - kwas 5-hydroperoksyeikozatetraenowy
[2FL]PGF2a - prostaglandyna F2a znakowana deuterem
IgE - immunoglobulina E
IL - interleukina
LAR - późna reakcja astmatyczna (late asthmatic reaction)
5-LO - 5-lipoksygenaza
LPS - lipopolisacharyd
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LT
M3 
MC 
MCP 
NADPH 
NCF 
NLPZ 
PAF 
PAR-2
PC20

pd20

PEF 
PFBBr 
PG 
PGD-M

R.ANTES
Raw
SCF 
sGaw 
TLC 
TNFa 
TP
VIP

- leukotrien
- receptor muskarynowy
- mastocyt
- błonowy kofaktor białkowy (membrane cofactor protein)
- fosforan dinukleotydu nikotynamido-adeninowego
- czynnik chemotaktyczny dla neutrofilów (neutrophil chemotactic factor)
- niesteroidowe leki przeciwzapalne
- czynnik aktywujący płytki (platelet activating factor)
- receptor aktywujący proteazy (protease-activated receptor)
- stężenie progowe powodujące spadek FEV, o 20% względem wartości 

wyjściowej
- dawka progowa powodująca spadek FEV, o 20% względem wartości 

wyjściowej
- szczytowy przepływ wydechowy (peak expiratory flow)
- bromek pentafluorobenzylowy
- prostaglandyna
- kwas 9a,l 1 ß-dihydroksy-15-keto-2,3,18,19-tetranorprost-5-ene-l,20-dikar- 

boksylowy
- chemokina (regulated on activation, normal T-cell expressed and secreted)
- opór dróg oddechowych
- czynnik komórek pnia (stem cell factor)
- specyficzna przewodność dróg oddechowych
- całkowita pojemność płuc (total lung capacity)
- czynnik martwicy guza a (tumor necrosis factor a)
- receptor dla tromboksanu A2
- naczynioaktywny peptyd jelitowy (vasoactive intestinal peptide)



1. WSTĘP

1.1. Mastocyty - ich pochodzenie i aktywacja

Ludzkie mastocyty (komórki tuczne) są heterogenną grupą komórek, które biorą 
udział w procesach tak różnych, jak alergia, zapalenie, odpowiedź na zakażenia paso
żytnicze, tworzenie naczyń i przebudowa tkanek (ang. remodeling) [1].

Komórki te, opisane po raz pierwszy przez Paula Ehrlicha w 1877 roku [2], zostały 
przez niego nazwane maztcellen (komórki dobrze odżywione). Uważał on bowiem, że 
ziarnistości wewnątrzkomórkowe, które barwią się błękitem aniliny na kolor fioletowy, 
zawierają materiał sfagocytowany lub odżywczy. Obecnie wiadomo, że ta zmiana ko
loru, czyli metachromazja, jest wynikiem połączenia barwnika z występującą w ziami- 
stościach komórek heparyną, która ma odczyn silnie kwaśny.

Mastocyty są obecne w luźnej tkance łącznej wszystkich narządów, oprócz mózgu. 
Rozmieszczone wzdłuż naczyń krwionośnych i nerwów występują najliczniej w skó
rze, przewodzie pokarmowym i układzie oddechowym.

Komórki te wywodzą się z wielopotencjalnych komórek progenitorowych szpiku 
kostnego CD34+ [3]. W przeciwieństwie do innych krwinek białych komórki linii 
mastocytów przechodzą do krwiobiegu jako formy prekursorowe, niezawierające ziar
nistości, po czym migrują do tkanek, gdzie dopiero ulegają różnicowaniu i dojrzewaniu 
pod wpływem miejscowych czynników środowiska. Kluczową rolę odgrywa w tym 
przypadku czynnik komórek pnia (stem celi factor - SCF). Jako pierwotny czynnik 
wzrostu dla mastocytów wchodzi w interakcję ze swoim zewnątrzbłonowym recepto
rem c-kit, obecnym na powierzchni tych komórek, co doprowadza do ostatecznej ich 
przemiany w formy dojrzałe [4].

Dojrzałe mastocyty cechują się jednopłatowym jądrem, obecnością jednakowego 
rozmiaru ziarnistości w cytoplazmie oraz obecnością wąskich, wydłużonych fałdów 
błony cytoplazmatycznej. Ziarnistości tych komórek zawierają znaczną ilość histami
ny, heparyny oraz obojętnych proteaz: tryptazy i chymazy. W przeciwieństwie do form 
prekursorowych dojrzałe mastocyty mają na swojej powierzchni ekspresję receptora 
dla IgE o dużym powinowactwie (FceRI).

W badaniach immunocytochemicznych wykazano w tkankach obecność co naj
mniej dwóch fenotypów komórek tucznych, różniących się zawartością obojętnych 
proteaz: fenotyp MCj, który zawiera jedynie tryptazę, i fenotyp MCTC, który zawiera 
tryptazę i chymazę, a ponadto katepsynę G i karboksypeptydazę [4]. Początkowo uwa
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żano, że pierwszy z tych fenotypów dominuje w płucach i w błonie śluzowej jelita 
cienkiego, drugi zaś w skórze, sercu, błonie maziowej stawów i w błonie podśluzowej 
jelita [5]. Obecnie wiadomo, że oba rodzaje mastocytów są obecne we wszystkich 
tkankach, a ich proporcje ulegają zmianie w różnych chorobach (np. alergia lub proces 
włóknienia) i zależy to od lokalnych wpływów mikrośrodowiska [6].

Aktywacja mastocytu może zachodzić na drodze IgE-zależnej i IgE-niezależnej. 
W pierwszym przypadku następuje połączenie alergenu ze specyficznym przeciwcia
łem IgE zakotwiczonym za pośrednictwem receptora FceRI na powierzchni błony 
komórkowej mastocytu. Na jednej komórce tucznej znajduje się około 300 000 takich 
receptorów. Krzyżowe związanie multiwalentnych cząsteczek alergenu ze specyficz
nymi determinantami w części Fab cząsteczek IgE (tzw. mostkowanie) powoduje agre
gację receptorów FceRI, co z kolei zapoczątkowuje kaskadę wewnątrzkomórkowego 
przekazywania sygnałów. Aktywacja kinaz tyrozynowych powoduje aktywację fosfo- 
lipazy C. Enzym ten powoduje hydrolizę difosforanu fosfatydylinozytolu do diacylgli- 
cerolu i trifosforanu inozytolu. Ten ostatni mobilizuje wewnątrzkomórkowe zapasy 
wapnia, powodując gwałtowny wzrost stężenia tego jonu w cytozolu. Z kolei diacylgli- 
cerol aktywuje kinazę białkową C w obecności jonów wapnia. Kinaza białkowa C 
stymuluje fosforylację szeregu białek komórkowych, które następnie uczestniczą wraz 
z jonami wapnia w procesie egzocytozy mediatorów zgromadzonych w ziamistościach 
(preformowanych) oraz wytwarzaniu mediatorów de novo.

Wykazano również, że niektóre alergeny będące proteazami serynowymi, np. 
Dermatophagoides pleronyssinus, mogą indukować uwalnianie zawartości z ziarni
stości mastocytów bezpośrednio, w mechanizmie IgE-niezależnym [7]. Ponadto ist
nieje wiele czynników nieimmunologicznych, które są zdolne aktywować mastocyty 
bez udziału IgE. Należą do nich między innymi wielozasadowa cząsteczka 48/80, 
składowe dopełniacza czy niektóre leki, np. morfina, kodeina, leki zwiotczające mię
śnie, a także białka eozynofilów [8]. W tych przypadkach odpowiedni czynnik działa 
na receptor związany z białkiem G, co doprowadza do aktywacji fosfolipazy i wew
nątrzkomórkowego wzrostu jonów wapnia. Neuropeptydy, np. substancja P, wazo- 
aktywny polipeptyd jelitowy (V1P), neurokinina A, aktywują mastocyty na drodze 
neurogennej [9]. W astmie indukowanej wysiłkiem sygnałem do degranulacji masto
cytów są zmiany osmolarności [10].

1.2. Mediatory mastocytów

1.2.1. Mediatory preformowane

Ziarnistości wydzielnicze ludzkich mastocytów zawierają krystaliczne kompleksy 
preformowanych mediatorów, połączonych wiązaniami jonowymi z proteoglikanami. 
W chwili aktywacji widoczny jest obrzęk ziarnistości, kompleksy mediatorów tracą 
swój krystaliczny charakter, stają się rozpuszczalne i mediatory są uwalniane do śro
dowiska na drodze egzocytozy.
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Histamina, prosta dwuamina, powstaje z L-histydyny na drodze dekarboksylacji. 
Przemiana ta zachodzi w aparacie Golgiego zarówno mastocytów, jak i bazofllów. Tak 
więc histamina jest nie tylko markerem aktywacji mastocytów, ale także bazofllów. 
W ziarnistościach tych komórek jest ona magazynowana w połączeniu z kompleksem 
białko-proteoglikan, z którego bardzo szybko dysocjuje i uwalnia się na zewnątrz. 
W reakcjach anafitaktycznych szczytowy poziom tej aminy stwierdzano we krwi już 
po upływie 5-10 minut od wystąpienia reakcji, po czym następował gwałtowny spadek 
w ciągu 30-60 minut [11]. Histamina jest odpowiedzialna za wiele objawów reakcji 
alergicznej, takich jak rozszerzenie naczyń, zwiększenie ich przepuszczalności, skurcz 
mięśni gładkich oskrzeli, zwiększenie wytwarzania śluzu [12]. Działanie to jest jednak 
krótkotrwałe, gdyż jest ona szybko metabolizowana po uwolnieniu z komórki. Jej 
podwyższone stężenie w osoczu po aktywacji mastocytów/bazofilów jest krótkotrwałe 
(poniżej 1 godziny), dlatego łatwiej jest mierzyć stężenie jej pochodnej - NT-metylo- 
histaminy w moczu [13]. Trzeba jednak pamiętać, że obecne w układzie moczowym 
bakterie mogą przekształcać histydynę do histaminy i w ten sposób fałszywie zawyżać 
poziom histaminy i jej metabolitów w moczu.

Tryptaza, tetramerowa proteaza serynowa o masie cząsteczkowej około 130 kDa, 
jest główną proteazą obecną w mastocytach. Jest ona magazynowana w ziarnistościach 
w postaci czynnej. Istnieją co najmniej dwie odmienne formy tryptazy w 90% homolo
giczne pod względem ilości aminokwasów, tj. a-tryptaza i P-tryptaza [14]. W reakcjach 
alergicznych obserwuje się przewagę p-tryptazy. Aktywne tetrametry tryptazy są sta
bilizowane przez jonowe połączenie z heparyną i wydaje się, że w takich kompleksach 
są one gromadzone i uwalniane z mastocytów [15]. W przeciwieństwie do histaminy 
tryptaza jest bardziej specyficznym markerem aktywacji mastocytów, ponieważ jej 
zawartość w bazofilach jest śladowa, czyli 100-1000 razy mniejsza niż w mastocytach 
[16]. W wyniku systemowej reakcji anafilaktycznej szczytowy poziom tryptazy 
w osoczu osiągany był w ciągu 1-2 godzin, po czym wracał do wartości wyjściowych 
w ciągu 2 następnych godzin [11]. Tak więc kolejną przewagą pomiarów tryptazy nad 
pomiarami histaminy jest dłuższy czas jej pozostawania we krwi. W praktyce główne 
wykorzystanie oznaczania tryptazy sprowadza się do diagnostyki ogólnoustrojowych 
reakcji anafilaktycznych oraz mastocytozy [17] - rzadkiego schorzenia, charakteryzu
jącego się nadmierną proliferacją mastocytów i ich gromadzeniem w tkankach.

Rola tryptazy w astmie może wynikać z jej działania poprzez receptor PAR-2 
(protease-activated receptor), obecny między innymi na komórkach nabłonka dróg 
oddechowych [18]. Proteaza ta może odgrywać ważną rolę w remodelingu oskrzeli, 
ponieważ indukuje proliferację ludzkich mięśni gładkich oskrzeli [19]. In vitro nasila 
ona odpowiedź skurczową na histaminę izolowanych ludzkich oskrzeli [20]. Ponadto 
jest ona czynnikiem stymulującym wydzielanie gruczołów śluzowych [21].

Chymaza jest proteazą o masie cząsteczkowej 30 kDa i występuje w postaci mo
nomeru. Jest magazynowana w formie aktywnej w tych samych ziarnistościach wy- 
dzielniczych co tryptaza i przed egzocytozą nie podlega już żadnym przekształceniom. 
Podobnie jak tryptaza jest silnym czynnikiem pobudzającym wydzielanie gruczołów 
śluzowych [21]. Ponadto stymuluje fibroblasty do syntezy kolagenu [22].

Dwie inne proteazy, karboksypeptydaza i katepsyna G, są związane z subpopulacją 
ludzkich mastocytów MCTC. Po aktywacji mastocytów są one wraz z chymazą uwal
niane w połączeniu z proteoglikanem.
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Heparyna jest głównym proteoglikanem mastocytów. Stanowi ona 75% tych 
związków, pozostała zaś ilość to mieszanina siarczanów chondroityny. W ziamisto- 
ściach proteoglikany, poprzez swoje kwaśne grupy siarczanowe, dostarczają miejsc 
wiązania dla innych prefbrmowanych mediatorów. Po uwolnieniu, heparyna i słabiej 
działający siarczan chondroityny mogą wpływać na stabilność lub czynność innych 
mediatorów, np. tetrameru tryptazy.

1.2.2. Mediatory wytwarzane de novo

Aktywacja komórek tucznych indukuje w krótkim czasie uwalnianie, pod wpływem 
fosfolipazy, kwasu arachidonowego pochodzącego z błony komórkowej. Ulega on 
natychmiastowemu utlenieniu przez odpowiednie układy enzymatyczne do mediatorów 
lipidowych, czyli eikozanoidów.

Najważnieszymi eikozanoidami mastocytów odgrywającymi istotną rolę w astmie 
oskrzelowej są leukotrieny cysteinylowe i prostaglandyna D2 (PGD2).

1.2.2.1. Leukotrieny cysteinylowe

Mastocyty nie są jedynym źródłem komórkowym leukotrienów. Są one również 
produkowane przez eozynofile, monocyty, makrofagi, bazofile, a w mniejszych ilo
ściach przez komórki śródbłonka i limfocyty T [23].

Leukotrieny powstają na drodze przemian kwasu arachidonowego pod wpływem 
enzymu 5-lipoksygenazy (5-LO) w obecności pomocniczego białka FLAP (¿-lipoxy
genase activating protein). Enzym ten katalizuje dwuetapową reakcję polegającą na 
wprowadzeniu cząsteczki tlenu przy piątym atomie węgla, w wyniku czego powstaje 
kwas 5-hydroperoksyeikozatetraenowy (5-HPETE), który następnie podlega dehydra- 
tacji do nietrwałej epoksydowej pochodnej - leukotrienu A4 (LTA4). Enzymatyczna 
hydroliza tego ostatniego związku przy udziale hydrolazy LTA4 prowadzi do powsta
nia leukotrienu B4 (LTB4). Alternatywny szlak przemian, który zachodzi głównie 
w mastocytach, bazofilach i eozynofilach, prowadzi poprzez swoistą S-transferazę 
glutationową, zwaną też syntazą LTC4. Polega on na dołączeniu glutationu do pierście
nia LTA4, w wyniku czego powstaje leukotrien C4 (LTC4). Po odszczepieniu kwasu 
glutaminowego przez y-glutamylotranspeptydazę powstaje leukotrien D4 (LTD4). Ten 
z kolei, oddając glicynę, tworzy leukotrien E4 (LTE4). Trzy uprzednio wymienione 
leukotrieny określane są łącznie jako leukotrieny cysteinylowe ze względu na obecność 
aminokwasu cysteiny przy 6. atomie węgla w cząsteczce.

Szlak przemian metabolicznych kwasu arachidonowego na drodze lipoksygenazy 
przedstawiono na rys. 1.
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Rys. 1. Biosynteza leukotrienów na drodze lipoksygenazy

LTE4, jako produkt końcowy i najbardziej stabilny, jest eliminowany z płuc i in
nych tkanek poprzez wydzielanie do krążenia, a następnie wydalanie z żółcią lub 
z moczem. Po dożylnym podaniu znakowanego LTC4 około 40% wydalało się z żółcią, 
około 20% z moczem, z czego 4-6% stanowił LTE4 [24]. Tak więc pomiar LTE4 
w moczu jest pośrednim odzwierciedleniem ogólnoustrojowej produkcji leukotrienów 
in vivo [25].
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Leukotrieny cysteinylowe są silnymi czynnikami kurczącymi oskrzela, tak u osób 
zdrowych, jak i u chorych na astmę [26]. U ludzi zdrowych LTC4 i LTD4 kurczą mię
śnie gładkie oskrzeli 1000 razy silniej niż histamina [27]. LTE4 jest pod tym względem 
10 razy słabszy, ale jego działanie utrzymuje się dłużej [28]. Chorzy na astmę są bar
dziej wrażliwi na działanie skurczowe leukotrienów niż ludzie zdrowi [29]. Działanie 
bronchospastyczne leukotrienów jest osiągane za pośrednictwem swoistych, związa
nych z białkiem G, receptorów leukotrienowych CysLTi i CysLT2, które różnią się 
rozmieszczeniem w tkankach i powinowactwem do swoistych antagonistów. Pierwszy 
z nich przeważa na komórkach mięśni gładkich oskrzeli i w głównej mierze odpowiada 
za ich skurcz [30]. Produkowane endogennie leukotrieny odgrywają rolę nie tylko 
w bezpośrednim wyzwalaniu skurczu oskrzeli, ale także zwiększają nadreaktywność 
oskrzeli na histaminę [31]. Leukotrieny cysteinylowe mają również wielokierunkowy 
wpływ na składowe procesu zapalnego. Ich bezpośrednie działanie na śródbłonek na
czyń prowadzi do znacznego wzrostu jego przepuszczalności, co powoduje obrzęk 
i ułatwia migrację komórek zapalnych, w tym eozynofilów, z krwi do tkanek [32]. 
Nasilają one także produkcję śluzu w drogach oddechowych [32]. Obecnie przypisuje 
się leukotrienom ważną rolę w remodelingu w astmie, ponieważ przyczyniają się one 
do przerostu mięśni gładkich oskrzeli, a także pobudzają flbroblasty do syntezy kola
genu [33].

1.2.2.2. Prostaglandyna D2

Biosynteza prostaglandyny D2 i jej metabolizm

Szlak metaboliczny PGD2 rozpoczyna się od kwasu arachidonowego, z którego pod 
wpływem cyklooksygenazy (COX) powstaje najpierw prostaglandyna G2 (PGG2), re
dukowana przez peroksydazę do prostaglandyny H2 (PGH2). Ta ostatnia jest substra- 
tem dla kilku enzymów, pod których działaniem powstają prostaglandyny, tromboksan 
i prostacyklina. PGD2 powstaje z PGH2 na drodze enzymatycznej i nieenzymatycznej. 
Przekształcanie PGH2 do PGD2 może więc zachodzić pod wpływem izomerazy PGD2, 
syntazy PGD2, S-transferazy glutationowej, a także bez udziału enzymu - w obecności 
albuminy i w roztworach wodnych [34]. Biosyntezę PGD2 przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 2. Biosynteza prostaglandyny D2 na drodze cyklooksygenazy

Sama PGD2 jest nietrwałym związkiem, który zostaje szybko przekształcony 
w bardziej trwałe metabolity i eliminowany z krwiobiegu. Wstępna degradacja enzy
matyczna prowadzi do powstawania związków ketopochodnych przy udziale enzymów 
zależnych od NADPH. Jednym z tych metabolitów jest 9a,l ip-PGF2, która powstaje 
pod wpływem 11-ketoreduktazy (rys. 3).
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kwas 9a,lip-dihydroksy-15-keto-23,18,19-tetranorprost-5-ene-l,20-dikarboksylowy

Rys. 3. Metabolizm prostaglandyny D2

Ten metabolit pojawia się jako pierwszy we krwi [35]. Ponieważ jest trwalszy niż 
sama PGD2> może być łatwiej wykrywany w płynach ustrojowych i dlatego jest uzna
wany za czuły marker aktywacji mastocytów. Dalsza degradacja metabolitów PGD2 
polega na p- i ro-utlenianiu, co prowadzi do powstania związków o krótszych łańcu
chach bocznych, takich jak np. kwas 9a,l ip-dihydroksy-15-keto-2,3,18,19-tetranor- 
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prost-5-ene-l,20-dikarboksylowy, nazywany w skrócie PGD-M (rys. 3). Ten końcowy, 
najbardziej trwały metabolit PGD2 jest również markerem aktywacji mastocytów. Po
nadto jest on spośród wszystkich metabolitów PGD2 najliczniej reprezentowany 
w osoczu krwi [35].

Główną drogą wydalania PGD2 z ustroju jest mocz. Po dożylnym podaniu zdrowym 
ochotnikom śladowej ilości radioaktywnej (znakowanej 3H) PGD2 aż 75% jej aktyw
ności pojawiało się w ciągu 6 godzin w moczu [36]. W badaniu tym znakowane meta
bolity tej prostaglandyny w moczu zostały następnie izolowane chromatograficznie, 
oczyszczone i izolowane za pomocą metod spektrometrycznych. Na tej drodze znale
ziono aż 25 metabolitów PGD2, z czego tylko dwa posiadały strukturę pierścienia hy- 
droksyl-cyklopentanonowego (jak PGD2), 23 pozostałe zaś miały pierścień o strukturze 
dihydroksycyklopentanu i wśród nich dominowała 9a,llp-PGF2. Natomiast samej 
PGD2 w moczu nie znaleziono. Stąd też, aby ocenić endogenną produkcję PGD2, mie
rzy się w moczu niektóre jej metabolity, np. 9a,lip-PGF2 i PGD-M, nie zaś samą 
PGD2.

Biologiczne właściwości PGD2

Mastocyty są podstawowym, dominującym źródłem komórkowym PGD2 [37]. Po
nadto uważa się, że u człowieka niewielkie jej ilości mogą pochodzić z płytek krwi 
[38], makrofagów płucnych [39], limfocytów Th2 [40] i eozynofilów [41].

PGD2 jest produkowana przez ludzkie płytki krwi podczas ich agregacji i wywiera 
silne działanie antyagregacyjne [38]. Wykazano również, że PGD2 powstająca w ludz
kich mastocytach sercowych jest silnym czynnikiem kurczącym naczynia wieńcowe in 
vivo [42].

Spośród wszystkich prostaglandyn PGD2 najsilniej kurczy oskrzela i jest pod tym 
względem 3,5 razy silniejsza od PGF2a i aż 10,2 razy silniejsza od histaminy [43]. Poza 
działaniem bronchospastycznym PGD2 może aktywnie uczestniczyć w zapaleniu, gdyż 
stymuluje chemokinezę neutrofilów, powoduje rozszerzenie naczyń i zwiększa prze
puszczalność żyłek postkapilamych [34]. Wykazano synergizm PGD2 z LTB4 w uła
twianiu tworzenia nacieków neutrofilowych w skórze człowieka [44]. U chorych na 
astmę zmniejsza ona próg odpowiedzi dróg oddechowych na histaminę i metacholinę, 
a więc zwiększa nadreaktywność oskrzeli [45].

9a, 1 ip-PGF2 jest nie tylko markerem aktywacji mastocytów, ale ma podobne wła
ściwości biologiczne jak macierzysta prostaglandyna. Wykazano, że kurczy ona silnie 
oskrzela człowieka in vitro [45]. Działanie takie potwierdzono również in vivo zarów
no u chorych na astmę, jak i u zdrowych. U chorych na astmę jest ona pod tym wzglę
dem równie silna, jak sama PGD2 [46].

Podobnie jak inne prostaglandyny PGD2 ujawnia swoje działanie biologiczne po
przez interakcję z dwoma swoistymi dla siebie receptorami powierzchniowymi sprzę
żonymi z białkiem G: receptorem dla prostaglandyny D2 (DP) i drugim, nowo odkry
tym receptorem (chemoattractant receptor-homologous molecule expressed on Th2 
cells - CRTH2) [47]. Skurcz oskrzeli powoduje ona poprzez receptor dla tromboksanu 
(TP) obecny na komórkach mięśni gładkich oskrzeli, natomiast rozszerzenie naczyń - 
poprzez receptor DP zlokalizowany na komórkach mięśni gładkich ścian naczyń [48]. 
Istotną rolę receptora DP w astmie potwierdzają ostatnie badania eksperymentalne 
przeprowadzone na myszach mających ten receptor lub go pozbawionych (DP-/-) [49]. 
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Wcześniejsza immunizacja owalbuminą oraz jej inhalacja powodowały podobny 
wzrost IgE w surowicy u obu rodzajów myszy. Natomiast stężenie cytokin o profilu 
Th2 (1L-4, IL-5, IL-13) oraz liczba limfocytów w popłuczynach oskrzelowych wzra
stały znamiennie tylko u myszy mających receptor DP. Powtarzana prowokacja owal
buminą powodowała także u nich, w przeciwieństwie do myszy DP-/-, pojawianie się 
nacieków eozynofilowych oraz istotną nadreaktywność oskrzeli na acetylocholinę. 
Prozapalne funkcje PGD2 są także wynikiem działania tej prostaglandyny poprzez 
receptor CR.TH2. Jak wykazano, receptor ten obecny jest nie tylko na limfocytach Th2, 
ale także na eozynofilach i bazofilach [50]. Dzięki temu PGD2 wpływa na apoptozę, 
chemokinezę i degranulację eozynofilów [47], a także na migrację bazofilów i limfo
cytów Th2 do miejsca toczącego się zapalenia [50]. Fakty te potwierdzają niezaprze
czalnie ważną rolę PGD2 w procesie zapalenia alergicznego i to zarówno w jego fazie 
wczesnej, jak i późnej. Dokładne poznanie roli receptorów prostaglandynowych w tym 
procesie niesie z sobą pewne implikacje w postaci poszukiwania nowych możliwości 
terapeutycznych poprzez wprowadzanie leków będących blokerami tych receptorów. 
W chwili obecnej takie leki są w fazie badań in vitro i na zwierzętach. Pierwszy anta
gonista receptora DP (S-5751) zastosowany jako lek w modelu alergicznym u świnek 
morskich spowodował zmniejszenie indukowanej alergenem blokady nosa, wysięku do 
worka spojówkowego oraz zmniejszenie nacieków z komórek zapalnych w górnych 
i dolnych drogach oddechowych [51]. Te pozytywne wyniki zachęcają do dalszych 
badań, także u ludzi.

Ponieważ mastocyty są niemalże wyłącznym źródłem PGD2, stąd też wykrywanie 
zwiększonych ilości jej samej lub jej metabolitów w płynach ustrojowych może świad
czyć pośrednio o aktywacji tych komórek. Już prawie 20 lat temu stwierdzono, że do- 
oskrzelowe podanie alergenu Dermatophagoides pteronyssinus chorym na astmę aler
giczną, uczulonym na ten alergen, spowodowało średnio 150-krotny wzrost stężenia 
PGD2 w popłuczynach oskrzelowych (bronchoalveolar lavage - BAL) tych chorych 
[52]. Bezpośrednie badanie mediatorów reakcji astmatycznej w BAL jest jednak meto
dą zbyt inwazyjną, aby mogła być stosowana powszechnie. O wiele łatwiej dostępnym 
materiałem biologicznym jest mocz. Stąd też najwięcej badań nad uwalnianiem PGD2 
z mastocytów dotyczy moczu [53, 54, 55, 56]. Stężenie badanych substancji w moczu 
reprezentuje systemową, całkowitą ich produkcję. Jednakże przejściowy, krótkotrwały 
wzrost danej substancji może nie zostać w zbiórce moczu uchwycony. Ponadto trudno 
jest określić pochodzenie narządowe badanego składnika, a metabolizm nerkowy może 
wpływać na jego poziom. Jak dotąd, badania poświęcone oznaczaniu metabolitów 
PGD2 we krwi u chorych na astmę były dość ograniczone [57]. Wydaje się, że rozwi
nięcie badań w tym zakresie pozwoliłoby na dokładniejsze i bardziej precyzyjne po
znanie roli tego mediatora w astmie. Dodatkową zaletą pomiaru metabolitów PGD2 we 
krwi jest fakt, że nie podlegają one wpływom metabolizmu nerkowego.

1.2.3. Cytokiny i chemokiny

Mastocyty są źródłem licznych cytokin i chemokin, które są odpowiedzialne za za
początkowanie i podtrzymywanie wielu miejscowych procesów, takich jak stan zapal
ny w chorobach alergicznych czy remodeling. Po aktywacji receptora FCcRI zwiększa 
się synteza i wydzielanie wszystkich cytokin. Mastocyty zawierają w swoich ziarnisto- 
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ściach cytokiny już preformowane, dzięki czemu są zdolne do ich wydzielania w krót
kim czasie po stymulacji komórek [58]. Tak więc są one źródłem IL-3, IL-4, IL-5, 
IL-6, IL-8, 1L-10, 1L-13, TNFa, GM-CSF, RANTES, eotaksyny, MCP-1, MCP-3, 
MCP-4 [58, 59].

1.3. Rola mastocytów w astmie oskrzelowej

Astma oskrzelowa jest chorobą charakteryzującą się zmiennym ograniczeniem 
przepływu powietrza przez drogi oddechowe, nadreaktywnością oskrzeli i przewle
kłym stanem zapalnym w ich ścianie.

Mastocyty odgrywają znamienną rolę w patofizjologii astmy oskrzelowej, będąc 
źródłem licznych mediatorów uwalnianych pod wpływem alergenu oraz innych czyn
ników nieimmunologicznych. Mediatory uwalniane w krótkim czasie po aktywacji 
tych komórek powodują skurcz mięśni gładkich oskrzeli, obrzęk błony śluzowej i wy
dzielanie śluzu. Poza powszechnie akceptowaną rolą mastocytów we wczesnej fazie 
reakcji astmatycznej istnieje przypuszczenie, że komórki te mogą być również ważne 
w rozwoju i podtrzymywaniu przewlekłego stanu zapalnego w oskrzelach. Badania 
opierające się na ocenie histopatologicznej wycinków ze ściany oskrzeli wykazały, że 
u większości chorych, nawet z łagodną postacią astmy, można stwierdzić przewlekły 
proces zapalny toczący się w ścianie oskrzeli [60].

Uważa się, że w odpowiedzi immunologicznej w astmie oskrzelowej u ludzi 
uczestniczą dwie subpopulacje mastocytów [61]. Jedna z nich jest zlokalizowana poni
żej błony podstawnej w pobliżu naczyń i tkanki łącznej - tę grupę komórek określa się 
jako ludzkie mastocyty płucne. Druga subpopulacja jest zlokalizowana pomiędzy na
błonkiem a błoną podstawną. Ponieważ komórki te odzyskuje się w BAL, nazywa się 
je mastocytami BAL. Sugeruje się, że ta subpopulacja mastocytów jako pierwsza 
wchodzi w kontakt z wziewnym alergenem i w ten sposób inicjuje wczesną fazę od
powiedzi immunologicznej. Natomiast ludzkie mastocyty płucne najprawdopodobniej 
odgrywają rolę w przewlekłym stadium choroby. Mastocyty chorych na astmę wyka
zują stan zwiększonej aktywacji spoczynkowej, co wyraża się spontanicznym uwalnia
niem mediatorów [62].

Interesujące wydają się poczynione niedawno obserwacje wzajemnej interakcji po
między mastocytami a komórkami mięśni gładkich ściany oskrzeli. Badania immuno- 
histochemiczne wycinków ściany oskrzeli uzyskanych podczas bronchoskopii wyka
zały obecność znamiennie większej liczby mastocytów znajdujących się pomiędzy 
pęczkami mięśni gładkich ściany oskrzeli u chorych na astmę w porównaniu z osobami 
zdrowymi oraz chorymi na tzw. eozynofilowe zapalenie oskrzeli [63]. Schorzenie to 
cechuje kaszel poddający się leczeniu glikokortykosteroidami i obecność eozynofilii 
w plwocinie. W przeciwieństwie do astmy w tej jednostce chorobowej nie stwierdza 
się istotnej obturacji oskrzeli ani ich nadreaktywności. Ta szczególna lokalizacja ma
stocytów pomiędzy komórkami mięśni gładkich ściany oskrzeli u chorych na astmę 
stwarza możliwość bezpośredniego wzajemnego oddziaływania obu populacji komórek 
na siebie, jak też za pośrednictwem swoich mediatorów. Przypuszcza się, że mięśnie 
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gładkie wydzielając SCF stwarzają szczególne mikrośrodowisko dla różnicowania, 
aktywacji i przeżycia mastocytów [64]. Natomiast pochodzące z mastocytów: PGD2, 
leukotrieny cysteinylowe, tryptaza, histamina wpływają wielokierunkowo na składowe 
procesu zapalnego i obturacji oskrzeli. Na razie nie wiadomo tylko, dlaczego produkcja 
SCF przez mięśnie gładkie oskrzeli jest szczególną cechą chorych na astmę.

Badania ostatnich lat dały nowe spojrzenie na temat udziału mastocytów w nad
miernej produkcji śluzu przez oskrzela chorych na astmę oskrzelową. Szczegółowa 
analiza autopsyjna ściany oskrzeli osób zmarłych z powodu ciężkiego ataku astmy 
wykazała znamiennie większą ilość gruczołów śluzowych w porównaniu z osobami 
z lżejszą postacią astmy i osobami zmarłymi z przyczyn pozapłucnych [65]. U wszyst
kich chorych na astmę większość mastocytów była zdegranulowana, a ich liczba kore
lowała z ilością wydzieliny śluzowej obecnej w świetle oskrzeli. Te obserwacje po
twierdzają pośrednio rolę mastocytów, działających poprzez swoje mediatory, w rozro
ście gruczołów śluzowych i w pobudzaniu ich do wydzielania śluzu u chorych na 
astmę.

1.4. Testy prowokacyjne nadreaktywności oskrzeli w diagnostyce astmy oskrzelowej

Nadreaktywność oskrzeli jest patofizjologiczną cechą astmy oskrzelowej, która 
tłumaczy wiele cech klinicznych tej choroby. Można ją zdefiniować jako nadmierną 
skłonność do zwężania się dróg oddechowych w odpowiedzi na różne bodźce ze
wnętrzne [66]. Obecnie uważa się, że u podłoża nadreaktywności oskrzeli leży prze
wlekły proces zapalny toczący się w ścianie oskrzeli chorych na astmę. Różne jego 
komponenty w różnym stopniu uczestniczą w powstawaniu nadreaktywności oskrzeli. 
Zwiększona liczba eozynofilów i innych komórek zapalnych w ścianie oskrzeli oraz 
uwalniane przez nie mediatory doprowadzają do uszkodzenia nabłonka, co sprawia, że 
wszelkie czynniki o potencjalnych zdolnościach bronchokonstrykcyjnych łatwiej do
cierają do mięśni gładkich. Stąd też większość chorych na astmę wykazuje nadreak
tywność oskrzeli nawet w bezobjawowym okresie choroby [67]. Do zwężenia światła 
oskrzeli przyczynia się nie tylko sam skurcz mięśni gładkich, ale również obrzęk błony 
śluzowej, nadmiar śluzowej wydzieliny i zmieniona architektura oskrzeli wskutek ich 
przebudowy. Trwałe pogrubienie ściany oskrzeli spowodowane jest przerostem mięśni 
gładkich oskrzeli oraz włóknieniem i pogrubieniem warstwy podnabłonkowej. Na 
istniejący w astmie stan gotowości skurczowej oskrzeli nakłada się pogłębienie ich 
obturacji pod wpływem różnych czynników mających potencjalne zdolności do wy
woływania skurczu oskrzeli.

Fakty te tłumaczą istnienie zróżnicowanych klinicznie postaci astmy: od przerywa
nej, w której okresowe napady objawów są oddzielone tygodniami lub miesiącami 
prawidłowej funkcji płuc i brakiem objawów, poprzez postać łagodną, umiarkowaną, 
do ciężkiej, w której występuje upośledzenie wentylacji już w spoczynku i zazwyczaj 
duża nadreaktywność oskrzeli. Wreszcie proces zapalny może prowadzić do nieodwra
calnych zmian w postaci przebudowy ściany oskrzeli, co wiąże się z utrwalonym, nie
odwracalnym zwężeniem ich światła.
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W modelach klinicznych skurcz oskrzeli można wywoływać za pomocą różnych 
czynników potencjalnie zdolnych do wywoływania tego zjawiska. Ogólnie dzieli się je 
na tzw. bodźce bezpośrednie i pośrednie. Bodźce bezpośrednie powodują skurcz 
oskrzeli poprzez bezpośrednie działanie na komórki efektorowe, czyli mięśnie gładkie 
ściany oskrzeli, komórki śródbłonka naczyń obecnych w ścianie oskrzeli lub komórki 
gruczołowe produkujące śluz [68]. Wynikiem tego jest zwężenie światła oskrzeli 
w mechanizmach przedstawionych wcześniej. Natomiast bodźce pośrednie oddziałują 
na komórki inne niż efektorowe, np. mastocyty, komórki nabłonka, komórki nerwowe, 
a te dopiero pod wpływem odpowiedniej stymulacji uwalniają mediatory i neurotrans- 
mittery, które oddziałują na komórki docelowe i także powodują zwężenie światła 
oskrzeli [68]. Czynnikami, które zwężają drogi oddechowe na drodze bezpośredniej, są 
agoniści układu cholinergicznego (acetylocholina, metacholina, karbachol), histamina, 
PGD2, leukotrieny cysteinylowe. Jest znacznie liczniejsza gama czynników, które do
prowadzają do skurczu oskrzeli w sposób pośredni. Należą do nich bodźce fizyczne, 
takie jak wysiłek, nieizotoniczne aerozole (hiper-, hipotoniczne, woda destylowana, 
mannitol), izokapniczna wentylacja suchym powietrzem. Drugą grupę czynników po
średnich stanowią bodźce farmakologiczne, np. adenozyna, tachykininy, bradykinina, 
metabisulfity, propranolol, endotoksyny (lipopolisacharyd - LPS) oraz czynnik akty
wujący płytki (platelet activating factor - PAF). Wreszcie są czynniki, które w sposób 
wybiórczy doprowadzają pośrednio do zwężenia oskrzeli, takie jak alergen oraz aspi
ryna i inne niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ).

Ponieważ mechanizmy, poprzez które działają poszczególne czynniki, są bardzo 
różnorodne, stąd też badanie nadreaktywności oskrzeli za ich pośrednictwem odzwier
ciedla różne komponenty tego zjawiska. Dlatego też de Meer i wsp. [69] dość obrazo
wo porównują je do kawałków puzzli w obrazku, jakim jest astma oskrzelowa.

W praktyce klinicznej obiektywna ocena odpowiedzi skurczowej oskrzeli jest do
konywana poprzez pomiar wybranych parametrów czynnościowych płuc przed poda
niem i po podaniu pacjentowi kolejnych stężeń substancji prowokującej skurcz oskrze
li. Jednym z takich parametrów, powszechnie wykorzystywanym w badaniach klinicz
nych i epidemiologicznych, jest pomiar pierwszosekundowej natężonej pojemności 
wydechowej (FEV,), ponieważ jest on powtarzalny oraz mierzy zwężenie światła za
równo dużych, jak i drobnych oskrzeli [70]. Można również mierzyć stopień obturacji 
oskrzeli, wykorzystując zmiany oporu dróg oddechowych (Raw), specyficznej prze
wodności (sGaw) czy szczytowego przepływu wydechowego (PEF). Dwa pierwsze 
parametry nie wymagają od pacjenta wykonywania głębokiego wdechu i są wykorzy
stywane między innymi w badaniach u dzieci. Natomiast pomiar PEF jest najbardziej 
użyteczny w testach ekspozycji zawodowej przeprowadzanych w środowisku pracy 
i w domu badanego. Jest kwestią dyskusyjną, jaką najmniejszą zmianę wartości bada
nego parametru przyjąć za wskaźnik znaczącego skurczu oskrzeli. Wartości te są róż
ne, w zależności od parametru. Dla FEV! powszechnie przyjmuje się jego spadek o co 
najmniej 20% względem wartości wyjściowej [71].

Trzeba jednak pamiętać, że chociaż nadreaktywność oskrzeli jest uniwersalnym 
atrybutem astmy oskrzelowej, to samo stwierdzenie nadreaktywności nie jest równo
znaczne z rozpoznaniem tej choroby. Może ona występować również w przewlekłej 
obturacyjnej chorobie płuc, mukowiscydozie, niewydolności krążenia, po infekcji wi
rusowej i ekspozycji na zanieczyszczenia powietrza, a nawet u kilkunastu procent ludzi 
zdrowych [72, 73].
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1.5. Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego alergenem

Wniknięcie alergenu do dróg oddechowych chorego na astmę, na który jest on 
uczulony, powoduje obturację oskrzeli. Reakcja ta zachodzi już w ciągu kilku do kil
kunastu minut po ekspozycji na alergen, osiąga swoje największe nasilenie po około 30 
minutach i ustępuje w ciągu 1-3 godzin. Jest to tak zwana wczesna reakcja astmatycz
na (early asthmatic reaction - EAR). U około połowy chorych skurcz oskrzeli nawraca 
ponownie po upływie 4-8 godzin od kontaktu z alergenem, aczkolwiek z mniejszym 
nasileniem. Czas trwania tej fazy reakcji skurczowej oskrzeli może wynosić nawet 
ponad 12 godzin i określa się ją jako późną reakcję astmatyczną (late asthmatic reac
tion - LAR) [74].

Reakcja wczesna jest między innymi rezultatem aktywacji mastocytów w mechani
zmie IgE-zależnym. W występującym w tej fazie skurczu oskrzeli pośredniczą przede 
wszystkim histamina i mediatory lipidowe, takie jak PGD2 i leukotrieny cysteinylowe. 
Histamina jest pierwszym mediatorem uwalnianym z mastocytów. W czasie EAR ob
serwowano wzrost poziomu histaminy w osoczu oraz NT-metylohistaminy w moczu
[75] . Również dooskrzelowe podanie alergenu uczulonym na niego chorym na astmę 
powodowało skurcz oskrzeli, któremu towarzyszył wzrost stężenia histaminy w BAL
[76] . W kilka minut po uwolnieniu histaminy są wydzielane przez mastocyty mediato
ry lipidowe. Dooskrzelowe podanie alergenu Dermatophagoides pteronyssinus powo
dowało 150-krotny wzrost PGD2 w BAL pobieranym w 9 minut po prowokacji [52]. 
Podobnie dowodem na udział Ieukotrienów cysteinylowych w EAR było stwierdzenie 
podwyższonych stężeń LTC4 i LTE4 w BAL po dooskrzelowym podaniu alergenu 
chorym na astmę nadwrażliwym na ten alergen [77]. Hamowanie wczesnej reakcji 
skurczowej poprzez wcześniejsze podawanie antagonistów receptorów lub biosyntezy 
Ieukotrienów może potwierdzać udział tych mediatorów w tej fazie reakcji astmatycz
nej [78, 79]. Jeśli mechanizm reakcji wczesnej wydaje się dość dobrze poznany, o tyle 
mechanizmy leżące u podłoża reakcji późnej są o wiele mniej znane. Szczególną rolę 
w tej fazie reakcji przypisuje się eozynofilom oraz ich białkom. Zwiększoną ich ilość 
stwierdzano we krwi chorych na astmę, u których rozwinęła się reakcja późna [80]. 
Badania biopsyjne i BAL wykazują, że w czasie LAR pojawiają się w błonie podślu- 
zowej oskrzeli i w BAL zwiększone ilości aktywowanych eozynofilów, neutrofilów 
i limfocytów T [81, 82]. Migracja tych komórek i ich aktywacja może po części być 
skutkiem działania mediatorów mastocytarnych uwalnianych w czasie reakcji wcze
snej. Rola mastocytów w reakcji późnej jest niejednoznaczna. Są doniesienia, w któ
rych wykazano wzrost poziomu mediatorów pochodzących z mastocytów w moczu 
(NT-metylohistaminy, 9a,lip-PGF2, LTE4) nie tylko w fazie wczesnej, ale i w późnej 
reakcji astmatycznej [53].

1.6. Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego aspiryną

Astma z nadwrażliwością na aspirynę stanowi szczególny zespół kliniczny, doty
czący 2-20% dorosłych chorych na astmę, w zależności od metod zastosowanych do 
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jej rozpoznania [83]. U tych chorych zażycie aspiryny lub innego leku z grupy NLPZ 
wywołuje ataki astmy, często bardzo ciężkie, którym mogą towarzyszyć objawy po- 
zaoskrzelowe w postaci wodnistej wydzieliny i blokady nosa, zaczerwienienia spojó
wek, rumienia skóry, pokrzywki lub obrzęku naczynioruchowego. Czasami zażycie 
tych leków może nawet doprowadzić do wstrząsu. Pomimo dość typowego obrazu 
klinicznego najpewniejsze potwierdzenie uzyskuje się, wykonując testy prowokacyjne 
doustne z aspiryną lub inhalacyjne z aspiryną lizynową, przy czym testy doustne uwa
żane są za „złoty standard” w diagnostyce tej choroby [84].

Mimo że obraz kliniczny astmy aspirynowej przypomina objawy powstałe w me
chanizmie natychmiastowej reakcji nadwrażliwości, to jednak u podłoża poaspiryno- 
wego skurczu oskrzeli leżą zjawiska nieimmunologiczne. Już trzydzieści lat temu wy
sunięto hipotezę, że przyczyną obturacji oskrzeli jest zahamowanie przez aspirynę 
i inne NLPZ cyklooksygenazy w drogach oddechowych osób wrażliwych [85]. Stało 
się to podstawą teorii cyklooksygenazowej [86]. Dzisiaj wiadomo, że istnieją co naj
mniej 2 izoformy cyklooksygenazy: COX-1 - konstytutywna, obecna w większości 
tkanek i COX-2 - indukowana przez bodźce zapalne w wielu komórkach [87]. Badania 
kliniczne z lekami, które w wybiórczy sposób hamują COX-2, wykazały, że za objawy 
astmy aspirynowej jest odpowiedzialne zahamowanie COX-1 [88, 89]. Aspiryna 
i wiele innych NLPZ, które silniej hamują COX-1 niż COX-2, powodują zahamowanie 
syntezy PGE2 [86]. Prostaglandyna ta nie tylko silnie rozkurcza oskrzela, ale także ma 
hamujące działanie na biosyntezę i uwalnianie leukotrienów z komórek zapalnych. 
Przypuszcza się, że jej brak byłby powodem wzrostu syntezy leukotrienów.

Leukotrieny cysteinylowe sąjednymi z najważniejszych mediatorów w astmie aspi
rynowej. Chorzy z tą postacią astmy cechują się wzmożoną ich produkcją już w wa
runkach spoczynkowych, a po prowokacji aspiryną następuje dalszy ich wzrost. Wyka
zywano podwyższone spoczynkowe stężenia LTE4 w moczu chorych na astmę aspiry- 
nową w porównaniu z chorymi na astmę dobrze tolerującymi aspirynę [90, 91]. Pomi
mo różnic w średnich wartościach istnieje nakładanie się indywidualnych wyników 
chorych z obu grup. Tak więc pomiar spoczynkowego wydzielania LTE4 z moczem nie 
może być jednoznacznym markerem w identyfikowaniu chorych na astmę aspirynową. 
Natomiast wyróżnia tę grupę chorych znaczny wzrost wydzielania LTE4 z moczem po 
prowokacji aspiryną [90, 92, 93].

Ta nadprodukcja leukotrienów cysteinylowych wiąże się z nadmierną ekspresją 
kluczowego enzymu dla syntezy leukotrienów, czyli syntazy LTC4. Badania bioptatów 
błony śluzowej oskrzeli wykazały, że ekspresja syntazy LTC4 była 5 razy silniejsza 
u chorych na astmę aspirynową niż u chorych na astmę dobrze tolerujących aspirynę 
i 19 razy silniejsza niż u osób zdrowych [94]. Obecność tego enzymu jest ograniczona 
do określonych komórek pochodzenia szpikowego, a największym jego źródłem są 
eozynoflle, w mniejszym stopniu mastocyty, makrofagi i bazofile. Eozynofile są domi
nującymi komórkami w ścianie oskrzeli chorych na astmę aspirynową [95].

Opisano polimorfizm genetyczny w zakresie genu kodującego syntazę LTC4 [96], 
który polega na zamianie adeniny na cytozynę w pozycji oddalonej o 444 nukleotydy 
przed miejscem startu translacji. Częstość wariantu allelicznego .444C jest według nie
których autorów zwiększona u chorych na astmę aspirynową o ciężkim przebiegu [97].

Udział innych mediatorów mastocytów w patogenezie poaspirynowego skurczu 
oskrzeli jest o wiele słabiej poznany. Inhalacja aspiryny lizynowej przez chorych na 
astmę aspirynową spowodowała obturację oskrzeli, której towarzyszył znamienny 
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wzrost wydzielania 9a,l ip-PGF2 z moczem [55]. W wyniku dożylnego podania aspi
ryny lizynowej chorym na astmę aspirynową doszło nie tylko do wzrostu stężeń LTE4, 
ale również 9a,l ip-PGF2 oraz NT-metylohistaminy w moczu [98]. Pomiar produktów 
cyklooksygenazy w BAL nie przyniósł jednoznacznych rezultatów. Pomiar niektórych 
eikozanoidów w BAL przed dooskrzelowym zdeponowaniem aspiryny lizynowej i 15 
minut potem wykazał, że u chorych na astmę aspirynową aspiryna nie wpłynęła na 
średnie stężenie PGD2, PGF2a i 9a,lip-PGF2 [99]. Analiza indywidualnych przypad
ków wykazała, że stężenie PGD2 wzrosło u 2 chorych, nie uległo zmianie u 3 osób, 
obniżyło się zaś u 6 badanych.

Przewlekłe zapalenie w astmie aspirynowej mogłoby być również wynikiem prze
wlekłej infekcji wirusowej [100]. Jej obecność mogłaby modyfikować przemiany na 
szlaku metabolicznym cyklooksygenazy lub doprowadzać do powstawania nieznanych 
metabolitów stymulujących produkcję leukotrienów cysteinylowych.

1.7. Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego adenozyną

Adenozyna jest wszechobecnym naturalnym nukleozydem purynowym, składają
cym się z adeniny połączonej z rybozą. Jest ona uwalniana przez większość komórek 
tak w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych, np. w niedotlenieniu i niedo
krwieniu [101]. Większość adenozyny zewnątrzkomórkowej powstaje z 5’-monofos- 
foranu adenozyny (5’-AMP) pod wpływem enzymu 5’-nukleotydazy. Uwolniona poza 
komórki adenozyna może być wychwytywana zwrotnie przez sąsiednie komórki, gdzie 
jest metabolizowana z powrotem do adeniny lub degradowana do inozyny, hipoksanty- 
ny i ostatecznie do kwasu moczowego pod wpływem deaminazy adenozynowej [102]. 
Pozostała zewnątrzkomórkowa adenozyna oddziałuje na inne komórki w sposób para- 
krynny za pośrednictwem specyficznych receptorów związanych z białkiem G. Obec
nie znane są 4 typy receptorów adenozynowych: Ab A2a, A2B, A2 [66, 101]. Za ich 
pośrednictwem adenozyna moduluje aktywność cyklazy adenylowej i wpływa na po
ziom cAMP, co przekłada się na specyficzne funkcjonowanie różnych komórek. 
W ostatnim czasie coraz większe zainteresowanie budzą badania in vitro oraz na mo
delach zwierzęcych mające na celu dokładne poznanie właściwości tych receptorów. 
Wprawdzie istniejące różnice międzygatunkowe nie pozwalają w bezpośredni sposób 
przenieść tej wiedzy na organizmy ludzkie, to jednak wydaje się obecnie, że stymula
cja receptorów A2B mieszczących się na powierzchni ludzkich mastocytów może być 
głównym mechanizmem wyzwalającym indukowany adenozyną skurcz oskrzeli [103].

Ponad 20 lat temu Cushley i wsp. [104] wykazali po raz pierwszy, że inhalacja ade
nozyną wywołuje skurcz oskrzeli u chorych na astmę alergiczną i niealergiczną, nato
miast nie ma wpływu na drożność oskrzeli u osób zdrowych. Podobne działanie jak 
adenozyna powoduje 5’-AMP, który jest lepiej rozpuszczalny od samej adenozyny 
i z tego powodu chętniej stosowany w testach prowokacyjnych [105].

Mechanizm skurczu oskrzeli powodowany przez adenozynę nie jest, jak dotąd, do 
końca wyjaśniony. Już dawno obserwowano skurcz izolowanych skrawków mięśni 
gładkich ludzkich oskrzeli pod wpływem tego nukleozydu [106], ale uważano, że re
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zultat ten był zbyt słaby, aby w całości tłumaczyć działanie skurczowe in vivo. Stąd też 
zakłada się, że adenozyna działa w sposób pośredni poprzez komórki zapalne, zwłasz
cza mastocyty i wspomniany receptor A2b, co doprowadza do uwalniania przez te ko
mórki odpowiednich mediatorów [102]. Innym przypuszczalnym mechanizmem dzia
łania skurczowego adenozyny w astmie jest mechanizm neurogenny, ponieważ leki 
znieczulające miejscowo oraz atropina zapobiegały skurczowi oskrzeli indukowanemu 
przez adenozynę [107]. Rozważano również udział odruchu ze strony nerwu błędnego, 
ponieważ stwierdzono protekcyjne działanie leków antycholinergicznych w zapobie
ganiu poadenozynowemu skurczowi oskrzeli [108]. Ostatnio poczyniono ciekawe ob
serwacje in vitro, że adenozyna za pośrednictwem receptora A3B zwiększa uwalnianie 
cytokin przez ludzkie komórki mięśni gładkich oskrzeli [109]. Dokładne poznanie 
właściwości tego oraz pozostałych receptorów adenozynowych, a następnie zastoso
wanie specyficznych dla nich agonistów i antagonistów może otworzyć nową erę 
w leczeniu astmy oskrzelowej i innych chorób alergicznych.

Obecnie istnieje pogląd, że ocena nadreaktywności oskrzeli za pomocą testu z ade
nozyną oraz innych testów pośrednich lepiej odzwierciedla toczący się aktualnie stan 
zapalny w oskrzelach, niż czynią to testy bezpośrednie [110]. Dowodem na to może 
być obserwacja, że zmniejszenie ekspozycji na alergen, uzyskane podczas przebywania 
chorych na astmę alergiczną na dużych wysokościach nad poziomem morza, spowo
dowało nie tylko zmniejszenie eozynofilii i poziomu białka eozynofilowego we krwi 
tych chorych, ale także znaczne obniżenie nadreaktywności oskrzeli na adenozynę 
[111]. W tym badaniu nadreaktywność na metacholinę nie uległa zmianie.

1.8. Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego metacholiną

Metacholina jest p-metylowym homologiem acetylocholiny i różni się od niej dłuż
szym czasem działania i większą selektywnością względem receptorów cholinergicz- 
nych. Metacholina działa poprzez receptory muskarynowe M3 obecne na komórkach 
mięśni gładkich oskrzeli, zwłaszcza w ich części centralnej [112]. Receptory M3 znaj
dują się również na komórkach nabłonka oskrzeli, jak też w śródblonku naczyń 
oskrzeli, co warunkuje rozkurcz naczyń krwionośnych oskrzeli po stymulacji choliner- 
gicznej [113]. Pod wpływem pobudzenia receptora M3 w komórkach mięśniowych 
dochodzi do reakcji rozpadu fosfoinozytydów, co jest katalizowane przez fosfolipazę C 
i fosfoinozytydazę [114]. W procesie tym z depozytów siateczki endoplazmatycznej 
komórek uwalniają się jony wapnia, co zapoczątkowuje skurcz mięśni gładkich. Meta
cholina, w porównaniu z acetylocholiną, jest wolniej hydrolizowana przez acetylocho- 
linesterazę.





2. ZAŁOŻENIA ICELE PRACY

Obturacja oskrzeli w astmie oskrzelowej jest wynikiem skurczu mięśni gładkich 
ściany oskrzeli, obrzęku błony śluzowej oraz nadmiernej produkcji śluzowej wydzieli
ny. Zmiany te są skutkiem działania odpowiednich mediatorów na narząd docelowy, 
jakim są w tym przypadku oskrzela. Mastocyty odgrywają istotną rolę w patofizjologii 
astmy oskrzelowej, będąc źródłem licznych mediatorów z nich uwalnianych. Obturacja 
oskrzeli po ekspozycji na alergen jest typowym modelem klinicznym obrazującym 
aktywację mastocytów w mechanizmie IgE-zależnym. Skurcz oskrzeli można również 
sprowokować na drodze nieimmunologicznej za pomocą aspiryny, adenozyny, meta- 
choliny. O ile metacholina zwęża oskrzela poprzez bezpośrednie oddziaływanie na 
mięśnie gładkie ściany oskrzeli, o tyle w przypadku aspiryny i adenozyny mechanizm 
ten jest pośredni; postuluje się w nim udział mastocytów i ich mediatorów. Spośród 
mediatorów preformowanych tryptaza jest najbardziej czułym markerem aktywacji 
mastocytów, co w praktyce jest głównie wykorzystywane w diagnostyce ogólnoustro- 
jowych reakcji anafilaktycznych. Najważniejszymi mediatorami mastocytów syntety
zowanymi de novo są PGD2 i leukotrieny cysteinylowe. Te ostatnie silnie kurczą 
oskrzela, jednakże ich źródłem komórkowym są nie tylko mastocyty, ale również 
eozynofile i wiele innych komórek uczestniczących w patogenezie astmy oskrzelowej. 
PGD2 również silnie kurczy oskrzela. W przeciwieństwie do leukotrienów jest ona 
nieomal wyłącznie produkowana przez mastocyty, dzięki czemu może być czułym 
markerem ich aktywacji. Dotychczasowe badania nad PGD2 w astmie oskrzelowej 
sprowadzały się głównie do pomiarów jej metabolitów w moczu oraz w BAL. Dotych
czas badania poświęcone oznaczaniu tej prostaglandyny we krwi u chorych na astmę są 
dość ograniczone.

Niniejsza praca zmierzała do określenia aktywacji mastocytów w różnych typach 
astmy i pod wpływem różnych bodźców o potencjalnych zdolnościach do prowokowa
nia skurczu oskrzeli.

Celami szczegółowymi pracy było uzyskanie odpowiedzi na następujące pytania:
1. Czy wziewna prowokacja alergenem u chorych na astmę alergiczną wpływa na 

uwalnianie PGD2, tryptazy i leukotrienów cysteinylowych?
2. Czy doustna prowokacja aspiryną u chorych na astmę aspirynową wpływa na 

uwalnianie PGD2, tryptazy i leukotrienów cysteinylowych?
3. Czy doustna prowokacja aspiryną u chorych na astmę z dobrą tolerancją aspiryny 

wpływa na uwalnianie PGD2?
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4. Czy podanie różnych dawek aspiryny osobom zdrowym wpływa na uwalnianie 
PGD2 i leukotrienów cysteinylowych?

5. Czy wziewna prowokacja adenozyną u chorych na astmę wpływa na uwalnianie 
PGD2, tryptazy i leukotrienów cysteinylowych?

6. Czy wziewna prowokacja metacholiną u chorych na astmę wpływa na uwalnia
nie PGD2, tryptazy i leukotrienów cysteinylowych?



3. ETAPY BADAŃ

1. Badanie markerów aktywacji mastocytów przed wziewną prowokacją alergenem 
u chorych na astmę alergiczną i po niej.

2. Badanie markerów aktywacji mastocytów przed doustną prowokacją aspiryną 
i po niej:
a) u chorych na astmę z nadwrażliwością na aspirynę;
b) u chorych na astmę dobrze tolerujących aspirynę;
c) u osób zdrowych.

3. Badanie markerów aktywacji mastocytów po wziewnej prowokacji adenozyną 
u chorych na astmę.

4. Badanie markerów aktywacji mastocytów po wziewnej prowokacji metacholiną 
u chorych na astmę.





4. MATERIAŁ I METODY

4.1. Badani w poszczególnych etapach badań

4.1.1. Badanie markerów aktywacji mastocytów przed wziewną prowokacją alergenem
u chorych na astmę alergiczną i po niej (etap 1)

a. Chorzy na astmę alergiczną

Badaniem objęto 32 chorych na astmę alergiczną (12 mężczyzn, 20 kobiet) w wieku 
19-70 lat, średnio 32,4 ±2,16 roku. Wszyscy chorzy zgłaszali w wywiadzie ataki 
duszności astmatycznej po kontakcie z alergenami roztoczy kurzu domowego lub pył
ków traw. U wszystkich nadwrażliwość na powyższe alergeny potwierdziły dodatnie 
wyniki testów skórnych, a w surowicy stwierdzano odpowiednie specyficzne przeciw
ciała IgE w klasie > 2. W chwili badania chorzy byli w okresie stabilizacji klinicznej 
astmy i nie mieli żadnych zaostrzeń choroby ani infekcji dróg oddechowych w ciągu 
poprzedzających 6 tygodni. Średni czas trwania astmy wynosił 10,9 ± 1,9 roku, średnia 
zaś wartość FEV| - 3,2 ± 0,1 I, co stanowiło 94,8 ± 2,3% wartości należnej. Średni 
poziom całkowitego IgE wynosił 295,0 ± 63,7 IU/ml. Kortykosteroidy wziewne zaży
wało 15 chorych (46,9%), w średniej dawce dobowej 480 pg w przeliczeniu na flutika- 
zon (200-800 pg).

U wszystkich chorych z tej grupy rano pobierano krew na oznaczanie podstawo
wych stężeń 9a,llp-PGF2 i tryptazy oraz mocz (po 2-godzinnym gromadzeniu go 
w pęcherzu) na oznaczanie podstawowych stężeń 9a, 11P-PGF2 i LTEq.

Ponadto u 10 chorych z tej grupy wybranych w sposób losowy przeprowadzono 
wziewny test prowokacyjny z alergenem, na który ci chorzy byli nadwrażliwi. Prowo
kację z alergenem Dermatophagoides pteronyssinus wykonano u 4 osób, z alergenami 
mieszanych pyłków traw u 6 osób. Testy prowokacyjne z pyłkami traw przeprowadza
no poza sezonem pylenia.

W tej podgrupie chorych pobierano krew i mocz nie tylko wyjściowo, ale również 
po zakończeniu testu. Krew pobierano po 5, 30, 60 i 120 minutach od wystąpienia 
dodatniej reakcji skurczowej oskrzeli, próbki moczu pobierano z 2-godzinnych frakcji, 
po 2, 4, 6, 8 godzinach od wystąpienia reakcji i oznaczano te same metabolity co 
w próbkach podstawowych.
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b. Grupa kontrolna osób zdrowych

Grupę kontrolną stanowiło 50 zdrowych osób spośród personelu II Katedry Chorób 
Wewnętrznych CM UJ (17 mężczyzn, 33 kobiety) w wieku 25-61 lat, średnio 35,6 ± 
1,4 roku. Nikt z nich nie miał w przeszłości objawów alergii i astmy. Wszyscy mieli 
ujemne wyniki testów skórnych z powszechnymi alergenami wziewnymi, a w ich su
rowicy nie wykryto obecności specyficznych przeciwciał IgE w jakościowym teście in 
vitro (Phadiatop).

U wszystkich osób z tej grupy pobierano krew tylko na oznaczanie podstawowych 
stężeń 9a,l ip-PGF2 i tryptazy oraz mocz na oznaczanie podstawowych stężeń 9a,l ip- 
-PGF2 i LTEj.

4.1.2. Badanie markerów aktywacji mastocytów przed doustną prowokacją aspiryną i po niej 
(etap 2)

a. Chorzy na astmę oskrzelową z nadwrażliwością na aspirynę

Badaniem objęto 65 chorych na astmę oskrzelową z nadwrażliwością na aspirynę 
(24 mężczyzn, 41 kobiet) w wieku 17-63 lata, średnio 41,6 ± 1,5 roku. Wszyscy cho
rzy zgłaszali w wywiadzie co najmniej jeden atak duszności po zażyciu aspiryny lub 
innego niesteroidowego leku przeciwzapalnego. Rozpoznanie astmy aspirynowej było 
potwierdzone w przeszłości za pomocą doustnej próby prowokacyjnej z aspiryną. 
W czasie przeprowadzania aktualnego badania chorzy byli w stabilnym okresie choro
by i nie mieli zaostrzeń w ciągu ostatnich 6 tygodni. Średni czas trwania astmy wynosił 
w tej grupie 9,9 ± 0,1 roku. Średnia wartość FEV| wynosiła 2,7 ±0,1 1, co stanowiło 
84,9 ± 1,8% wartości należnej. W tej grupie 29 osób (44,6%) miało dodatni co naj
mniej jeden test skórny z alergenem wziewnym. Średnia wartość całkowitego IgE wy
nosiła 85,8 ± 36,9 IU/ml. Kortykosteroidy wziewne zażywało 58 chorych (89,2%) 
w średniej dawce dobowej 1090 pg w przeliczeniu na flutikazon (zakres dawek 320- 
2000 pg). Kortykosteroidy doustne przyjmowało 25 chorych (38,5%) w średniej dawce 
dobowej 8,4 mg w przeliczeniu na metyloprednizolon (zakres dawek 2-12 mg).

U wszystkich badanych chorych pobierano rano krew na oznaczanie podstawowych 
stężeń 9a,l ip-PGF2 i tryptazy oraz mocz (po wcześniejszym, 2-godzinnym gromadze
niu go w pęcherzu) na oznaczanie podstawowych stężeń 9a,l 1P-PGF2 i LTE4.

Ponadto u 26 chorych, losowo wybranych z tej grupy, przeprowadzono doustną 
próbę prowokacyjną z aspiryną, po zakończeniu której pobierano w odpowiednich 
punktach czasowych krew i mocz na oznaczanie stężenia tych samych metabolitów, 
które pobierano rano. Krew pobierano po 5, 30, 60 i 120 minutach od wystąpienia 
dodatniej reakcji skurczowej oskrzeli. W dniu podawania placebo, poprzedzającym 
właściwy test, krew pobierano przed zażyciem placebo oraz po zażyciu jego drugiej 
dawki, w takich samych punktach czasowych jak po prowokacji aspiryną. Próbki mo
czu zbierano z 2-godzinnych frakcji, po 2, 4 i 6 godzinach od wystąpienia reakcji skur
czowej oskrzeli po prowokacji aspiryną, jak również po podaniu drugiej dawki placebo.
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b. Chorzy na astmę oskrzelową dobrze tolerujący aspirynę

Badaniem objęto 66 chorych na astmę alergiczną i niealergiczną (27 mężczyzn, 39 
kobiet) w wieku 19-70 lat, średnio 34,6 ± 1,6 roku. Wszyscy ci chorzy zażywali 
z różnych powodów w ciągu ostatnich 2 lat aspirynę i inne NLPZ, nie obserwując żad
nych powikłań. Średni czas trwania astmy wynosił w tej grupie 10,6 ± 1,2 roku. Śred
nia wartość FEV| wynosiła 3,1 ± 0,1 1, co stanowiło 92,5 ± 1,8% wartości należnej; 55 
osób (83,3%) miało dodatnie testy skórne z co najmniej 1 alergenem wziewnym. Śred
nia wartość całkowitego IgE wynosiła 129,3 ± 36,5 IU/ml. Kortykosteroidy wziewne 
zażywało 45 chorych (68,2%) w średniej dawce dobowej 1000 pg w przeliczeniu na 
flutikazon (250-2000 pg). Natomiast kortykosteroidy doustne przyjmowało 20 cho
rych (30,3%) w średniej dawce dobowej 10,6 mg w przeliczeniu na metyloprednizolon 
(2-16 mg).

U wszystkich badanych chorych pobierano rano krew na oznaczanie podstawowych 
stężeń 9a,l ip-PGF2 i tryptazy oraz mocz na oznaczanie podstawowych stężeń 9a,l ip- 
-PGF2 i LTE4.

U 12 chorych z tej grupy, wybranych losowo, podawano jednorazowe dawki aspi
ryny poprzedzone zażyciem placebo, w sposób opisany w dalszej części tego rozdziału.

U tych chorych pobierano krew na oznaczanie stężeń 9a,l ip-PGF2 nie tylko przed 
podaniem placebo i każdej z dawek aspiryny, ale także po 15, 30, 60 i 120 minutach od 
ich podania.

Nie pobierano próbek moczu po prowokacji.

c. Grupa kontrolna osób zdrowych

Grupę kontrolną stanowiło 50 zdrowych osób spośród personelu II Katedry Chorób 
Wewnętrznych CM UJ (17 mężczyzn, 33 kobiety) w wieku 25-61 lat, średnio 35,6 ± 
1,4 roku. Żadna z tych osób nie miała w przeszłości objawów alergii i astmy. Wszyst
kie miały ujemne wyniki testów skórnych z powszechnymi alergenami wziewnymi, 
a w ich surowicy nie wykryto obecności specyficznych przeciwciał IgE w jakościo
wym teście in vitro (Phadiatop). Średnia wartość całkowitego IgE wynosiła 38,8 ± 9,2 
IU/ml. Osoby te zażywały bez powikłań aspirynę oraz inne NLPZ.

U wszystkich osób z tej grupy pobierano krew na oznaczanie podstawowych stężeń 
9a,l ip-PGF2 i tryptazy oraz mocz na oznaczanie podstawowych stężeń 9a,l lp-PGF2 
i LTE4.

Ponadto 24 osobom z tej grupy podawano aspirynę i placebo w sposób opisany 
w dalszej części tego rozdziału i w odpowiednich punktach czasowych pobierano krew 
na oznaczanie stężeń 9<x, 1 ip-PGF2 i tryptazy oraz mocz na oznaczanie stężeń 9a, 1 lp- 
-PGF2 i LTE4. Krew pobierano przed zażyciem, a następnie po 15, 30, 60 i 120 minu
tach od zażycia placebo oraz pojedynczych dawek aspiryny. Kiedy podawano 3 dawki 
aspiryny/placebo w ciągu 1 doby, krew pobierano przed pierwszą dawką, 5 godzin 
później, tj. przed drugą dawką oraz po 24 godzinach. Mocz gromadzono wyjściowo 
oraz we frakcjach 2-godzinnych, po 2, 4 i 6 godzinach od zażycia placebo i pojedyn
czych dawek aspiryny. W przypadku zażywania 3 dawek aspiryny/placebo w ciągu 
doby mocz pobierano tylko przed pierwszą dawką poranną, a następnie po 24 godzi
nach, zawsze po 2-godzinnym gromadzeniu moczu w pęcherzu.
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4.1.3. Badanie markerów aktywacji mastocytów przed wziewną prowokacją adenozyną
i metacholiną u chorych na astmę oskrzelową i po nich (etap 3 i 4)

Badaniami objęto 18 chorych nas astmę oskrzelową (9 mężczyzn i 9 kobiet) w wie
ku 19-67 lat, średnio 37,2 ± 3,5 roku. W tej grupie 7 chorych miało astmę z nadwraż
liwością na aspirynę, co było potwierdzone doustnym testem prowokacyjnym z tym 
lekiem. Pozostałych 11 chorych dobrze tolerowało aspirynę i inne NLPZ. Natomiast 11 
chorych miało astmę alergiczną, co potwierdzał wywiad, dodatnie testy skórne z pod
stawowymi alergenami wziewnymi oraz obecność specyficznych przeciwciał IgE wo
bec tych alergenów w klasie > 2. Pozostałych 7 chorych miało astmę niealergiczną. 
W chwili przeprowadzania badań wszyscy byli w okresie stabilnym choroby i pozo
stawali bez zaostrzeń w ciągu ostatnich 6 tygodni. Średni czas trwania astmy wynosił 
14,3 ± 1,9 roku. Średnia wartość FEV] wynosiła 3,06 ± 0,2 I, co stanowiło 92,2 ± 2,4% 
wartości należnej. Korty kostero idy wziewne zażywało 15 chorych (83,3%) w średniej 
dawce dobowej 380 pg w przeliczeniu na flutikazon (zakres dawek 50-1000 pg).

W tej części badania ci sami chorzy byli poddani - w sposób randomizowany - 
w odstępie kilkunastu dni, dwóm wziewnym testom prowokacyjnym: z adenozyną 
i z metacholiną. W trakcie każdego z tych testów pobierano krew wyjściowo na ozna
czanie podstawowych stężeń 9a,llp-PGF2 i tryptazy oraz mocz (po wcześniejszym, 
2-godzinnym gromadzeniu go w pęcherzu) na oznaczanie podstawowych stężeń LTE4, 
a następnie po zakończeniu prowokacji, w odpowiednich punktach czasowych. Krew 
pobierano po 5, 30, 60 i 120 minutach, a próbki moczu z 2-godzinnych frakcji, po 2, 4 
i 6 godzinach od wystąpienia reakcji skurczowej oskrzeli.

4.2. Metody przeprowadzania testów prowokacyjnych

4.2.1. Wziewny test prowokacyjny z alergenem

Roztwory alergenów Dermatophagoides pteronyssinus i pyłków traw mieszanych 
(Aąuagen SQ, ALK, Horsholm, Dania) przygotowywano tuż przed rozpoczęciem testu 
poprzez 10-krotne rozcieńczanie roztworu oryginalnego (100 000 SQ-U/ml) za pomocą 
rozpuszczalnika ALK zawierającego w 1 ml: 0,3 mg albuminy ludzkiej, 5 mg chlorku 
sodu, 2,5 mg wodorowęglanu sodu i 5 mg fenolu. W ten sposób uzyskano 10-krotnie 
wzrastające stężenia alergenów 1-100 000 SQ-U/ml. Inhalacje przeprowadzano przy 
użyciu systemu komputerowego abcPneumo 2000 RS (abcMED, Kraków, Polska) 
połączonego z systemem do kontrolowanego podawania aerozoli w inhalacji.

Do badania kwalifikowano chorych z FEV| > 80% wartości należnej. Prowokacje 
rozpoczynano zawsze o tej samej porze, pomiędzy godziną 8.00 a 8.30, podając do 
inhalacji placebo w postaci 1 ml oryginalnego rozcieńczalnika ALK, które chory 
wziewał w trakcie 10 spokojnych wdechów. Każdy wdech trwał 500 milisekund, 
a wziewanie aerozolu rozpoczynało się w 100 milisekund od rozpoczęcia wdechu. 
FEVi mierzono przed inhalacją, a następnie bezpośrednio po zakończeniu inhalacji 
oraz po 5 i po 10 minutach. Jeśli różnice pomiędzy poszczególnymi pomiarami FEV| 
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przewyższały 15%, chory był wykluczany z dalszej części badania ze względu na nie
stabilność drzewa oskrzelowego. W pozostałych przypadkach obliczano średnią war
tość FEV| z trzech wartości uzyskanych po inhalacji placebo. Ta wartość była następ
nie traktowana jako wartość wyjściowa. W tych samych punktach czasowych mierzono 
PEF i obliczano jego wartość wyjściową, podobnie jak dla FEV|.

Następnie rozpoczynano inhalacje alergenu, począwszy od najniższego stężenia, 
czyli 1 SQ-U/ml. Przeprowadzano je w identyczny sposób jak inhalacje placebo (roz
cieńczalnika). FEVi mierzono bezpośrednio po zakończeniu inhalacji każdego stężenia 
alergenu oraz po 5 i po 10 minutach. Test przerywano, jeśli po którymkolwiek z kolej
nych stężeń uzyskano spadek FEV| > 20% względem wartości wyjściowej, tj. średniej 
po placebo. Rozpoznawano wówczas wczesną reakcję alergiczną. Stężenie alergenu 
powodujące ten spadek określano jako PC20. Odnotowywano również towarzyszące tej 
reakcji objawy kliniczne.

Jeśli zaś spadek FEV| wynosił 15-20% względem wartości wyjściowej, wstrzy
mywano się od podania kolejnego stężenia alergenu i kontynuowano pomiary FEV, 
przez dalsze 10 minut, czyli po 15 i po 20 minutach od zakończenia inhalacji. Gdy 
w tym czasie nie dochodziło do dalszego spadku FEVb podawano następne stężenie 
alergenu. Jeśli zaś nastąpił spadek FEV| >20% względem wartości wyjściowej, test 
przerywano i uznawano go za dodatni. Kiedy zaś po zainhalowaniu najwyższego stę
żenia alergenu nie obserwowano w ciągu 30 minut wymaganego spadku FEV|, wynik 
testu uznawano za ujemny.

Po stwierdzeniu reakcji wczesnej lub po zainhalowaniu wszystkich stężeń bez reak
cji kontynuowano obserwację i dalsze pomiary, mierząc PEF co 30 minut oraz FEV| 
co 2 godziny w ciągu następnych 12 godzin, w celu stwierdzenia obecności ewentual
nej reakcji późnej. Taką reakcję rozpoznawano, jeśli nastąpił spadek PEF lub FEV| 
o co najmniej 15% względem wartości wyjściowej.

Przed testem odstawiano krótko działające p2-mimetyki na 8 godzin, długo działa
jące p2-mimetyki i metyloksantyny na 24 godziny, leki antyhistaminowe na 5 dni. Cho
rzy kontynuowali przyjmowanie kortykosteroidów wziewnych.

4.2.2. Doustny test prowokacyjny z aspiryną u chorych na astmę aspirynową

Doustny test prowokacyjny z aspiryną przeprowadzano przez 2 kolejne dni. Co
dziennie rozpoczynano go między godziną 8.00 a 8.30. Do testu kwalifikowano osoby 
z FEV, > 70% wartości należnej. Pomiary spirometryczne wykonywano za pomocą 
spirometru abcPneumo 2000 (abcMED, Kraków, Polska). W pierwszym dniu chorzy 
otrzymywali 2-krotnie w odstępach 2,5-godzinnych po 1 kapsułce placebo. FEV| mie
rzono wyjściowo, a następnie co 0,5 godziny w ciągu 2,5 godziny od zażycia każdej 
kapsułki placebo. Jeśli wahania FEV] przekraczały 15%, chory był wykluczany z dal
szego badania ze względu na niestabilność drzewa oskrzelowego. W pozostałych przy
padkach, następnego dnia podawano wzrastające dawki aspiryny, tj. 27, 44, 117 i 312 
mg, również w odstępach 2,5-godzinnych. Łączna dawka kumulacyjna aspiryny wyno
siła 500 mg. FEVi mierzono przed podaniem pierwszej dawki (wartość wyjściowa), 
a następnie w odstępach 0,5-godzinnych, w czasie 2,5 godziny po każdej kolejnej daw
ce. Chorzy pozostawali cały czas pod nadzorem medycznym, i odnotowywano wszel
kie objawy kliniczne wskazujące na reakcję nadwrażliwości na aspirynę, takie jak 
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skurcz oskrzeli, ucisk w klatce piersiowej, świsty, wyciek wodnistej wydzieliny z nosa, 
blokada nosa, zaczerwienienie spojówek, obrzęki powiek, zaczerwienienie skóry twa
rzy i klatki piersiowej. Test przerywano i uznawano za dodatni, jeśli w którymś mo
mencie stwierdzono spadek FEV, > 20% względem wartości wyjściowej z obecnością 
objawów pozaoskrzelowych lub bez nich. Próbę określano jako ujemną, jeśli podano 
maksymalną dawkę kumulacyjną aspiryny bez spadku FEV^ Dawkę, która prowoko
wała dokładnie 20% spadek FEVi, obliczano poprzez interpolację krzywej logaryt
micznej dawki kumulacyjnej oraz odpowiedzi bronchospastycznej (FEVi) i określano 
ją jako dawkę progową (PD20).

Przed próbą odstawiano krótko działające ß2-mimetyki na 8 godzin, długo działają
ce ß2-mimetyki i metyloksantyny - na 24 godziny, leki antyhistaminowe - na 5 dni. 
Chorzy kontynuowali leczenie kortykosteroidami wziewnymi. W razie konieczności 
przewlekłego stosowania kortykosteroidów doustnych dopuszczalna dawka wynosiła 
8 mg w przeliczeniu na metyloprednizolon.

4.2.3. Podawanie aspiryny w grupie chorych na astmę dobrze tolerujących aspirynę

Chorym na astmę dobrze tolerującym aspirynę podawano jednorazowo 100 mg 
aspiryny. Dawka ta odpowiadała średniej dawce progowej wyliczonej w grupie cho
rych na astmę aspirynową. Podanie pierwszej dawki aspiryny było poprzedzone dzień 
wcześniej podaniem pojedynczej dawki placebo. Kilka tygodni później ci sami chorzy 
otrzymali jednorazowo 600 mg aspiryny. FEV! mierzono przed zażyciem oraz co 0,5 
godziny w czasie 2,5 godziny od zażycia placebo i każdej z dawek aspiryny.

4.2.4. Podawanie aspiryny w grupie kontrolnej osób zdrowych

Dziesięciu osobom zdrowym podano jednorazowo 100 mg aspiryny. Kilka tygodni 
później te same 10 osób otrzymało jednorazowo 600 mg aspiryny. Podanie każdej 
dawki było poprzedzone dzień wcześniej podaniem pojedynczej dawki placebo. Na
stępnie 14 innych zdrowych osób otrzymało 3 dawki aspiryny w ciągu jednej doby, tj. 
100 mg rano, 600 mg w 5 godzin później i kolejne 600 mg następnego dnia rano. Tak 
więc całkowita dawka otrzymana przez jedną osobę w ciągu doby wynosiła 1300 mg.

4.2.5. Wziewny test prowokacyjny z adenozyną

Do testu stosowano sól sodową 5’-monofosforanu adenozyny (Sigma-Aldrich, 
Niemcy), jako łatwiej rozpuszczalną niż sama adenozyna. Rozpuszczano ją każdora
zowo w soli fizjologicznej bezpośrednio przed rozpoczęciem badania. W pierwszym 
etapie uzyskiwano roztwór 400 mg/ml, który następnie rozcieńczano za każdym razem 
2-krotnie. W ten sposób otrzymywano następujące wzrastające stężenia: 3,15, 6,25,
12.5. 25,0, 50,0, 100,0, 200,0 i 400,0 mg/ml.

Prowokacje przeprowadzano metodą 5 oddechów opracowaną przez European Re
spiratory Society Task Force [110]. Aerozol był wytwarzany przy użyciu nebulizatora 
DeVilbiss 646 (Sunrise Medical, USA) połączonego z dozymetrem, umożliwiającym 
zainhalowanie w czasie 0,6 sekundy 0,9 pl roztworu adenozyny.
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Do testu kwalifikowano osoby z FEV| > 60% wartości należnej. W pierwszym eta
pie inhalowano sól fizjologiczną (jako placebo) w ciągu 5 spokojnych wdechów po
przedzonych spokojnym wydechem do poziomu FRC. Każdy wdech trwał 5 sekund, 
po czym chory zatrzymywał oddech na szczycie wdechu (na poziomie TLC) na na
stępne 5 sekund. FEVi mierzono przed pierwszym wdechem, a następnie po 60 i po 
180 sekundach od zakończenia ostatniego wdechu. Warunkiem przejścia do inhalacji 
adenozyny był brak większych niż 10% wahań wartości FEV, po inhalacji placebo. 
Wyższy z dwóch pomiarów FEV| zmierzonych po inhalacji placebo służył jako war
tość wyjściowa do późniejszego obliczania spadku FEV| po adenozynie. Zasady inha
lacji kolejnych, 2-krotnie wzrastających stężeń adenozyny były identyczne jak w przy
padku inhalacji placebo. Test przerywano i uznawano go za dodatni, jeśli po którym
kolwiek ze stężeń dochodziło do spadku FEVi > 20% względem wartości wyjściowej 
i obliczano wartość PC2o- Brak reakcji po zainhalowaniu najwyższego ze stężeń adeno
zyny pozwalał na uznanie testu za ujemny.

Do testu z adenozyną odstawiano leki podobnie jak do testu wziewnego z alergenem.

4.2.6. Wziewny test prowokacyjny z metacholiną

Do testu używano chlorowodorku metacholiny (Provocholine, Methapharm, ACIC, 
Cypr). Roztwór do inhalacji przygotowywano każdorazowo przed rozpoczęciem bada
nia, stosując sól fizjologiczną jako rozpuszczalnik. W pierwszej kolejności sporządza
no roztwór 16 mg/ml, który następnie rozcieńczano za każdym razem 4-krotnie. W ten 
sposób uzyskiwano następujące stężenia: 0,0625, 0,25, 1,0, 4,0 i 16 mg/ml.

Prowokacje przeprowadzano metodą 5 oddechów opracowaną przez American 
Thoracic Society [115], używając tego samego sprzętu co do testów z adenozyną.

Do testu byli kwalifikowani chorzy z FEVi >60% wartości należnej. Badanie roz
poczynano od inhalacji soli fizjologicznej w identyczny sposób jak w teście prowoka
cyjnym z adenozyną, z tą różnicą, że FEV] mierzono przed pierwszym wdechem, 
a następnie po 30 i po 90 sekundach od zakończenia piątego wdechu i wymagano, aby 
wahania FEV| po inhalacji placebo nie przekraczały 15%. Wyższy z dwóch pomiarów 
FEVi zmierzonych po inhalacji placebo wybierano jako wartość wyjściową do póź
niejszego obliczania spadku FEV| po inhalacji metacholiny. Inhalacje kolejnych, 
4-krotnie wzrastających stężeń metacholiny odbywały się w identyczny sposób jak 
inhalacje soli fizjologicznej. Jeśli po którymkolwiek ze stężeń nastąpił spadek FEV| > 
20% względem wartości wyjściowej (po soli fizjologicznej), test przerywano i uzna
wano go za dodatni. Następnie obliczano stężenie powodujące 20% spadku wartości 
FEV| poprzez interpolację krzywej logarytmicznej stężenia metacholiny i odpowiedzi 
bronchospastycznej (FEVi), określając je jako stężenie progowe (PC20). Jeśli po zain
halowaniu najwyższego ze stężeń nie następował wymagany spadek FEV|, test koń
czono i uznawano go za ujemny.

Do testu z metacholiną odstawiano leki podobnie jak do testu wziewnego z alergenem.
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4.3. Metody laboratoryjne

4.3.1. Oznaczanie stężenia 9a,11p-PGF2 w osoczu i w moczu

Metabolit PGD2, czyli 9a,l ip-PGF2, oznaczano w osoczu i w moczu metodą chro
matografii gazowej połączonej ze spektrometrią mas, techniką ujemnej jonizacji che
micznej na spektrometrze (Hewlett Packard, Pało Alto, USA) zgodnie z metodą opisa
ną przez Obata i wsp. [57].

Próbki krwi wirowano przez 10 minut natychmiast po pobraniu (3500 obrotów/ 
min). Do 1 ml uzyskanego osocza dodawano 0,5 ng PGF2a znakowanej deuterem 
([2H4]PGF2a), jako wewnętrznego standardu zaś do 0,2 ml próbki moczu dodawano 
1,0 ng [2H4]PGF2a. Po zakwaszeniu do pH 3,0 oba rodzaje próbek ekstrahowano octa
nem etylu. Górną warstwę ekstraktu odparowywano do suchości w atmosferze prze
pływającego azotu. Pozostałość derywatyzowano bromkiem pentafluorobenzylowym 
(PFBBr) do estru pentafluorobenzylowego. Następnie rozdzielano metodą chromato
grafii cienkowarstwowej na płytkach szklanych pokrytych żelem krzemionkowym. 
Wyizolowany ester pentafluorobenzylowy 9a,lip-PGF2 derywatyzowano trifluoro- 
-N,O-ó«-(trimetylosilylo)-acetamidem (BSTFA) w obecności pirydyny do eteru tri- 
metylsilylowego, który analizowano przy użyciu chromatografu gazowego sprzężone
go ze spektrometrem mas. Używano 30-metrowej kolumny HP-5ms (ID 0,25 mm) 
o grubości filmu 0,25 pm. Oznaczane związki analizowano techniką selected ion mo
nitoring (SIM), rejestrując jony o m/z 569 dla 9a,l ip-PGF2 oraz o m/z 573 dla stan
dardu wewnętrznego.

Stężenia mierzonych eikozanoidów we krwi wyrażano w pg/ml, w moczu zaś 
w ng/mg kreatyniny.

4.3.2. Oznaczanie stężenia tryptazy w surowicy

Tryptazę oznaczano w surowicy metodą fluoroenzymatyczną przy użyciu zestawu 
UniCAPTryptase (Pharmacia & Upjohn Diagnostics, Uppsala, Szwecja).

Próbki surowicy badanych osób inkubowano z przeciwciałami przeciwko tryptazie 
związanymi kowalencyjnie z fazą stałą (Immuno-CAP) w temperaturze pokojowej 
przez 30 minut. Po odpłukaniu nadmiaru surowicy powstałe kompleksy tryptaza-anty- 
tryptaza inkubowano z przeciwciałami przeciwko tryptazie znakowanymi enzymem 
(P-galaktozydazą) w temperaturze pokojowej przez 150 minut. Następnie odpłukiwano 
nadmiar niezwiązanych kompleksów. Natomiast kompleksy związane inkubowano 
w obecności roztworu rozwijającego, zawierającego substrat fluorescencyjny (4-me- 
tyloumbe!iferyl-P-D-galaktozyd) w temperaturze pokojowej przez 10 minut, generując 
w ten sposób fluorescencję. Następnie próbki eluowano płynem hamującym (4% wę
glan sodu). W uzyskanym eluacie mierzono fluorescencję za pomocą czytnika Fluoro- 
Count 96. Fluorescencja każdej z badanych próbek była proporcjonalna do stężenia 
tryptazy zawartej w tej próbce. Dla przedstawienia wyników testu fluorescencja próbki 
była porównywana bezpośrednio z krzywą standardową.

Wyniki przedstawiano w pg/l.
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4.3.3. Oznaczanie stężenia LTE4 w moczu

Stężenie LTE4 w moczu oznaczano metodą immunoenzymatyczną (EL1SA, Cayman 
Chemicals, AnnArbor, USA), zgodnie z metodą opisaną przez Kumlin i Dahlena [116].

Próbki moczu wirowano (3000 obrotów/min) przez 10 minut, dodawano antyoksy- 
dant 4-hydroksy-TEMPO i przechowywano do czasu oznaczenia w temperaturze -80°C.

Po rozmrożeniu i ponownym wirowaniu mocz rozcieńczano buforem znajdującym 
się w zestawie w proporcji 1:4, umieszczano w dołkach płytki opłaszczonych mono- 
klonalnym przeciwciałem (Mo-AntiRb IgG) i inkubowano z acetylocholinesterazą 
skoniugowanąz LTE4 (LTE4 tracer) oraz antysurowicą specyficzną dla LTE4 przez 18 
godzin w temperaturze pokojowej. Niezwiązane reagenty usuwano, a płytkę płukano 
buforem. Następnie dodawano odczynnik Ellmana zawierający substrat dla acetylo- 
cholinesterazy i całość inkubowano przez 1 godzinę w temperaturze pokojowej. Pro
dukt reakcji enzymatycznej (barwy żółtej) mierzono spektrofotometrycznie, odczytując 
absorpcję przy długości fali 405 nm.

Stężenie LTE4 odczytywano z krzywej standardowej i po przeliczeniu podawano 
wynik w pg/mg kreatyniny.

4.3.4. Ilościowe oznaczanie specyficznych przeciwciał IgE

Specyficzne przeciwciała IgE w surowicy oznaczano metodą fluoroenzymatyczną 
przy użyciu zestawu Pharmacia CAP System Specific IgE FEIA (Pharmacia & Upjohn 
Diagnostics, Uppsala, Szwecja).

Próbki surowicy inkubowano z alergenem związanym kowalencyjnie z fazą stałą 
(kubeczki - Immuno-CAP) w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Po odpłukaniu 
nadmiaru surowicy powstałe kompleksy antygen-przeciwciało inkubowano ponownie 
z przeciwciałami anty-lgE znakowanymi enzymem (p-galaktozydazą) w temperaturze 
pokojowej przez 150 minut. Następnie odpłukiwano nadmiar niezwiązanych komplek
sów. Natomiast kompleksy związane inkubowano po raz kolejny w obecności roztworu 
rozwijającego w temperaturze pokojowej przez 10 minut, generując fluorescencję. 
Następnie próbki eluowano płynem hamującym. W uzyskanym eluacie mierzono flu
orescencję za pomocą czytnika FluoroCount 96. Fluorescencja każdej z próbek bada
nych była proporcjonalna do stężenia specyficznego IgE zawartego w tej próbce. Do 
sklasyfikowania wyników testu fluorescencja próbki była porównywana bezpośrednio 
z krzywą standardową.

Wartości poniżej 0,35 kU/1 wskazywały na brak lub nieoznaczalne stężenie specy
ficznych przeciwciał IgE. Wartości > 0,35 kU/1 świadczyły o wzroście względnego 
stężenia tych przeciwciał. Wyniki liczbowe (stężenia) uzupełniono kwalifikacją w kla
sach, w zależności od przedziału stężeń:

klasa 0 < 0,35 kU/1
klasa 1 0,35-0,7 kU/1
klasa 2 0,7-3,5 kU/1
klasa 3 3,5-17,5 kU/1
klasa 4 17,5-50,0 kU/1
klasa 5 50,0-100 kU/1
klasa 6 > 100 kU/1
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4.3.5. Jakościowe oznaczanie specyficznych przeciwciał IgE

Jakościową ocenę specyficznych IgE w surowicy przeprowadzano metodą fluoro- 
enzymatyczną przy użyciu zestawu PharmaciaCAP System Phadiatop (Pharmacia & 
Upjohn Diagnostics, Uppsala, Szwecja).

Próbki surowicy inkubowano z mieszaniną najbardziej popularnych alergenów 
wziewnych związanych kowalencyjnie z fazą stałą (Immuno-CAP) w temperaturze 
pokojowej przez 30 minut. Dalsze etapy badania odbywały się w sposób analogiczny 
jak w opisanej ilościowej metodzie oznaczania specyficznych przeciwciał IgE. Fluore- 
scencje próbek surowic badanych porównywano z krzywą standardową.

Za punkt odcięcia dla wyników dodatnich i ujemnych przyjmowano stężenie 0,35 
kU/1.

4.3.6. Oznaczanie całkowitego IgE

Całkowite IgE w surowicy oznaczano metodą nefelometryczną przy użyciu zesta
wów NLatex IgE mono (Dade Behring, Newark, USA) za pomocą aparatu Behring 
Nephelometer Analyzer 11 (Dade Behring, Newark, USA). Rozcieńczone buforem 
próbki surowicy inkubowano z anty-IgE opłaszczonymi na lateksie przez 6 minut 
w temperaturze 37°C, w wyniku czego powstawały agregaty dające zmętnienie. Inten
sywność rozproszenia światła proporcjonalną do stężenia IgE odczytywano na nefelo- 
metrze.

Wyniki podawano w lU/ml.

4.4. Testy skórne

Testy skórne prick wykonywano z czternastoma powszechnymi alergenami wziew- 
nymi przy użyciu zestawu Soluprick (ALK, Horsholm, Dania). Jako kontrolę dodatnią 
stosowano chlorowodorek histaminy (1 mg/ml), jako zaś kontrolę ujemną - oryginalny 
rozcieńczalnik alergenów firmy ALK. Za wynik dodatni przyjmowano bąbel o średni
cy co najmniej 3 mm większej od średnicy bąbla kontroli ujemnej.

4.5. Skala punktowa objawów po prowokacji doustnej aspiryną u chorych na astmę 
aspirynową

Reakcji skurczowej oskrzeli po prowokacji doustnej aspiryną u chorych na astmę 
aspirynową często, oprócz duszności, towarzyszą objawy pozaoskrzelowe, dlatego też 
w tej grupie chorych opracowano 3-stopniową skalę ich oceny. Brano w niej pod uwa
gę następujące objawy: duszność, wodnistą wydzielinę z nosa, blokadę nosa, objawy 
oczne (świąd i/lub zaczerwienienie spojówek), rumień twarzy i szyi, ból głowy, obja
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wy żołądkowe (nudności i/lub wymioty). Każdemu z wymienionych objawów przypi
sywano 1-3 punkty, w zależności od stopnia jego nasilenia. Następnie uzyskane punkty 
sumowano i w ten sposób otrzymywano indywidualny łączny wskaźnik (score) obja
wów dla każdego chorego, który służył do porównywania z nasileniem wydzielania 
poszczególnych mediatorów.

4.6. Analiza statystyczna

Wyniki badań wyrażano jako średnią arytmetyczną i błąd standardowy średniej 
{Standard Error of the Mean - SEM).

Analizę porównań pomiędzy dwiema grupami w zakresie podstawowych wartości, 
oznaczonych w spoczynku, przeprowadzano za pomocą testu t-Studenta dla grup nie
zależnych w przypadku, kiedy zmienne zależne miały rozkład normalny, lub za pomo
cą testu U Manna-Whitneya w przypadku rozkładu zmiennych zależnych różnego od 
normalnego. Przy porównywaniu różnic pomiędzy trzema grupami w zakresie wartości 
podstawowych stosowano jednoczynnikową analizę wariancji ANOVA. W razie stwier
dzenia istotnych różnic między grupami każdą parę grup porównywano testem post- 
-hoc Tukeya.

Porównań pomiędzy wartościami podstawowymi a wartościami zmierzonymi 
w odpowiednich punktach czasowych po prowokacji dokonywano za pomocą analizy 
wariancji dla powtarzanych pomiarów oraz nieparametrycznej analizy wariancji z po
wtarzanymi pomiarami Friedmana, a w wypadku stwierdzenia istotnych różnic między 
pomiarami stosowano serię testów Wilcoxona w celu ustalenia, który pomiar różni się 
od którego.

Do oceny zależności pomiędzy dwiema zmiennymi stosowano współczynnik kore
lacji Pearsona lub Spearmana, w zależności od normalności rozkładu.

Za graniczny poziom istotności statystycznej we wszystkich analizach przyjęto 
a = 0,05.

Analizę przeprowadzono za pomocą pakietu komputerowego Statistica for Win
dows wersja 6.0 (StatSoft, Inc. Tulsa, USA).





5. WYNIKI BADAŃ

5.1. Prowokacja wziewna alergenem (etap 1)

5.1.1. Wartości podstawowych stężeń badanych mediatorów we krwi i w moczu

Nie obserwowano istotnych różnic w zakresie średnich podstawowych stężeń 
9a,lip-PGF2 w osoczu i w moczu, jak również tryptazy w surowicy między grupą 
chorych na astmę alergiczną a grupą kontrolną osób zdrowych (tab. 1). Jedynym me
diatorem, który wyróżniał się znamiennie wyższą średnią wartością w grupie chorych 
na astmę alergiczną, w porównaniu z grupą osób zdrowych, było stężenie LTE4 
w moczu (tab. 1).

Tabela 1

Średnie wartości podstawowych stężeń eikozanoidów i tryptazy w grupie chorych na astmę 
alergiczną (AA) oraz w grupie kontrolnej osób zdrowych

AA (n = 32) zdrowi (n = 50) P
9ct, 11 ß-PGF2 w osoczu (pg/ml) 4,59 ±2,5 5,11 ±1,73 > 0,05
tryptaza w surowicy (ng/l) 4,46 ± 1,84 4,43 ±1,54 > 0,05
9a,11ß-PGF2 w moczu (ng/mg kreatyniny) 0,92 ± 0,56 1,06 ±0,51 > 0,05
LTE4 w moczu (pg/mg kreatyniny) 538,4 ±440,5 329,3 ± 187,5 < 0,01

5.1.2. Markery aktywacji mastocytów po wziewnej prowokacji alergenem u chorych na astmę 
alergiczną

U wszystkich 10 chorych inhalacja alergenu wywołała wczesną reakcję astmatycz
ną manifestującą się dusznością oraz spadkiem FEV] > 20% względem wartości wyj
ściowej. Średni spadek FEV| wynosił 31,2 ± 3,1%. Tylko u 2 osób obserwowano do
datkowo lekki katar i kichanie. U 5 spośród 10 badanych chorych wystąpiła późna 
reakcja astmatyczna objawiająca się ponownym nawrotem duszności oraz spadkiem 
FEV, > 15% względem wartości wyjściowej. Stężenia i rodzaj alergenu wyzwalające
go reakcje astmatyczne oraz wielkość spadku FEV| u poszczególnych chorych przed
stawiono w tab. 2.
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Tabela 2

Rodzaj alergenu i odpowiedź ze strony oskrzeli u 10 chorych na astmę alergiczną poddanych 
wziewnej prowokacji alergenem

EAR - wczesna reakcja astmatyczna 
LAR - późna reakcja astmatyczna 
* chorzy, u których rozwinęła się LAR 
** spadek FEV, liczony względem średniej wartości wyjściowej FEVi (po inhalacji rozpuszczalnika)

chory alergen PC20 (SQ)
FEVi wyjściowe 

(% wartości 
należnej)

EAR 
(% spadku 
FEVi) **

LAR 
(% spadku 

FEVi) **
1 trawy 100 000 99,7 46,5
2 trawy 10 000 92,0 27,9
3 D. pteronyssinus 100 000 99,2 31,1
4 trawy 10 000 98,5 25,3
5 D. pteronyssinus 100 000 94,5 20,8
6* trawy 100 000 105,7 50,4 20,2
7* trawy 1 91,0 23,5 21,0
8* trawy 100 000 102,6 33,1 16,0
9* D. pteronyssinus 100 000 109,9 30,1 24,5
10* D. pteronyssinus 100 000 93,3 22,7 16,5

9a, l ip-PGF2 w osoczu po prowokacji alergenem

Inhalacja alergenu spowodowała znamienny (p < 0,01), wczesny wzrost średniego 
stężenia 9a,l ip-PGF2 w osoczu. Wartość ta, zmierzona w czasie 5 minut od zakończe
nia prowokacji, wynosiła 16,98 ± 5,62 pg/ml i była 5-krotnie wyższa w porównaniu ze 
średnią wartością podstawową sprzed prowokacji (3,38 ± 0,46 pg/ml) (rys. 4). Średnie 
stężenie 9a,lip-PGF2 stopniowo zmniejszało się, lecz było jeszcze znamiennie więk
sze od wartości podstawowej w 30 minut po prowokacji (8,87 ± 2,37 pg/ml, p < 0,05). 
W następnych punktach czasowych średnie stężenia 9a,lip-PGF2 w osoczu zbliżały 
się stopniowo do wartości podstawowej i wynosiły odpowiednio: 5,99 ± 0,92 pg/ml 
i 4,07 ± 0,59 pg/ml po 60 i 120 minutach od zakończenia prowokacji. Wartości te nie 
różniły się już znamiennie od wartości podstawowej (p > 0,05) (rys. 4).
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czas (minuty)

Rys. 4. Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 i tryptazy we krwi przed wziewną prowokacją i po wziewnej 
prowokacji alergenem u chorych na astmę alergiczną

Kinetyka wydzielania 9a,l ip-PGF2 do krwi była podobna u wszystkich badanych 
chorych (rys. 5a). Maksymalny wzrost stężenia tego eikozanoidu obserwowano w cią
gu 5 minut od zakończenia prowokacji. U jednej chorej wzrost ten wynosił aż 2314% 
względem wartości podstawowej, u 7 innych osób wzrosty mieściły się w granicach 
pomiędzy 100% a 800%, u jednej osoby wynosił on poniżej 100%. Tylko u jednego 
chorego wydzielanie 9a,l ip-PGF2 do krwi przebiegało stabilnie w ciągu 2-godzinnej 
obserwacji (rys. 6a). U chorej z najwyższym wzrostem 9a,l ip-PGF2 odnotowano jed
nocześnie największy spadek FEV| w odpowiedzi na prowokację alergenem.

Analizując całą grupę, nie stwierdzono jednakże istotnej korelacji pomiędzy nasile
niem spadku FEV| a wzrostem wydzielania tego eikozanoidu do krwi (r = -0,66, 
p > 0,05).

Tryptaza w surowicy po prowokacji alergenem

Inhalacja alergenu nie spowodowała istotnych zmian w wydzielaniu tryptazy do 
krwi. Średnie stężenia tego mediatora mierzone w odpowiednich punktach czasowych 
po zakończeniu prowokacji alergenem nie różniły się istotnie (p > 0,05) od średniej 
wartości podstawowej (5,59 ± 0,71 pg/1) (rys. 4). Wartości te mierzone po 5, 30, 60 
i 120 minutach wynosiły odpowiednio: 5,11 ± 0,74 pg/l, 5,24 ± 0,77 pg/1, 5,33 ± 0,88 
pg/l i 5,04 ± 0,82 pg/l (rys. 4).
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Rys. 5. Zachowanie się stężeń 9a,1ip-PGF2 w osoczu (a), tryptazy w surowicy (b), 9a,11p-PGF2 
w moczu (c) i LTE< w moczu (d) przed wziewną prowokacją i po wziewnej prowokacji alergenem 
u poszczególnych chorych na astmę alergiczną

W indywidualnych przypadkach dało się zauważyć wysokie i niskie wyjściowe stę
żenia tryptazy, a kinetyka wydzielania tego mediatora do krwi była względnie stabilna 
(rys. 5b). U 4 osób zaobserwowano łagodne, maksymalne wzrosty tego mediatora 
względem wartości podstawowych sięgające 10-16%, u 5 osób nie zaobserwowano 
wyraźnych zmian. Tylko u jednej osoby stwierdzono spadek sięgający -54%.

Nie stwierdzono korelacji między spadkiem FEV| po prowokacji alergenem a mak
symalną zmianą w wydzielaniu tryptazy do krwi (r = -0,12, p > 0,05).
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c d
Rys. 6. Maksymalny procentowy wzrost lub spadek stężenia 9a,11p-PGF2 w osoczu po prowokacji 
alergenem (a), aspiryną (b), adenozyną (c) i metacholiną (d), wyrażony w % wartości podstawowej

9a,l 10-PGF2 w moczu po prowokacji alergenem

Inhalacja alergenu spowodowała 1,5-krotny wzrost średniego stężenia 9a,l 10-PGF2 
(1,06 ± 0,14 ng/mg kreatyniny), obliczonego w próbkach moczu zebranych w ciągu 
pierwszych 2 godzin od zakończenia prowokacji, w porównaniu ze średnią wartością 
podstawową (0,72 ± 0,1 ng/mg kreatyniny) (rys. 7). Różnica ta mieściła się na granicy 
istotności statystycznej (p = 0,04). Średnie wartości mierzone dla pozostałych, 2-godzin- 
nych przedziałów czasowych nie różniły się istotnie od wartości podstawowej (p > 0,05) 
i wynosiły: 0,76 ± 0,09 ng/mg kreatyniny, 0,73 ± 0,1 ng/mg kreatyniny, 0,69 ± 0,07 
ng/mg kreatyniny, odpowiednio dla wartości zmierzonych w próbkach moczu zebra
nych pomiędzy 2. a 4., 4. a 6. i 6. a 8. godziną od zakończenia prowokacji (rys. 7).

Rys. 7. Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 i LTE< w moczu przed wziewną prowokacją i po wziewnej pro
wokacji alergenem u chorych na astmę alergiczną
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Wykazano znaczną indywidualną zmienność u poszczególnych chorych (rys. 5c). 
Wzrost stężenia tego eikozanoidu w moczu w granicach 50-100% względem wartości 
podstawowych dał się zauważyć u 3 chorych, w granicach 10-50% - u 5 chorych, 
u jednego chorego stwierdzono spadek o -A~l°/o, a u jednej badanej osoby wartości po 
prowokacji oscylowały wokół wartości podstawowej.

Nie stwierdzono istotnej korelacji między spadkiem FEV| po prowokacji a maksy
malną zmianą w wydzielaniu tego eikozanoidu z moczem (r = 0,26, p > 0,05).

U 5 osób, u których rozwinęła się późna reakcja astmatyczna, stężenia 9a,l lp-PGF? 
w moczu mierzone w tym czasie, tj. pomiędzy 6. a 8. godziną, nie różniły się istotnie 
(p > 0,05) od podstawowych, sprzed prowokacji.

LTE4 w moczu po prowokacji alergenem

W porównaniu ze średnią wartością podstawową (397,8 ± 131,2 pg/mg kreatyniny) 
średnie stężenie LTE4 w moczu, obliczone dla próbek zebranych w czasie 2 pierw
szych godzin po prowokacji (956,0 ± 293,6 pg/mg kreatyniny), wzrosło 2,5-krotnie 
(rys. 7). Różnica ta była istotna statystycznie (p < 0,05). Znamiennie wyższe (p < 0,05) 
stężenia względem wartości podstawowej utrzymywały się także dla średnich wartości 
obliczonych z próbek moczu pobranych pomiędzy 2. a 4. oraz 4. a 6. godziną od za
kończenia prowokacji i wynosiły odpowiednio: 978,0 ± 259,9 pg/mg kreatyniny, 607,7 
± 127,1 pg/mg kreatyniny. Średnie stężenie tego eikozanoidu w moczu powróciło do 
wartości sprzed prowokacji dopiero pomiędzy 6. a 8. godziną od zakończenia prowo
kacji i wynosiło 453,4 ± 97,3 pg/mg kreatyniny (p > 0,05) (rys. 7).

Prowokacja alergenem doprowadziła do wzrostu wydzielania LTE4 z moczem 
u wszystkich 10 badanych osób, chociaż maksymalny wzrost był osiągany w różnych 
przedziałach czasowych po prowokacji (rys. 5d). U 3 chorych wzrost ten był znaczny 
i wynosił 500-1000%, u 5 osób mieścił się pomiędzy 100 a 400%, natomiast u pozo
stałych 2 osób nie przekraczał 100% i mieścił się w granicach 20-75%.

Stwierdzono istotną korelację pomiędzy maksymalnym spadkiem FEV| po prowo
kacji alergenem a maksymalnym wzrostem wydzielania LTE4 z moczem (r = -0,79, 
p < 0,05) (rys. 8).

maksymalny wzrost LTE4 w moczu (% w. podstawowej)

Rys. 8. Korelacja pomiędzy maksymalnym wzrostem wydzielania LTE4 z moczem (% wartości podsta
wowej) a maksymalnym spadkiem FEV, (% wartości wyjściowej) po prowokacji alergenem u chorych na 
astmę alergiczną
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Podobnie jak w przypadku 9a,l ip-PGF2 w moczu, u 5 osób, u których rozwinęła 
się późna reakcja astmatyczna, stężenia LTE4 w moczu mierzone w tym czasie, tj. 
pomiędzy 6. a 8. godziną po prowokacji, nie różniły się istotnie (p > 0,05) od wartości 
podstawowych.

5.2. Prowokacja doustna aspiryną (etap 2)

5.2.1. Chorzy na astmę z nadwrażliwością na aspirynę

5.2.1.1. Wartości podstawowych stężeń badanych mediatorów we krwi i w moczu

9a, 11 p-PGF2 w osoczu

Najwyższą średnią wartość 9ct,l ip-PGF2 w osoczu stwierdzono w grupie chorych 
na astmę aspirynową i była ona znamiennie większa w porównaniu ze średnią warto
ścią uzyskaną w grupie chorych na astmę z dobrą tolerancją aspiryny (p <0,01) oraz ze 
średnią wartością uzyskaną w grupie osób zdrowych (p < 0,001). Nie stwierdzono 
znamiennej różnicy pomiędzy średnimi wartościami uzyskanymi w 2 ostatnio wymie
nionych grupach (p > 0,05) (tab. 3).

Tabela 3
Średnie wartości podstawowych stężeń badanych mediatorów w 3 badanych grupach

AIA 
(n = 65)

ATA 
(n = 66)

zdrowi 
(n = 50)

AIA vs 
ATA

AIA ys 
zdrowi

ATA ys 
zdrowi

9a,1ip-PGF2 
w osoczu (pg/ml)

7,37 ± 0,54 5,33 ± 0,43 5,11 ±0,24 p < 0,01 p < 0,001 p > 0,05

tryptaza 
w surowicy (pg/l)

7,39 ± 1,12 4,21 ±0,33 4,25 ±0,26 p < 0,05 p < 0,05 p > 0,05

9a,1ip-PGF2 
w moczu (ng/mg 
kreatyniny)

1,01 ±0,07 0,91 ±0,08 1,06 ± 0,07 p > 0,05 p > 0,05 p > 0,05

LTE4 w moczu 
(pg/mg kreatyni
ny)

1420,9 ± 150,6 482,8 ±45,1 336,8 ± 28,5 p < 0,001 p < 0,001 p > 0,05

AIA - astma aspirynową
ATA - astma z dobrą tolerancją aspiryny

Podwyższona średnia wartość tego eikozanoidu w osoczu krwi chorych na astmę 
aspirynową była stała i powtarzalna, co stwierdzono u 26 chorych poddanych próbie 
prowokacyjnej z aspiryną, u których wartość podstawową tego parametru mierzono 
2-krotnie, czyli w dniu podawania placebo i w dniu podawania aspiryny. Średnie war
tości uzyskane z tych 2 pomiarów nie różniły się między sobą znamiennie (p > 0,05) 
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i wynosiły: 6,68 ± 0,39 pg/ml (dzień podawania placebo) i 6,97 ± 0,64 pg/ml (dzień 
prowokacji aspiryną) (tab. 4).

Tryptaza w surowicy

Najwyższą średnią wartość stężenia tryptazy w surowicy stwierdzono w grupie cho
rych na astmę aspirynową. Była ona znamiennie wyższa w porównaniu ze średnimi 
wartościami otrzymanymi w grupie chorych na astmę z dobrą tolerancją aspiryny 
(p < 0,05), jak również w grupie osób zdrowych (p < 0,05). Natomiast wartości uzy
skane w grupie chorych na astmę z dobrą tolerancją aspiryny oraz w grupie osób zdro
wych nie różniły się między sobą znamiennie (tab. 3). W tym przypadku również śred
nie wartości uzyskane w dniu podawania placebo (5,82 ± 2,09 pg/1) i w dniu prowoka
cji aspiryną (5,85 ± 2,01 pg/l) były podobne (p > 0,05) (tab. 5).

9a,l lß-PGF2 w moczu

Średnie wartości podstawowych stężeń 9a, 1 lß-PGF2 w moczu nie różniły się zna
miennie pomiędzy trzema badanymi grupami (tab. 3).

LTE4 w moczu

Grupa chorych na astmę aspirynową cechowała się najwyższą średnią wartością 
podstawową stężenia LTE4 w moczu. Była ona znamiennie wyższa od średniej warto
ści uzyskanej w grupie chorych na astmę z dobrą tolerancją aspiryny (prawie 3-krotnie, 
p < 0,001) oraz w grupie osób zdrowych (ponad 4-krotnie, p < 0,001). Natomiast dwie 
ostatnie z wymienionych grup nie różniły się między sobą w zakresie tego parametru 
(tab. 3).

5.2.1.2. Markery aktywacji mastocytów po prowokacji doustnej aspiryną

U wszystkich 26 chorych, którzy zostali poddani doustnej prowokacji aspiryną, test 
ten wypadł dodatnio. Wystąpiła duszność astmatyczna o różnym nasileniu oraz spadek 
FEV| > 20% względem wartości wyjściowej. Średni spadek FEV, wynosił 26,0 ± 
0,9%. U większości chorych obserwowano również objawy pozaoskrzelowe. Objawy 
ze strony nosa w postaci wodnistej wydzieliny pojawiły się u 17 chorych, blokada nosa 
zaś u 10 z nich. Siedmiu chorych miało świąd i zaczerwienienie oczu. Rumień twarzy 
i szyi obserwowano u 3 osób, ból głowy - u 5 osób, natomiast objawy ze strony żołąd
ka - u 4 badanych osób. Podane dzień wcześniej placebo było dobrze tolerowane przez 
wszystkich chorych.

9ot, 1 lß-PGF2 w osoczu po prowokacji aspiryną

Doustna prowokacja aspiryną spowodowała znamienny wzrost wydzielania 
9a, llß-PGF2 do krwi. Średnia wartość tego parametru zmierzona w próbkach osocza 
pobranych 5 minut po wystąpieniu reakcji skurczowej oskrzeli była 1,4-krotnie wyższa 
w porównaniu ze średnią wartością podstawową, zmierzoną w próbkach osocza pobra
nych przed prowokacją. Różnica ta była znamienna statystycznie (p < 0,05) (tab. 4). 
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Średnie wartości mierzone po 30 i 60 minutach od wystąpienia reakcji skurczowej 
oskrzeli były również wyższe od średniej wartości podstawowej. Różnice nie osiągnęły 
jednak istotności statystycznej (p > 0,05) (tab. 4). Po 120 minutach średnia wartość 
tego parametru powróciła do wartości sprzed prowokacji.

Podanie placebo nie wpłynęło na zachowanie się średnich stężeń 9a,lip-PGF2 
w osoczu. Średnie wartości tego parametru mierzone po zażyciu placebo w takich sa
mych punktach czasowych jak po prowokacji aspiryną nie różniły się znamiennie 
(p > 0,05) w porównaniu ze średnią wartością podstawową, zmierzoną w próbkach 
osocza pobranych przed zażyciem placebo (tab. 4).

Tabela 4

Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 w osoczu krwi przed doustną prowokacją i po doustnej pro
wokacji aspiryną u chorych na astmę aspirynową; porównanie z placebo

9a,1 IP-PGF2 w osoczu (pg/ml)

* p < 0,05

wartość podstawowa 5 minut 30 minut 60 minut 120 minut
placebo 6,68 ± 0,42 6,06 ± 0,44 6,19 ±0,48 6,2 ± 0,46 6,13 ±0,44
aspiryna 6,97 ± 0,68 9,59 ±1,29* 8,81 ± 1,22 7,7 ± 1,01 6,87 ±1,43

Analiza indywidualnych przypadków wykazała, że zachowanie się 9a,lip-PGF2 
w osoczu po doustnej prowokacji aspiryną nie było jednorodne. U 6 chorych obserwo
wano wzrosty stężeń tego parametru względem wartości podstawowych mieszczące się 
w granicach 100-600%, u 3 osób - 50-100%, u 10 osób zaś - 10-50%. U 4 chorych 
wartości uzyskane przed prowokacją i po prowokacji prawie nie różniły się między sobą 
(± 8%). U pozostałych 3 chorych obserwowano spadki stężeń tego eikozanoidu od 
-27% do -50% w porównaniu z wartościami zmierzonymi przed prowokacją (rys. 6b).

Maksymalne stężenia 9a, lip-PGF2 w surowicy korelowały istotnie ze stopniem 
nasilenia duszności i innych objawów pozaoskrzelowych ocenionych w umownej skali 
punktowej (r = 0,47, p < 0,05) (rys. 9). Natomiast nie korelowały one istotnie ze spad
kiem FEV| po prowokacji (r = -0,53, p > 0,05).

maksymalny wzrost/spadek 9a.1ip-PGF2 we krwi (% w podstawowej)

Rys. 9. Korelacja pomiędzy maksymalnym wzrostem lub spadkiem wydzielania 9a,11p-PGF2 do krwi 
(% wartości wyjściowej) a skalą nasilenia duszności i objawów pozaskrzelowych po prowokacji aspiryną 
u chorych na astmę aspirynową
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Tryptaza w surowicy po prowokacji aspiryną

Pomiary stężeń tryptazy w surowicy przeprowadzono u 10 spośród 26 chorych na 
astmę aspirynową poddanych prowokacji aspiryną. Prowokacja aspiryną spowodowała 
istotne statystycznie (p < 0,05), w porównaniu ze średnią wartością podstawową, wzro
sty średnich wartości tego mediatora mierzonych we wszystkich punktach czasowych 
po prowokacji (tab. 5). Obserwowano stopniowe narastanie tych wartości w 5, 30, 60 
i 120 minut po wystąpieniu poaspirynowego skurczu oskrzeli.

Średnie stężenia tryptazy w surowicy zmierzone w odpowiednich punktach czaso
wych po podaniu placebo nie różniły się istotnie (p > 0,05) w porównaniu z wartością 
podstawową (tab. 5).

Tabela 5
Średnie stężenia tryptazy w surowicy przed doustną prowokacją i po doustnej prowokacji 
aspiryną u chorych na astmę aspirynową; porównanie z placebo
tryptaza w surowicy (pg/l)

wartość podstawowa 5 minut 30 minut 60 minut 120 minut
placebo 5,82 ± 0,79 5,08 ± 0,75 5,05 ± 0,69 5,14 ±0,72 5,15 ±0,64
aspiryna 5,85 ± 0,67 7,32 ± 1,16* 8,22 ±1,6* 8,47 ± 1,77* 10,75 ±2,34*

* p < 0,05

Spośród 10 badanych chorych wzrost wydzielania tryptazy w surowicy obserwo
wano u wszystkich osób, z czego u 2 osób przekraczał on 100%, u 5 osób zaś mieścił 
się w granicach 50-80%. U pozostałych 3 osób maksymalne wzrosty wartości tego 
mediatora zmierzone po prowokacji aspiryną wynosiły 10-30%.

Nie obserwowano istotnej korelacji pomiędzy maksymalnym uwalnianiem tryptazy 
do krwi a stopniem nasilenia objawów po prowokacji aspiryną ocenionych w skali 
punktowej (r = -0,16, p > 0,05), jak również pomiędzy spadkiem FEV| po takiej pro
wokacji (r = -0,36, p > 0,05).

9a,l ip-PGF2 w moczu po prowokacji aspiryną

Prowokacji aspiryną nie towarzyszyły istotne zmiany w wydzielaniu 9a, 1 ip-PGF2 
z moczem. Średnia wartość stężenia tego mediatora zmierzona przed prowokacją nie 
różniła się istotnie (p > 0,05) od średnich wartości zmierzonych w ciągu trzech kolej
nych 2-godzinnych zbiórek moczu po zakończeniu prowokacji, czyli pomiędzy 2. a 4. 
i 4. a 6. godziną (tab. 6).

Podobny przebieg miały średnie stężenia tego mediatora w moczu mierzone przed 
podaniem i po podaniu placebo. Średnia wartość podstawowa nie różniła się istotnie 
(p > 0,05) od żadnej ze średnich wartości zmierzonych po zażyciu placebo (tab. 6).
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Tabela 6
Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 w moczu przed doustną prowokacją i po doustnej prowokacji 
aspiryną u chorych na astmę aspirynową; porównanie z placebo

9ct,11p-PGF2 w moczu (ng/mg kreatyniny)

wartość podstawowa 0-2 godzin 2-4 godzin 4-6 godzin
placebo 1,15 ±0,08 1,06 ± 0,06 0,99 ± 0,07 0,99 ± 0,08
aspiryna 1,1 ±0,07 1,2 ±0,14 1,02 ± 0,08 1,15 ±0,08

Analiza wyników uzyskanych dla poszczególnych chorych wykazała, że zaledwie 
u 2 z nich maksymalny wzrost wydzielania 9a,l IP-PGF2 z moczem mieścił się w gra
nicach 100-160%, u 3 osób wzrost ten wynosił 50-76%. U 8 badanych osób wzrost ten 
był łagodny i utrzymywał się w zakresie 10—40%. U 3 chorych nie obserwowano wy
raźnych zmian, u pozostałych zaś 10 chorych doszło do łagodnego spadku wydzielania 
tego eikozanoidu z moczem wynoszącego od -10% do -45%.

W tym przypadku również nie obserwowano istotnej korelacji między maksymal
nym wydzielaniem 9a,l ip-PGF2 z moczem a stopniem nasilenia objawów po prowo
kacji aspiryną ocenionych w skali punktowej (r = -0,18, p > 0,05), a także wielkością 
spadku FEV| (r = 0,34, p > 0,05).

LTE4 w moczu po prowokacji aspiryną

Średnie stężenia LTE4 w moczu po prowokacji aspiryną były istotnie większe w po
równaniu ze średnią wartością podstawową. Istotny (p < 0,05), 1,7-krotny wzrost ob
serwowano już w ciągu pierwszych 2 godzin od wystąpienia reakcji skurczowej 
oskrzeli. Średnie wartości uzyskane z pomiarów w następnych 2-godzinnych prze
działach czasowych były jeszcze kilkakrotnie wyższe w porównaniu z wartością pod
stawową tak, że pomiędzy 4. a 6. godziną wzrost ten był aż ponad 5-krotny (p < 0,01) 
(tab. 7).

Średnie stężenia LTE4 w moczu mierzone przed podaniem i po podaniu placebo 
były stabilne i nie różniły się istotnie pomiędzy sobą (p > 0,05) (tab. 7).

Tabela 7

Średnie stężenia LTE4 w moczu przed doustną prowokacją i po doustnej prowokacji aspiry
ną u chorych na astmę aspirynową; porównanie z placebo

LTE„ w moczu (pg/mg kreatyniny)

wartość podstawowa 0-2 godzin 2-4 godzin 4-6 godzin
placebo 1416,0 ±239,5 1409,1 ±208,0 1388,7 ±203,9 1332,2 ±204,2
aspiryna 1495,8 ±231,7 2447,6 ± 509,4* 5473,3 ±1183,7*** 7743,3 ± 1946,0**

* p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001

Test prowokacyjny z aspiryną spowodował u wszystkich 26 chorych wzrost wy
dzielania LTE4 z moczem. Poszczególni chorzy różnili się intensywnością maksymal
nych wzrostów tego mediatora w porównaniu z wartościami podstawowymi sprzed 
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prowokacji. U 6 osób były one znaczne i sięgały 1000-2500%, u 9 osób mieściły się 
one w granicach 500-1000%, u 7 innych zaś chorych - w granicach 100-400%. Tylko 
w 4 przypadkach wzrosty te były łagodne (10-70%).

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomiędzy maksymalnym wydzielaniem LTE^ 
z moczem a stopniem nasilenia objawów po prowokacji aspiryną mierzonych w skali 
punktowej (r = 0,11, p > 0,05). Natomiast uwalnianie to korelowało znamiennie z na
sileniem spadku FEV! po prowokacji (r =-0,44, p < 0,05) (rys. 10).

Rys. 10. Korelacja pomiędzy maksymalnym wzrostem wydzielania LTE4 z moczem (% wartości pod
stawowej) a maksymalnym spadkiem FEV, (% wartości wyjściowej) po prowokacji aspiryną u chorych 
na astmę aspirynową

5.2.2. Chorzy na astmę dobrze tolerujący aspirynę

9a,l lp-PGF2 w osoczu po podaniu aspiryny

Jednorazowe podanie 100 mg aspiryny chorym na astmę oskrzelową z dobrą tole
rancją aspiryny nie miało wpływu na drożność oskrzeli, jak również nie spowodowało 
istotnych zmian w wydzielaniu 9a,lip-PGF2 do krwi. Średnie wartości mierzone 
w poszczególnych punktach czasowych po podaniu aspiryny były porównywalne ze 
średnią wartością podstawową (tab. 8). Podobnie na drożność oskrzeli oraz wydziela
nie 9a,lip-PGF2 do krwi nie miała wpływu dawka 600 mg aspiryny (tab. 8). Zacho
wanie się tego eikozanoidu w osoczu po podaniu każdej z dawek aspiryny było podob
ne jak po podaniu placebo (tab. 8).
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Tabela 8

Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 w osoczu przed podaniem i po podaniu placebo oraz 2 poje
dynczych dawek aspiryny u chorych na astmę z dobrą tolerancją aspiryny

9a,11P-PGF2 w osoczu (pg/ml)

wartość podstawowa 15 minut 30 minut 60 minut 120 minut
placebo 3,37 ±0,3 3,35 ± 0,29 3,4 ± 0,29 3,41 ±0,31 3,28 ±0,3
aspiryna 100 mg 3,35 ± 0,23 3,38 ± 0,27 3,48 ± 0,31 3,44 ± 0,24 3,45 ±0,26
aspiryna 600 mg 3,76 ±0,28 3,86 ±0,25 3,74 ± 0,27 3,51 ±0,28 3,4 ±0,25

5.2.3. Osoby zdrowe

9a,l ip-PGF2 w osoczu po podaniu aspiryny

Podanie trzech różnych dawek aspiryny osobom zdrowym nie miało wpływu na za
chowanie się 9a,lip-PGF2 w osoczu. Średnie wartości mierzone w odpowiednich 
punktach czasowych po przyjęciu aspiryny nie różniły się istotnie (p > 0,05) w porów
naniu ze średnią wartością podstawową. Podobnie nie stwierdzano istotnych różnic 
(p > 0,05) w średnich wartościach tego mediatora po podaniu placebo, które poprze
dzało podanie każdej z dawek aspiryny (tab. 9a, b).

Tabela 9 
Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 w osoczu przed podaniem i po podaniu placebo, 100 mg 
i 600 mg aspiryny (a) oraz placebo i łącznej dawki aspiryny 1300 mg (b) u osób zdrowych 

a)
9a,1 ip-PGF2 w osoczu (pg/ml)

wartość podstawowa 15 minut 30 minut 60 minut 120 minut
placebo 4,38 ± 0,4 4,93 ± 0,4 4,51 ±0,4 4,78 ± 0,39 4,1 ±0,25
aspiryna 100 mg 4,57 ± 0,46 4,54 ± 0,5 4,81 ±0,61 5,14 ±0,7 5,21 ±0,53
placebo 4,81 ±0,57 5,33 ±0,62 5,01 ± 0,55 5,53 ± 0,76 5,24 ± 0,86
aspiryna 600 mg 5,73 ± 0,63 5,97 ± 0,64 5,57 ± 0,57 5,53 ±0,51 5,42 ± 0,69

b)
9ct,1 ip-PGF2 w osoczu (pg/ml)

wartość podstawowa 5 godzin 24 godziny
placebo 6,54 ±0,51 6,34 ± 0,34 6,02 ± 0,49
aspiryna 1300 mg 6,02 ± 0,49 6,51 ±0,54 5,66 ± 0,66
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9a,l 10-PGF2 w moczu po podaniu aspiryny

Przyjęcie przez osoby zdrowe trzech różnych dawek aspiryny oraz poprzedzającego 
je placebo również nie wpłynęło istotnie (p > 0,05) na wydzielanie 9a,lip-PGF2 
z moczem (tab. 10а, b).

Tabela 10 

Średnie stężenia 9a,110-PGF2 w moczu przed podaniem i po podaniu placebo, 100 mg 
i 600 mg aspiryny (a) oraz placebo i łącznej dawki aspiryny 1300 mg (b) u osób zdrowych 

a)
9a,1ip-PGF2 w moczu (ng/mg kreatyniny)

wartość podstawowa 0-2 godzin 2—4 godzin 4-6 godzin
placebo 1,21 ±0,88 1,29 ±0,11 1,18 ±0,09 1,1 ±0,08
aspiryna 100 mg 1,01 ±0,11 1,14 ± 0,15 1,04 ±0,09 0,98 ±0,1
placebo 1,15 ±0,07 1,27 ±0,11 1,15 ±0,09 1,08 ±0,08
aspiryna 600 mg 1,28 ±0,18 1,41 ± 0,24 1,32 ±0,17 1,45 ±0,18

b)
9a,1 IP-PGF2 w moczu (ng/mg kreatyniny)

wartość podstawowa 24 godziny
placebo 1,33 ±0,12 1,33 ±0,13
aspiryna 1300 mg 1,33 ±0,13 1,32 ±0,11

LTE4 w moczu po podaniu aspiryny

Wydzielanie LTE4 z moczem nie wykazało istotnych różnic (p > 0,05) pomiędzy 
wartościami podstawowymi a średnimi wartościami zmierzonymi w odpowiednich 
punktach czasowych po zażyciu placebo i aspiryny, niezależnie od dawki aspiryny 
przyjętej przez osoby zdrowe (tab. 11 a, b).
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Tabela 11

Średnie stężenia LTE4 w moczu przed podaniem i po podaniu placebo, 100 mg i 600 mg 
aspiryny (a) oraz placebo i łącznej dawki aspiryny 1300 mg (b) u osób zdrowych

a)
LTE4 w moczu (pg/mg kreatyniny)

wartość podstawowa 0-2 godzin 2-4 godzin 4-6 godzin
placebo 356,0 ±91,6 243,7 ±80,1 269,0 ± 43,2 236,7 ±28,2
aspiryna 100 mg 242,3 ±71,5 188,7 ±27,1 230,0 ± 54,0 174,7 ±36,6
placebo 315,4 ±78,4 245,8 ± 69,8 269,4 ±40,9 233,9 ±22,8
aspiryna 600 mg 409,4 ±41,0 326,8 ± 50,2 389,5 ± 86,4 309,3 ± 37,8

b)
LTE4 w moczu (pg/mg kreatyniny)

wartość podstawowa 24 godziny
placebo 407,3 ± 56,5 313,2 ±31,6
aspiryna 1300 mg 313,1 ±31,6 386,4 ±68,8

5.3. Prowokacja wziewna adenozyną i metacholiną (etap 3 i 4)

5.3.1. Markery aktywacji mastocytów po prowokacji wziewnej adenozyną

U wszystkich 18 chorych na astmę poddanych wziewnej prowokacji adenozyną 
stwierdzono reakcję skurczową oskrzeli w postaci spadku FEV|>20% względem 
wartości wyjściowej, średnio 27,7 ± 0,9%. Klinicznie obserwowano duszność umiar
kowanego stopnia bez żadnych towarzyszących objawów pozaoskrzelowych.

9a, 1 lp-PGF2 w osoczu krwi po prowokacji adenozyną

Inhalacji adenozyną towarzyszył łagodny 1,2-krotny, aczkolwiek znamienny 
(p < 0,05) wzrost wydzielania 9a,l lp-PGF? do krwi. W porównaniu ze średnią warto
ścią podstawową (3,7 ± 0,28 pg/ml) średnie wartości zmierzone w próbkach osocza 
pobranych w ciągu 5 i 30 minut po zakończeniu prowokacji wynosiły odpowiednio: 
4,34 ± 0,34 pg/ml i 4,48 ± 0,39 pg/ml. Wartości mierzone po 60 i 120 minutach wyno
siły odpowiednio: 3,87 ± 0,23 pg/ml i 3,93 ± 0,3 pg/ml i nie różniły się istotnie od 
wartości podstawowej (p > 0,05) (rys. 11).



58

, ____________ !________________________ , ^0

0 5 30 60 120

czas (minuty)

Rys. 11. Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 i tryptazy we krwi przed wziewną prowokacją i po wziewnej 
prowokacji adenozyną u chorych na astmę

Analiza poszczególnych przypadków wykazała, że u 3 chorych maksymalne wzro
sty tego eikozanoidu we krwi mieściły się w zakresie 100-200% w porównaniu z war
tościami podstawowymi, a u 7 osób sięgały one 10-70%. U pozostałych 8 chorych nie 
obserwowano wyraźnych zmian (rys. 6c).

Nie zaobserwowano istotnej korelacji pomiędzy spadkiem FEV| a maksymalną 
zmianą w uwalnianiu 9a,l ip-PGF2 do krwi (r = 0,006, p > 0,05).

Tryptaza w surowicy po prowokacji adenozyną

Inhalacja adenozyny nie wpłynęła istotnie na wydzielanie tryptazy do krwi. Średnie 
wartości stężeń tego mediatora mierzone po wystąpieniu reakcji skurczowej oskrzeli 
nie różniły się istotnie (p > 0,05) od średniej wartości podstawowej (6,85 ± 1,2 pg/l) 
i wynosiły: 6,66 ± 1,2 pg/l, 6,81 ± 1,22 pg/1, 6,68 ± 1,24 pg/1 i 6,72 ± 1,2 pg/l dla po
miarów dokonanych odpowiednio po: 5, 30, 60 i 120 minutach od zakończenia prowo
kacji (rys. 11).

Analiza indywidualnych przypadków wykazała, że w badanej grupie były osoby 
o dużym i małym stężeniu tryptazy, jednakże kinetyka wydzielania tego mediatora 
do krwi była względnie stabilna. U 4 osób stwierdzano wzrosty sięgające zaledwie 
10-20% względem wartości podstawowych. U 8 osób wartości maksymalne oscylo
wały wokół wartości wyjściowych (± 8%). U 6 osób obserwowano spadki nieprzekra- 
czające -30%.

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomiędzy spadkiem FEV! a maksymalną zmianą 
w uwalnianiu tryptazy do krwi (r = 0,42, p > 0,05).

LTE4 w moczu po prowokacji adenozyną

Średnie stężenia tego eikozanoidu mierzone po zakończeniu prowokacji były zbli
żone do średniej wartości podstawowej (567,1 ± 127,1 pg/mg kreatyniny, p > 0,05) 
i wynosiły 603,4 ± 108,9 pg/mg kreatyniny i 528,8 ± 95,6 pg/mg kreatyniny, zmierzo
ne odpowiednio w przedziałach czasowych od 0 do 2 i od 2 do 4 godzin od zakończe
nia testu. Średnia wartość zmierzona pomiędzy 4. a 6. godziną po prowokacji była 
niższa od wartości podstawowej (356,1 ± 58,3 pg/mg kreatyniny). Różnica ta osiągnęła 
znamienność statystyczną (p < 0,05) (rys. 12).
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Rys. 12. Średnie stężenia LTE< w moczu przed wziewną prowokacją i po wziewnej prowokacji adeno
zyną u chorych na astmę

W indywidualnych przypadkach obserwowano wzrost tego mediatora w granicach 
100-270% u 4 chorych, u 4 osób mieścił się on w zakresie 10-60%. Łagodny spadek 
od -50% do -70% obserwowano u 5 osób, u pozostałych zaś 5 osób wartości były 
stabilne (± 4%).

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomiędzy spadkiem FEV| a maksymalną zmianą 
wydzielania LTE4 z moczem (r = 0,19, p > 0,05).

5.3.2. Markery aktywacji mastocytów po prowokacji wziewnej metacholiną

Wziewna prowokacja metacholiną spowodowała spadek FEV] > 20%, średnio 26,4 
± 1,2%, u wszystkich badanych chorych. Odczuwali oni duszność o słabszym nasileniu 
niż podczas prowokacji adenozyną, mimo że średni spadek FEVi w obu testach był 
porównywalny: 27,7 ± 0,9% (prowokacja adenozyną) V5 26,4 ± 1,2% (prowokacja 
metacholiną) (p > 0,05). Nie obserwowano żadnych objawów pozaoskrzelowych.

9a,l ip-PGF2 w osoczu po prowokacji metacholiną

Inhalacja metacholiny nie spowodowała istotnych zmian w wydzielaniu 9a,l lp-PGF2 
do krwi. Średnia wartość podstawowa tego eikozanoidu (4,44 ± 0,24 pg/ml) była po
równywalna ze wszystkimi średnimi wartościami zmierzonymi w poszczególnych 
punktach czasowych po prowokacji (p > 0,05). Wynosiły one: 4,49 ± 0,22 pg/ml, 4,66 
± 0,27 pg/ml, 4,46 ± 0,3 pg/ml i 4,76 ± 0,44 pg/ml, odpowiednio dla pomiarów doko
nanych po 5, 30, 60 i 120 minutach od zakończenia testu (rys. 13). Średnia wartość 
podstawowa 9a,l ip-PGF2 obliczona przed testem z metacholiną (4,44 ± 0,24 pg/ml) 
nie różniła się istotnie (p > 0,05) od średniej wartości podstawowej obliczonej przed 
testem z adenozyną (3,7 ± 0,28 pg/ml).
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Rys. 13. Średnie stężenia 9a,1ip-PGF2 i tryptazy we krwi przed wziewną prowokacją i po wziewnej 
prowokacji metacholiną u chorych na astmę

W indywidualnych przypadkach jedynie u 7 chorych dały się zauważyć łagodne 
(10-80%) maksymalne wzrosty tego parametru. U 2 osób obserwowano łagodne spad
ki do -20%, u pozostałych 9 osób zaś wartości 9a,l lß-PGF2 pozostawały prawie nie
zmienione w porównaniu z wartościami podstawowymi (rys. 6d).

Nie stwierdzano istotnej korelacji pomiędzy spadkiem FEV| po prowokacji a mak
symalną zmianą w uwalnianiu 9a, 11 ß-PGF2 do krwi (r = 0,44, p > 0,05).

Tryptaza w surowicy po prowokacji metacholiną

Inhalacja metacholiny nie miała wpływu na wydzielanie tryptazy. Średnia wartość 
sprzed prowokacji (6,64 ± 1,15 pg/l) nie różniła się istotnie (p > 0,05) od średnich 
wartości zmierzonych po 5, 30, 60 i 120 minutach od zakończenia testu, które wyno
siły odpowiednio: 6,7 ± 1,12 pg/l, 6,43 ± 1,06 pg/1, 6,4 ± 1,1 pg/l i 6,53 ± 0,24 pg/1 
(rys. 13).

W indywidualnych przypadkach obserwowano jedynie łagodne wzrosty tryptazy 
(10-18%) u 8 osób. U 4 osób stwierdzono spadek tego mediatora nieprzekraczający 
-24%. W pozostałych 6 przypadkach wartości maksymalne oscylowały wokół wartości 
podstawowych (± 7%).

W tym przypadku również nie istniała istotna korelacja pomiędzy spadkiem FEVi 
po prowokacji a maksymalną zmianą w uwalnianiu tego mediatora do krwi (r = 0,05, 
p > 0,05).

LTE4 w moczu po prowokacji metacholiną

Średnie wartości LTE4 zmierzone w próbkach moczu zgromadzonych w przedzia
łach czasowych od 0 do 2 godzin i od 2 do 4 godzin wynosiły odpowiednio: 785,1 ± 
143,9 pg/mg kreatyniny i 574,7 ± 113,7 pg/mg kreatyniny i nie różniły się istotnie 
(p > 0,05) od średniej wartości podstawowej (786,9 ± 157,1 pg/mg kreatyniny). Jedy
nie średnia wartość zmierzona w czasie pomiędzy 4. a 6. godziną (409,4 ± 79,6 pg/mg 
kreatyniny) była istotnie niższa (p < 0,05) od średniej wartości podstawowej (rys. 11). 
Średnia wartość podstawowa LTE4 (786,9 ± 157,1 pg/mg kreatyniny) zmierzona przed 
testem z metacholiną nie różniła się istotnie (p > 0,05) od średniej wartości podstawo
wej zmierzonej przed testem z adenozyną (567,1 ± 127,1 pg/mg kreatyniny).
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Rys. 14. Średnie stężenia LTE, w moczu przed wziewną prowokacją i po wziewnej prowokacji meta- 
choliną u chorych na astmę

Spośród 18 badanych chorych tylko u 2 stwierdzano maksymalne wzrosty w wy
dzielaniu LTE4 z moczem sięgające 100-200%, u 8 osób zaś wzrosty te były łagodne 
(10-50%). U 8 badanych osób obserwowano maksymalne spadki tego mediatora 
względem wartości podstawowej, mieszczące się w granicach od -50% do -80%.

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomiędzy spadkiem FEV| po prowokacji a mak
symalną zmianą w uwalnianiu tego eikozanoidu do moczu (r - -0,27, p > 0,05).





6. DYSKUSJA

W niniejszej pracy badano wydzielanie markerów aktywacji mastocytów do krwi 
i moczu przed prowokacją i po prowokacji skurczu oskrzeli za pomocą 4 różnych 
czynników wywołujących obturację drzewa oskrzelowego. We krwi oznaczano 
9a,lip-PGF2, będącą aktywnym metabolitem PGD2, oraz tryptazę. W moczu zaś 
oznaczano 9a,l ip-PGF2 oraz LTE4. Wziewną prowokację alergenem przeprowadzono 
u chorych na astmę alergiczną. Doustną prowokację aspiryną wykonano u chorych na 
astmę aspirynową, a także, w pewnej modyfikacji, u chorych na astmę z dobrą toleran
cją aspiryny oraz u osób zdrowych. Wziewne testy prowokacyjne z adenozyną i meta- 
choliną wykonano w odpowiednich odstępach czasu w innej grupie chorych na astmę. 
Każdy z badanych chorych na tym etapie pracy miał przeprowadzoną prowokację za
równo z metacholiną, jak i z adenozyną. Ponadto podstawowe wydzielanie badanych 
mediatorów porównywano między odpowiednimi grupami chorych na astmę oraz gru
pą kontrolną osób zdrowych.

6.1. Markery aktywacji mastocytów przed prowokacją alergenem i po niej

Porównanie podstawowych poziomów badanych mediatorów wykazało, że chorzy 
na astmę alergiczną różnili się od osób zdrowych jedynie znamiennie większym wy
dzielaniem LTE4 z moczem. Wydaje się więc, że u chorych na astmę alergiczną istnieje 
stała, zwiększona produkcja leukotrienów cysteinylowych w spoczynku. Nieliczne 
doniesienia na ten temat są dość rozbieżne. Kumlin i wsp. [116] nie obserwowali ta
kich różnic pomiędzy chorymi na astmę alergiczną a osobami zdrowymi. Natomiast 
podobne wyniki jak w niniejszej pracy uzyskali Asano i wsp. [117], porównując mię
dzy sobą małe grupy osób dorosłych chorych na astmę alergiczną z osobami zdrowy
mi, oraz Severien i wsp. [118], porównując znacznie liczniejsze, odpowiednie dwie 
grupy dzieci. Jednoczesny brak różnic w podstawowym wydzielaniu 9a,lip-PGF2 
i tryptazy, obserwowany w niniejszym badaniu, mógłby sugerować, że w astmie aler
gicznej w warunkach spoczynkowych mastocyty zachowują się względnie stabilnie, 
a wydzielane w nadmiarze LTE4 pochodzi z innych źródeł komórkowych, takich jak 
eozynofile, bazofile, makrofagi. Do aktywacji mastocytów dochodzi zaś dopiero po 
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inhalacji alergenu, czego dowodem jest wzrost swoistych markerów aktywacji tych 
komórek we krwi lub w moczu, jak również wzrost wydzielania LTE4 z moczem.

Wziewna prowokacja alergenem u chorych na astmę alergiczną, uczulonych na ten 
alergen, spowodowała znamienny wzrost wydzielania 9a, 11p-PGF2 do krwi w krótkim 
czasie po wystąpieniu reakcji skurczowej oskrzeli, a więc w czasie wczesnej reakcji 
astmatycznej. Ocena wydzielania tego eikozanoidu do krwi podczas późnej reakcji 
astmatycznej nie była możliwa, ponieważ krew pobierano tylko w czasie pierwszych 
dwóch godzin po zakończeniu prowokacji. Jest to pierwsza praca w piśmiennictwie 
światowym, w której oceniano wydzielanie 9a,l ip-PGF2 do krwi u chorych na astmę 
alergiczną po prowokacji swoistym alergenem i jedna z pierwszych prac zajmujących 
się badaniem tej prostaglandyny we krwi [119]. Wcześniej stwierdzono tylko u trojga 
dzieci hospitalizowanych z powodu zaostrzenia astmy większe stężenia 9a,lip-PGF2 
we krwi w chwili przyjęcia do szpitala w porównaniu z tymi, jakie stwierdzono przy 
wypisie, a więc w stanie poprawy [57]. W innym badaniu oceniano wydzielanie do 
krwi dwóch aktywnych metabolitów PGD2 (PGD-M i 9a,lip-PGF2) u zdrowych 
ochotników po spożyciu 500 mg niacyny, która ma zdolność indukcji endogennego 
uwalniania tego eikozanoidu [35]. Jako pierwsza pojawiała się u wszystkich badanych 
osób 9a, 1 lp-PGF2, która swoje szczytowe stężenie osiągała w czasie 30-45 minut po 
spożyciu niacyny i wracała do wartości podstawowych po 2 godzinach. Natomiast 
uwalnianie PGD-M było opóźnione i osiągało najwyższe stężenie po 2 godzinach, aby 
powrócić do wartości początkowych w ciągu następnych 6-8 godzin. Ta kinetyka 
uwalniania 2 różnych metabolitów PGD2 pokrywa się ze szlakiem przemian metabo
licznych tej prostaglandyny, w którym to 9a,l 1 P~PGF2 jest wczesnym, a PGD-M koń
cowym metabolitem jej przemian. W niniejszej pracy obserwowano podobnie wczesne, 
bo już nawet w piątej minucie od zakończenia prowokacji, maksymalne uwalnianie 
9a,lip-PGF2 do krwi, utrzymywanie się jeszcze znamiennie wyższych wartości 
w trzydziestej minucie oraz powrót do wartości podstawowych, sprzed prowokacji 
w czasie 2 godzin.

Dotychczasowe badania nad zachowaniem się PGD2, jako syntetyzowanego de 
novo mediatora aktywacji mastocytów, w czasie wczesnej i późnej reakcji astmatycz
nej koncentrowały się głównie na pomiarach jej metabolitów w moczu.

W przeciwieństwie do wyników z krwi w niniejszej pracy obserwowano tylko ła
godny (1,5-krotny), aczkolwiek znamienny, wzrost poziomu 9a,lip-PGF2 w moczu 
w czasie wczesnej reakcji astmatycznej, lecz nie w czasie reakcji późnej. Ocena ta była 
możliwa, ponieważ zachowanie się 9a,lip-PGF2 w moczu monitorowano w ciągu 8 
godzin od zakończenia prowokacji alergenem.

Sładek i wsp. [54] stwierdzali również znamienny, ale znacznie bardziej nasilony 
(3,8-krotny) wzrost PGD-M we wczesnej fazie reakcji astmatycznej i brak ponownego 
wzrostu w fazie późnej w małej grupie 8 chorych na astmę po inhalacji progowej daw
ki alergenu. Bardziej intensywne wydzielanie metabolitu PGD2 w powyższym badaniu, 
w porównaniu z niniejszą pracą, można tłumaczyć tym, że jego autorzy oznaczali 
PGD-M, która jest najobficiej reprezentowanym w moczu produktem przemian meta
bolicznych PGD2. Natomiast z obu badań wynika podobny wniosek, że mastocyty 
uczestniczą aktywnie tylko we wczesnej fazie reakcji astmatycznej. Odmienne wnioski 
wypływają z badania przeprowadzonego przez O’Sullivana i wsp. [53]. U 12 chorych 
z łagodną astmą alergiczną podanie w inhalacji 2 dawek alergenu w odstępie 15 minut 
spowodowało znamienny (2,8-krotny) wzrost wydzielania 9a,lip-PGF2 z moczem 
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w czasie reakcji wczesnej i również znamienny, lecz o słabszym nasileniu, wzrost 
w czasie reakcji późnej. Z tego badania można by z kolei wnioskować, że mastocyty 
uczestniczą aktywnie również w fazie późnej reakcji astmatycznej. Autorzy swój wnio
sek wzmacniają faktem, iż późnemu wydzielaniu 9a,l 1P-PGF2 z moczem towarzyszył 
ponowny wzrost wydzielania NT-metylohistaminy oraz LTE4, których potencjalnym 
źródłem komórkowym mogły być również mastocyty. W innym badaniu tych samych 
autorów stwierdzano wczesny, znamienny, aż 3,5-krotny wzrost 9a,l ip-PGF2 w mo
czu po inhalacji jednorazowej dawki alergenu przez 9 chorych na astmę alergiczną 
[55]. W tym badaniu fazy późnej nie oceniano.

O ile rola mastocytów we wczesnej fazie reakcji astmatycznej wydaje się jedno
znacznie ustalona, o tyle ich bezpośredni udział w późnej fazie tej reakcji nie jest osta
tecznie określony. Jeśli nawet komórki te nie zostają ponownie aktywowane w kilka 
godzin po wziewnej prowokacji alergenem, to z pewnością mają pośredni wpływ na tę 
fazę reakcji poprzez produkowane cytokiny. TNF-a stymuluje ekspresję molekuł ad- 
hezyjnych na komórkach śródbłonka i ułatwia w ten sposób wędrówkę leukocytów do 
miejsca toczącego się zapalenia [120]. 1L-4, IL-5 i IL-13 odgrywają ważną rolę w re
krutacji eozynfilów [121]. Eotaksyna jest również silnym chemoatraktantem dla eozy- 
nofilów [122]. 1L-8 przyciąga do miejsc reakcji alergicznej nie tylko neutrofile, ale 
także eozynofile [123]. MCP-1, MCP-3 i MCP-4 są czynnikami chemotaktycznymi dla 
monocytów [124]. Wśród eikozanoidów znane jest zjawisko chemotaksji neutrofilów 
przez LTE4 i PGD2 [124]. Najnowsza wiedza na temat specyficznych receptorów dla 
PGD2 pozwala szerzej spojrzeć na potencjalną, pośrednią rolę tej prostaglandyny 
w późnej fazie reakcji astmatycznej. Może ona rekrutować do miejsca toczącego się 
zapalenia alergicznego eozynofile, limfocyty Th2, bazofile, jako że posiadają one na 
swojej powierzchni specyficzne dla PGD2 receptory CRTH2 [50]. Obecność tych re
ceptorów sprawia również, że za ich pośrednictwem PGD2 może powodować degra- 
nulację eozynofilów [50]. Z kolei obecność na eozynofilach drugiego ze specyficznych 
receptorów, czyli receptora DP, powoduje zahamowanie apoptozy i dłuższą przeży- 
walność tych komórek [47].

Grupy chorych w niniejszej pracy i w cytowanych badaniach były podobne pod 
względem liczebności, dlatego przyczyn rozbieżności pomiędzy poszczególnymi ba
daniami co do intensywności wydzielania metabolitów PGD2 z moczem w czasie reak
cji wczesnej, jak również odnośnie do ich ponownego pojawiania się w czasie reakcji 
późnej można się doszukiwać w różnych protokołach przeprowadzania testów prowo
kacyjnych z alergenem, jak też w różnych metodach laboratoryjnych służących do 
oznaczania tych metabolitów w moczu.

W niniejszej pracy oraz w badaniu Sładka i wsp. posługiwano się w tym celu meto
dą chromatografii gazowej połączonej ze spektrometrią mas, techniką ujemnej joniza
cji chemicznej (GC-N1CI-MS), w badaniach zaś O’Sullivana i wsp. korzystano z me
tody immunoenzymatycznej (EIA). Pierwsza z tych metod jest bardziej czasochłonna 
i wymaga drogiej aparatury, lecz jest bezwzględnie czulsza i bardziej swoista. Druga 
zaś z nich jest prosta, szybka i względnie tania. Porównanie obu tych metod przez 
O’Sullivana i wsp. [125] wykazało, że stężenia 9a, 1ip-PGF2 w identycznych próbkach 
moczu oznaczanych za pomocą metody GC-NICI-MS były mniejsze niż uzyskane za 
pomocą EIA. Dokładna analiza wykazała, że metoda immunoenzymatyczna wykrywa 
nie tylko 9a, 1 ip-PGF2, ale dodatkowo 2 inne, krótsze związki, z którymi reagowały 
krzyżowo stosowane w tej metodzie przeciwciała i nie odróżniały ich od właściwej 
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9a, HP-PGF2. Pierwszy z tych związków miał identyczną strukturę jak 9a,lip-2,3- 
-dinor-PGF2, który to powstaje z 9a,l 1P-PGF2 na drodze p-oksydacji. Drugiego z nich 
nie udało się dokładnie zidentyfikować, ale najprawdopodobniej był on izoformą 
pierwszego. Tak więc 9a,lip-PGF2 w moczu zmierzony metodą E1A tak naprawdę 
odpowiada nie jednemu, ale sumie trzech metabolitów PGD2. Wynika więc z tego 
wniosek, że metoda GC-NICI-MS jest bardziej czuła, ponieważ mierzy wyłącznie 
stężenie 9a,l ip-PGF2. Stąd też wszelkie metody oparte na GC-NICI-MS są obecnie 
uważane za referencyjne w zakresie ilościowych pomiarów eikozanoidów u ludzi 
[126].

Podobnie jak Mędrala i wsp. [127], także w niniejszej pracy nie stwierdzono wzro
stu stężenia tryptazy w surowicy po wziewnej prowokacji alergenem. Tryptaza jest 
powszechnie uznawanym markerem aktywacji mastocytów i jej zwiększone stężenia 
stwierdzano w surowicy u chorych z ogólnoustrojowymi reakcjami anafilaktycznymi 
oraz w mastocytozie [11, 17, 128]. Brak wzrostu tryptazy po prowokacji alergenem 
można próbować tłumaczyć tym, że tylko masywna, systemowa degranulacja masto
cytów powoduje pojawienie się jej we krwi. Czynnik aktywujący te komórki, działają
cy lokalnie, może być w tym przypadku za słaby. Być może tryptaza jako tetramerowa 
proteaza o względnie dużej masie cząsteczkowej, uwalniana z mastocytów w komplek
sach z heparyną [15], z trudnością penetruje do krwi. Jeśli jest uwalniana tylko z ma
stocytów określonego narządu, to pojawia się wyłącznie lokalnie, w najbliższym jego 
środowisku. Prawdopodobnie z tego powodu Wenzel i wsp. [129] stwierdzili wzrost 
stężenia tryptazy w BAL po dooskrzelowym wprowadzeniu alergenu u chorych na 
astmę alergiczną. Podobnie lokalny wzrost stężenia tryptazy obserwowano w popłu
czynach nosowych od chorych na alergiczny nieżyt nosa po donosowej prowokacji 
alergenem [130]. Można więc przypuszczać, że w trakcie prowokacji wziewnej lub 
dooskrzelowej alergen aktywuje w oskrzelach tylko podnabłonkową subpopulację 
mastocytów (tzw. mastocyty BAL), nie zaś tę leżącą głębiej, poniżej błony podstawnej 
(ludzkie mastocyty płucne) [61]. Stąd też w niniejszej pracy nie stwierdzano wzrostu 
stężenia tryptazy w surowicy. Skoro jednak w tym samym czasie obserwowano wzrost 
9a, llp-PGF2, szczególnie wyraźnie zaakcentowany w surowicy, można uznać ten 
metabolit PGD2 za bardziej czuły marker aktywacji mastocytów niż tryptaza.

Zwiększone wydzielanie LTE4 z moczem w następstwie wziewnej prowokacji aler
genem zostało po raz pierwszy opisane przez Taylora i wsp. [131]. Stężenie tego leu- 
kotrienu mierzone w próbkach moczu zebranych w czasie pierwszych 3 godzin po 
prowokacji alergenem było znamiennie większe niż zmierzone w tydzień później, kie
dy to poddani badaniu chorzy byli już w stanie stabilnym. W niniejszej pracy obser
wowano nie tylko większe spoczynkowe stężenie LTE4 w moczu, lecz także dalszy 
jego wzrost po wziewnej prowokacji alergenem. O ile wzrost stężenia 9a,lip-PGF2 
w moczu był słaby i krótkotrwały, o tyle stężenie LTE4 narastało bardziej intensywnie, 
a stan taki utrzymywał się dłużej. Znamiennie większe stężenia tego leukotrienu ob
serwowano jeszcze do 6 godzin po zakończeniu prowokacji alergenem. Podobnie jak 
w przypadku oceny 9a,l ip-PGF2 we krwi, tak i w przypadku oceny LTE4 w moczu, 
wszyscy poddani prowokacji chorzy odpowiedzieli wzrostem wydzielania tego eikoza- 
noidu. Odpowiedź biochemiczna na prowokację alergenem, mierzona za pomocą 
9ol, 1 ip-PGF2 w moczu, była niejednorodna w badanej grupie.

Podobnie jak w niniejszej pracy, Smith i wsp. [132] oraz Sładek i wsp. [133] nie 
obserwowali ponownego wzrostu poziomu LTE4 w moczu w czasie późnej fazy reakcji 
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astmatycznej. Obecność większych stężeń tego eikozanoidu w pierwszych godzinach 
po prowokacji i stopniowy spadek w późniejszych przedziałach czasowych należy 
raczej kojarzyć z ciągłym uwalnianiem do moczu zapasów LTE4 powstałych w czasie 
fazy wczesnej, niż z ich ponownym wytwarzaniem w czasie fazy późnej. Natomiast 
O’Sullivan i wsp. [53] stwierdzali w moczu po prowokacji alergenem wyraźny, po
nowny, aczkolwiek o mniejszej intensywności, wzrost wydzielania LTE4 w czasie 
późnej fazy reakcji astmatycznej, któremu towarzyszył również ponowny wzrost wy
dzielania 9a, 11P-PGF2. Tak więc udział LTE4, podobnie jak 9a, 11P-PGF2, w tej dru
giej fazie reakcji astmatycznej nie jest jednoznaczny. Obserwowany w niniejszej pracy 
wzrost stężenia LTE4 w moczu, już w pierwszych 2 godzinach po wziewnej prowoka
cji alergenem wraz z towarzyszącym mu znacznym, wczesnym wzrostem wydzielania 
9a,l ip-PGF2 do krwi oraz z o wiele słabszym i krótkotrwałym wzrostem wydzielania 
tej prostaglandyny z moczem, przemawia jednoznacznie za aktywnym udziałem ma- 
stocytów we wczesnej fazie reakcji astmatycznej. Stanowią one bowiem potencjalne 
źródło komórkowe dla obu tych mediatorów. Znacznie bardziej nasilone, w porówna
niu z 9a,l ip-PGF2, wydzielanie LTE4 z moczem może potwierdzać istnienie jeszcze 
innych komórkowych źródeł tego eikozanoidu niż mastocyty. W przypadku PGD2 są 
nimi niemal wyłącznie mastocyty. Bezpośrednia rola tych komórek w późnej fazie 
reakcji astmatycznej nie jest więc jednoznacznie określona. Jeśli nawet LTE4 jest 
wówczas ponownie uwalniany, to może on pochodzić z innych komórek niż mastocy
ty, które napływają do oskrzeli w tej fazie reakcji astmatycznej.

6.2. Markery aktywacji mastocytów przed prowokacją aspiryną i po niej

Grupa chorych na astmę aspirynową cechowała się najwyższym podstawowym wy
dzielaniem LTE4 z moczem. U chorych tych stwierdzono również znamiennie większe 
podstawowe stężenia 9a, 1 ip-PGF2 w osoczu oraz tryptazy w surowicy w porównaniu 
z grupą chorych na astmę dobrze tolerujących aspirynę oraz z grupą osób zdrowych. 
Dwie ostatnie grupy nie różniły się między sobą pod względem wartości podstawo
wych stężeń powyższych mediatorów. Jedynym parametrem, którego podstawowe 
stężenia były porównywalne w 3 badanych grupach, było stężenie 9a,lip-PGF2 
w moczu.

Smith i wsp. [90] porównywali podstawowe wydzielanie LTE4 z moczem w takich 
samych 3 grupach i podobnie jak w niniejszej pracy stwierdzili znamiennie większe 
stężenia tego eikozanoidu w grupie chorych na astmę aspirynową, w porównaniu 
z chorymi na astmę z dobrą tolerancją aspiryny i z osobami zdrowymi. Podobnie nie 
zaobserwowali oni różnic pomiędzy dwiema pozostałymi badanymi grupami. Również 
inni autorzy stwierdzali znamiennie większe stężenia LTE4 w moczu w warunkach 
spoczynkowych u chorych na astmę aspirynową niż u chorych na astmę, którzy dobrze 
tolerowali aspirynę [91,92, 98, 116, 134].

W niniejszej pracy na uwagę zasługuje to, że badana w tym etapie grupa chorych na 
astmę z dobrą tolerancją aspiryny miała nieco niższą średnią wartość podstawowego 
stężenia LTE4 w moczu niż grupa chorych na astmę alergiczną, biorąca udział 
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w pierwszym etapie badań. Sprawiło to, że grupa chorych na astmę uczestnicząca 
w drugim etapie badań nie różniła się znamiennie pod względem tego parametru od 
grupy kontrolnej osób zdrowych. Jest to najprawdopodobniej spowodowane faktem, że 
każdą z grup chorych na astmę tworzyła inna populacja chorych i grupy różniły się pod 
względem liczebności. Ponadto w pierwszym etapie była to wyselekcjonowana grupa 
chorych na astmę alergiczną o lżejszym przebiegu. Natomiast w drugim etapie badań 
uczestniczyli chorzy zarówno na astmę alergiczną, jak i niealergiczną. W większości 
przypadków mieli oni chorobę o cięższym przebiegu i zażywali większe dawki korty- 
kosteroidów wziewnych, a niektórzy nawet kortykosteroidy doustne. Jednakże nawet 
w porównaniu z grupą chorych na astmę alergiczną średnia wartość LTE4 w moczu 
obliczona u chorych na astmę aspirynową była zdecydowanie większa.

Tak więc w niniejszej pracy potwierdzono po raz kolejny, że chorzy na astmę aspi
rynową cechują się wzmożoną produkcją leukotrienów cysteinylowych już w warun
kach spoczynkowych. W tym badaniu wykazano zaś po raz pierwszy, że towarzyszy 
temu wzmożone, podstawowe uwalnianie tryptazy i 9a,l ip-PGF2 do krwi [135]. Skoro 
są to 2 specyficzne markery aktywacji mastocytów, może to przemawiać za spoczyn
kową aktywacją mastocytów w tej szczególnej postaci astmy oskrzelowej.

Rola eozynofilów, jako głównych komórek zapalnych w astmie aspirynowej, jest 
ogólnie uznana [95, 132]. Niniejsza praca wykazała, że równie istotną rolę można 
przypisać w tej chorobie mastocytom. Ponadto wzajemna interakcja tych komórek 
może mieć znaczenie w samopodtrzymywaniu się procesu zapalnego. Eozynofile syn
tetyzują i uwalniają SCF, który jest niezbędny do dojrzewania mastocytów, a następnie 
silnie aktywuje dojrzałe formy tych komórek do uwalniania mediatorów [137]. Tak 
więc być może wzmożona aktywacja mastocytów, którą stwierdzono w niniejszej pra
cy, jest efektem działania eozynofilów. Natomiast pochodząca z mastocytów PGD2, 
dzięki swoim właściwościom chemoatrakcyjnym przyciąga eozynofile, a także bazofile 
i limfocyty Th2 do miejsc toczącego się zapalenia [50]. Być może stała aktywacja 
mastocytów i uwalnianie PGD2 do krwi są odpowiedzialne za szczególnie ciężki prze
bieg astmy aspirynowej.

Zmierzone w niniejszej pracy podstawowe stężenia 9a,l ip-PGF2 w moczu nie róż
niły się istotnie pomiędzy 3 badanymi grupami. O’Sullivan i wsp. [55] uzyskali takie 
same wyniki, porównując 3 podobne, aczkolwiek mniej liczebne grupy. Również Mita 
i wsp. [98] nie stwierdzili różnic w podstawowych stężeniach 9ct,l ip-PGF2 w moczu 
pomiędzy grupą chorych na astmę aspirynową i grupą chorych na astmę z dobrą tole
rancją aspiryny. Autorzy tego ostatniego badania nie stwierdzili także różnic w wy
dzielaniu innego mediatora mastocytów z moczem, jakim była NT-metylohistamina. To 
jeszcze raz przekonuje, że pomiar 9a, 1 ip-PGF2 we krwi jest czulszym markerem ak
tywacji mastocytów niż jej pomiar w moczu.

Doustna prowokacja aspiryną przeprowadzona u chorych na astmę aspirynową 
spowodowała wprawdzie słabo nasilony, ale znamienny, wczesny wzrost stężenia 
9a,l ip-PGF2 we krwi. Wzrost ten był słabiej nasilony niż w grupie chorych na astmę 
alergiczną po prowokacji alergenem i nie był tak homogenny. Ponad połowa chorych 
odpowiedziała wyraźnym wzrostem wydzielania tego eikozanoidu do krwi, u pozosta
łych odpowiedź ta była znacznie słabiej nasilona, kilku zaś chorych zareagowało wręcz 
spadkiem. Taką niehomogenną odpowiedź biochemiczną obserwowano już wcześniej 
u chorych na astmę aspirynową po prowokacji aspiryną, kiedy to mierzono PGD2 
w popłuczynach oskrzelowo-pęcherzykowych [99, 138] i w moczu [139]. Być może 
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jest to spowodowane różną ekspresją COX-2 u poszczególnych chorych. Sousa i wsp. 
[140] wykazali wzmożoną ekspresję tego enzymu w nabłonku i błonie podśluzowej 
oskrzeli u chorych na astmę aspirynową. Mogłoby to decydować o sile, z jaką aspiryna 
hamuje cyklooksygenazę. Natomiast zastanawia, dlaczego aspiryna, jako inhibitor 
cyklooksygenazy, u części chorych wręcz pobudzała uwalnianie PGD2. Najprawdopo
dobniej odgrywa w tym rolę jakiś bliżej nieznany mechanizm stymulacji mastocytów. 
Stąd też w pewnych, szczególnych warunkach hamowanie cyklooksygenazy może 
paradoksalnie doprowadzić do aktywacji mastocytów i spowodować zwiększone uwal
nianie produktu tego enzymu, jakim jest PGD2. Przykładem takiej szczególnej sytuacji 
jest systemowa mastocytoza, w której obserwowano zwiększone uwalnianie PGD2, 
histaminy i tryptazy właśnie po zażyciu aspiryny [141].

W niniejszej pracy wykazano po raz pierwszy, że zjawisko wzmożonego uwalnia
nia metabolitu PGD2 do krwi w odpowiedzi na doustną prowokację aspiryną jest cechą 
szczególną chorych na astmę aspirynową [135]. Podanie wzrastających dawek aspiry
ny chorym na astmę z dobrą tolerancją aspiryny oraz osobom zdrowym nie spowodo
wało takiego skutku. Przeprowadzone przez Mastalerz i wsp. [142] badania w grupie 
chorych z pokrzywką i/lub obrzękiem naczynioruchowym po aspirynie potwierdziły, 
że doustna prowokacja aspiryną również i w tej grupie chorych powodowała wzrost 
stężenia 9a,l ip-PGF2 we krwi, aczkolwiek podstawowe stężenia tego metabolitu były 
w tym przypadku porównywalne z wartościami uzyskanymi u osób zdrowych.

Dodatkowym potwierdzeniem, że podana doustnie aspiryna aktywuje mastocyty 
chorych na astmę aspirynową, był stwierdzany podobnie wczesny jak w przypadku 
9a,l 1P-PGF2, bo już w 5. minucie, wzrost stężenia tryptazy w surowicy u wszystkich 
10 chorych, u których te oznaczenia wykonano. Obserwowany przez Sładka i wsp. [93] 
wzrost stężenia tryptazy w surowicy chorych na astmę aspirynową po doustnej prowo
kacji aspiryną, natomiast jego brak po prowokacji wziewnej, potwierdza wysunięte 
uprzednio w niniejszej pracy przypuszczenie, że tylko systemowe, nie zaś miejscowe 
działanie czynnika prowokującego jest w stanie pobudzić mastocyty do uwalniania 
tryptazy do krwi. Wyniki uzyskane przez innych autorów nie były tak jednoznaczne. 
Bosso i wsp. [143] stwierdzili znaczny wzrost tryptazy we krwi tylko u 3 spośród 17 
chorych poddanych doustnej prowokacji aspiryną. Chorzy ci wyróżniali się obecnością 
ciężkich reakcji ze strony oskrzeli z towarzyszącymi objawami pozaoskrzelowymi.

W przeciwieństwie do wziewnej prowokacji alergenem, po doustnej prowokacji 
aspiryną nie obserwowano wzrostu stężenia 9a, 1 ip-PGF2 w moczu. Inhalacja alergenu 
wywołała znacznie masywniejszy wyrzut tego metabolitu do krwi niż zażycie aspiryny, 
stąd też ten niewielki, ale znamienny wzrost stężenia 9a,l ip-PGF2 w moczu obserwo
wany w ciągu 2 pierwszych godzin po wziewnej prowokacji alergenem był niejako 
odzwierciedleniem obecnych w tym czasie większych ilości metabolitu PGD2 we krwi. 
Ponieważ po doustnej prowokacji aspiryną wzrost wydzielania 9a,l 1 p-PGF2 do krwi 
był słabiej nasilony, a u części chorych dochodziło nawet do jego spadku, stąd też mo
gło to nie znaleźć odzwierciedlenia w pomiarach dokonywanych w moczu. Te obser
wacje po raz kolejny potwierdzają hipotezę, że oznaczanie 9a,l ip-PGF2 we krwi jest 
bardziej czułym markerem aktywacji mastocytów niż jej oznaczanie w moczu. Zostało 
to później potwierdzone przez Świerczyńską i wsp. [144], którzy oceniali stężenia 
9a,lip-PGF2 we krwi i w moczu u chorych reagujących równocześnie reakcjami tak 
ze strony nosa, jak i oskrzeli na doustne podanie aspiryny. Podobnie jak w niniejszej 
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pracy po doustnej prowokacji aspiryną obserwowali oni znamienny wzrost stężenia 
tego eikozanoidu tylko we krwi, a nie w moczu.

Istnieją jednakże doniesienia przynoszące wręcz odmienne wyniki. Wzrost poziomu 
9a,l lß-PGF2 w moczu u chorych na astmę aspirynową stwierdzali O’Sullivan i wsp. 
[55] po wziewnej oraz Mita i wsp. [98] po dożylnej prowokacji aspiryną. Można to 
tłumaczyć odmiennymi drogami podawania aspiryny lub też innymi metodami labora
toryjnymi służącymi do oznaczania stężenia 9a,l lß-PGF2 w moczu. W obu cytowa
nych powyżej badaniach była to metoda immunoenzymatyczna.

W niniejszej pracy nie obserwowano istotnych korelacji pomiędzy maksymalnym 
spadkiem FEV| a maksymalnym wzrostem bądź też spadkiem stężenia 9a, 11 ß-PGF2 
we krwi i w moczu oraz tryptazy we krwi. Natomiast stwierdzono istotną dodatnią 
korelację pomiędzy skalą nasilenia objawów oskrzelowych i pozaoskrzelowych, po
wstałych po prowokacji aspiryną, a maksymalnym wzrostem bądź też spadkiem stęże
nia 9(i, 1 lß-PGF2 we krwi. Przyjęta w niniejszej pracy skala objawów wydaje się lep
szym wskaźnikiem klinicznym odzwierciedlającym odpowiedź na doustną prowokację 
aspiryną niż sam pomiar FEV,. Obejmuje ona nie tylko reakcję ze strony oskrzeli, ale 
także wszelkie objawy pozaoskrzelowe, których obecność i intensywność świadczy 
o stopniu nadwrażliwości chorego na aspirynę. Spadek zaś FEV| określa tylko reakcję 
ze strony samych oskrzeli i niekoniecznie odzwierciedla jej ciężkość, ponieważ z zało
żenia prowokacja zostaje przerwana w momencie, gdy FEV| obniża się o umowne 
20% w stosunku do wartości wyjściowej. Stąd też, pomimo różnego nasilenia i kon
stelacji objawów klinicznych, procentowe spadki FEV( zmierzone u poszczególnych 
chorych poddanych prowokacji nie różniły się znacznie pomiędzy sobą i mieściły się 
w granicach od -20% do -35%. Tak więc zależność pomiędzy nasileniem objawów 
klinicznych po prowokacji aspiryną a wyrzutem 9cc, 11 ß-PGF2 do krwi potwierdza raz 
jeszcze, że mastocyty uczestniczą aktywnie w patogenezie astmy aspirynowej, a po
miar 9a,l 1 ß-PGF2 we krwi jest czułym markerem aktywacji tych komórek.

Podobnej skali objawów nie opracowano dla chorych poddanych prowokacji aler
genem, ponieważ w tych przypadkach reakcja ograniczała się prawie wyłącznie do 
oskrzeli. Stopień obturacji był bardziej zróżnicowany niż po prowokacji aspiryną, gdyż 
maksymalne spadki FEV| wahały się u poszczególnych chorych pomiędzy -20% 
a -50%. W grupie chorych na astmę alergiczną nie znaleziono jednakże zależności 
pomiędzy nasileniem obturacji a maksymalnym uwalnianiem 9a, 11 ß-PGF2 do krwi, 
jak też wzrostem lub spadkiem wydzielania 9a, 1 lß-PGF2 do moczu oraz tryptazy do 
krwi.

Wzrost wydzielania 9a,l lß-PGF2 do krwi po doustnej prowokacji aspiryną obser
wowano jedynie u chorych na astmę aspirynową. Zażycie jednorazowej dawki tego 
leku wynoszącej nie tylko 100 mg, ale nawet 600 mg przez chorych na astmę dobrze 
tolerujących aspirynę nie wpłynęło na stężenie 9a, 1 lß-PGF2 we krwi. Podobne wyniki 
uzyskano w innym badaniu, w którym dożylne podanie aspiryny chorym na astmę 
z dobrą tolerancją aspiryny również nie wpłynęło istotnie na wydzielanie 9a, 1 lß-PGF2 
z moczem [98]. Tak więc u chorych na astmę aspirynową szlak syntezy PGD2 z kwasu 
arachidonowego może pozostawać pod kontrolą bliżej nieznanych czynników regulato
rowych.

U osób zdrowych, zarówno 2 różne dawki aspiryny podane jednorazowo, jak i duża 
łączna dobowa dawka aspiryny wynosząca 1300 mg, pozostawały bez wpływu na stę
żenie 9a,l lß-PGF2 we krwi i w moczu. Pozostaje to w sprzeczności z hamującym 



71

wpływem aspiryny in vitro na syntezę innych prostanoidów powstałych na szlaku cy- 
klooksygenazy [145].

Chorzy na astmę aspirynową cechowali się nie tylko podwyższonym spoczynko
wym wydzielaniem LTE4 z moczem, ale i dalszym wzrostem tego wydzielania po 
doustnej prowokacji aspiryną. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzają do
tychczasowe obserwacje. Christie i wsp. [92] obserwowali 4-krotny wzrost stężenia 
LTE4 w moczu po doustnej prowokacji aspiryną przeprowadzonej u 6 chorych na 
astmę aspirynową. Sładek i wsp. [93] stwierdzili 7-krotny wzrost stężenia LTE4 
w moczu po 6 godzinach od zażycia aspiryny przez 10 chorych na astmę aspirynową, 
Knapp i wsp. [146] zaś opisali 3,6-krotny wzrost tego eikozanoidu w moczu w podob
nie przeprowadzonym badaniu. Również w wyniku innych sposobów prowokacji aspi
ryną dochodziło do znacznego wzrostu wydzielania LTE4 z moczem. Christie i wsp. 
[147] stwierdzili 3-krotny jego wzrost w moczu u 6 chorych na astmę aspirynową po 
inhalacji aspiryny lizynowej. Podobne wyniki otrzymali Kumlin i wsp. [134] u 9 cho
rych na astmę aspirynową poddanych prowokacji wziewnej aspiryną lizynową. Mita 
i wsp. [98] podawali dożylnie aspirynę 10 chorym na astmę aspirynową i uzyskali aż 
13-krotny wzrost tego eikozanoidu w moczu. Sładek i wsp. [138] wykazali wzrost 
stężenia leukotrienów cysteinylowych w BAL u 10 chorych na astmę aspirynową w 30 
minut po dooskrzelowej prowokacji aspiryną lizynową. Uzyskane w niniejszym bada
niu wyniki potwierdzają dotychczasowe obserwacje, a są one tym bardziej przekonują
ce, że zostały przeprowadzone na znacznie liczniejszej grupie chorych.

6.3. Markery aktywacji mastocytów po prowokacji adenozyną i metacholiną

Wyniki dwóch poprzednich etapów badań wykazały, że pomiar 9a,lip-PGF2 we 
krwi jest czulszym sposobem oceny aktywacji mastocytów niż jej pomiar w moczu. 
Inhalacji alergenu towarzyszył bowiem niewielki, aczkolwiek znamienny wzrost po
ziomu tego mediatora w moczu, w przypadku zaś doustnego testu z aspiryną jego stę
żenia przed prowokacją i po prowokacji nie różniły się znamiennie. Obserwowano 
natomiast wyraźną odpowiedź we krwi na każdą z tych prowokacji. Dlatego też w tym 
etapie badań, którego celem była ocena zachowania się mediatorów aktywacji masto
cytów w odpowiedzi na wziewną prowokację adenozyną i metacholiną, pomiar 
9a,l ip-PGF2 ograniczono jedynie do krwi.

Spośród badanych mediatorów jedynym, którego stężenie wzrastało w odpowiedzi 
na prowokację adenozyną, była właśnie 9a, lip-PGF2 w osoczu. Do zwiększonego 
uwalniania tej prostaglandyny do krwi dochodziło wcześnie, bo już w piątej minucie 
od wystąpienia reakcji skurczowej oskrzeli. Było ono jednakże słabsze niż w przypad
ku dwóch poprzednich bodźców, mimo że odpowiedź skurczowa oskrzeli mierzona za 
pomocą spadku FEV| była podobna jak po prowokacji alergenem i aspiryną. Poszcze
gólni chorzy nie wykazywali tak dużych wzrostów wydzielania 9a,l ip-PGF2 do krwi, 
jak miało to miejsce u chorych na astmę uczestniczących w dwóch poprzednich eta
pach badań. Słabszą odpowiedź biochemiczną po prowokacji adenozyną niż alerge
nem, charakteryzującą się uwalnianiem mniejszych ilości 9a,l ip-PGF2 do krwi, moż
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na próbować tłumaczyć między innymi tym, że alergen jest bardziej stabilny i trwały. 
Adenozyna jest natomiast zwrotnie wychwytywana przez komórki i ponownie meta
bolizowana, a więc aktywuje mastocyty słabiej i krócej [101]. Pomimo słabszej odpo
wiedzi biochemicznej po adenozynie niż po alergenie, można dostrzec pewne analogie 
między tymi dwoma testami prowokacyjnymi. W obu przypadkach odpowiedź ta była 
pozytywna lub też, jak u części chorych poddanych prowokacji adenozyną, jej nie 
było. Nie obserwowano natomiast wyraźnych spadków stężenia 9a, 11 ß-PGF2 we krwi, 
tak jak miało to miejsce po prowokacji aspiryną.

Zachowanie się tryptazy po prowokacji adenozyną było również podobne jak 
w przypadku prowokacji alergenem. Nie obserwowano istotnych zmian w wydzielaniu 
jej do krwi; dały się zauważyć osoby z dużymi i małymi, aczkolwiek stabilnymi stęże
niami tego mediatora.

W przeciwieństwie do prowokacji alergenem i aspiryną prowokacja adenozyną nie 
wpłynęła istotnie na wydzielanie LTE4 z moczem. Również w przeciwieństwie do 
chorych poddanych obu tym prowokacjom chorzy poddani prowokacji adenozyną 
reagowali nie tylko wzrostem, ale także spadkiem stężenia tego eikozanoidu w moczu.

Mimo że inhalacja metacholiny spowodowała podobny stopień obturacji oskrzeli 
jak inhalacja adenozyny, to jednak nie towarzyszyła temu żadna odpowiedź bioche
miczna w postaci uwalniania 9a,llß-PGF2 i tryptazy do krwi oraz LTE4 z moczem. 
Subiektywne odczucie duszności po prowokacji metacholiną oceniane przez tych sa
mych chorych, którzy byli w innym czasie poddawani prowokacji adenozyną, było 
oceniane przez nich jako słabsze.

Niniejsza praca jest jak dotąd pierwszą, w której podjęto się oceny zachowania 
metabolitu PGD2 we krwi w odpowiedzi na wziewną prowokację oskrzeli adenozyną 
i metacholiną. Cushley i wsp. [148] obserwowali skurcz oskrzeli po inhalacji adenozy
ną, któremu jednak nie towarzyszył wzrost poziomu histaminy i NCF (neutrophil che- 
motaclic factor) we krwi. Upoważniło to tych autorów do wysunięcia wniosku, że 
skurcz oskrzeli nie był konsekwencją wzmożonej aktywacji mastocytów i uwalnianych 
przez nie mediatorów. Mimo że w badaniu tym kromoglikan sodu wykazywał działa
nie protekcyjne, podwyższając próg odpowiedzi skurczowej oskrzeli na adenozynę, 
zjawisko to tłumaczono udziałem innych mechanizmów niż stabilizacja mastocytów 
przez ten lek. W przeciwieństwie do cytowanego powyżej badania, Polosa i wsp. [149] 
obserwowali skurcz oskrzeli po podaniu dooskrzelowym adenozyny w trakcie bron
chofiberoskopu, któremu towarzyszył znamienny wzrost poziomów PGD2, tryptazy 
i histaminy w BAL. Podanie soli fizjologicznej nie wywoływało takich skutków.

W niniejszej pracy inhalacja adenozyny spowodowała we krwi wzrost stężenia 
metabolitu PGD2, nie zaś tryptazy. Chociaż cytowane powyżej i niniejsze badanie 
różniły się drogą podania alergenu (dooskrzelowa, wziewna) i mediatory mierzono 
w różnych płynach ustrojowych (BAL, krew), to jednak markerem aktywacji masto
cytów, który wzrastał w obu przypadkach po prowokacji, była PGD2 lub jej metabolit. 
W niniejszym badaniu prowokacja adenozyną, podobnie jak prowokacja alergenem, 
nie spowodowały wzrostu stężenia tryptazy w surowicy. Ta obserwacja potwierdza 
poprzednie spostrzeżenia, że pomiar 9a,llß-PGF2 we krwi jest czulszym markerem 
aktywacji mastocytów niż pomiar tryptazy. Ponieważ droga podawania czynnika po
budzającego oskrzela do skurczu była w obu zastosowanych modelach prowokacji 
identyczna (inhalacyjna) i różniła się od doustnej, a więc ogólnoustrojowej drogi po
dawania aspiryny, stąd też słuszna wydaje się hipoteza, że dopiero masywna, ogólno- 
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ustrojowa prowokacja mastocytów doprowadza do uwalniania przez nie tryptazy. Wy
niki niniejszej pracy potwierdzają również hipotezę, że adenozyna poprzez swoje re
ceptory na mastocytach jest w stanie aktywować te komórki na drodze nieimmunolo- 
gicznej. Brak jakiejkolwiek odpowiedzi biochemicznej po prowokacji metacholiną 
potwierdza, że doprowadza ona do skurczu oskrzeli bezpośrednio, bez udziału masto
cytów i ich mediatorów.

Wydaje się, że mechanizmy, za pośrednictwem których działa adenozyna w dro
gach oddechowych, nie są jeszcze do końca poznane. Potrzeba dalszych badań, które 
pozwolą szczegółowo ocenić zaangażowanie innych niż mastocyty komórek w odpo
wiedź skurczową oskrzeli na adenozynę u ludzi oraz dokładniej zidentyfikować rolę 
innych niż A2B receptorów adenozynowych w tym zjawisku. Ostatnio wykazano in 
vitro, że receptor A2D jest dominującym typem receptora adenozynowego obecnym na 
komórkach ludzkich mięśni gładkich oskrzeli [151]. Tak więc dodatkowy komponent 
bezpośredniego działania skurczowego adenozyny nabiera w świetle tych badań coraz 
większego znaczenia. Również w badaniach eksperymentalnych in vitro wykazano, że 
ten sam typ receptora dominuje na komórkach ludzkich fibroblastów i pośredniczy 
w ich różnicowaniu w kierunku miofibroblastów [151]. To zaś przemawiałoby za rolą 
adenozyny w procesie remodelingu. Receptor adenozynowy A3 cechuje się dużym 
międzygatunkowym zróżnicowaniem pod względem struktury, dystrybucji tkankowej 
oraz funkcji. Badania na modelach mysich wykazały, że odgrywa on ważną rolę 
w indukowanej adenozyną degranulacji mastocytów [152] oraz migracji eozynofilów 
do płuc [153]. Dotychczas nie stwierdzono jego obecności na ludzkich mastocytach 
[154]. Badania in vitro zaś wykazały obecność receptora A3 na ludzkich eozynofilach, 
gdzie miałby być on odpowiedzialny za hamowanie chemotaksji tych komórek [154]. 
Tymczasem rola receptora A| w zapaleniu alergicznym u ludzi nie jest dokładnie po
znana [155]. Natomiast cieszy się on dużym zainteresowaniem w badaniach ekspery
mentalnych na zwierzętach. Ostatnio wykazano, że pełni on funkcję przeciwzapalną 
u myszy pozbawionych deaminazy adenozyny, a więc w obecności wyższych stężeń 
endogennej adenozyny w płucach [156].

W przeciwieństwie do prowokacji alergenem i aspiryną, prowokacji adenozyną nie 
towarzyszył wzrost wydzielania LTE4 z moczem. Udział leukotrienów cysteinylowych 
w indukowanym adenozyną skurczu oskrzeli nie jest dokładnie poznany. Dowody na 
ich rolę w tym zjawisku są pośrednie i pochodzą między innymi z badań, w których 
obserwowano działanie protekcyjne leków antyleukotrienowych na skurcz oskrzeli 
prowokowany za pomocą adenozyny in vitro [157] i in vivo [158, 159]. Brak wzrostu 
stężenia LTE3 w moczu nie wyklucza udziału leukotrienów cysteinylowych w skurczu 
oskrzeli prowokowanym tym czynnikiem. Jak wiadomo, poza mastocytami uwalniają 
je również inne komórki, a wśród nich eozynofile. Van de Berge i wsp. [160] wykazali, 
że prowokacja adenozyną, nie zaś metacholiną, zwiększała odsetek eozynofilów 
w plwocinie chorych na astmę oskrzelową. Tak więc obserwowany w niniejszej pracy 
brak wzrostu stężenia LTE^ w moczu po prowokacji adenozyną można próbować tłu
maczyć tym, że adenozyna aktywuje mastocyty do uwalniania różnych mediatorów, 
wśród których mogą znajdować się czynniki chemotaktyczne dla eozynofilów. Może to 
powodować migrację eozynofilów z krwi obwodowej do dróg oddechowych. Zgroma
dzenie większej liczby eozynofilów w ścianie oskrzeli może odzwierciedlać się uwal
nianiem większych ilości LTE4 do światła oskrzeli, nie zaś do moczu. W cytowanym 
powyżej badaniu [160] metacholiną, działająca bezpośrednio na komórki mięśni gład
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kich oskrzeli, nie powodowała wzrostu odsetka eozynofilów w indukowanej plwocinie. 
Bucchioni i wsp. [161] stwierdzili u chorych na astmę wzrost stężenia leukotrienów 
cysteinylowych w kondensacie powietrza wydechowego po prowokacji adenozyną, nie 
zaś metacholiną. Nie obserwowali natomiast zmian w zachowaniu się histaminy. Uzy
skane wyniki pozwoliły im wysunąć przypuszczenie, że skoro histamina pochodzi 
z mastocytów i bazofilów, a nie z eozynofilów, to wzrost stężenia leukotrienów cyste
inylowych w kondensacie powietrza wydechowego był efektem uwalniania ich przez 
ostatnie spośród wymienionych komórek.

Phillips i wsp. [162] przeprowadzili badanie, w którym poddali grupę osób z ce
chami atopii, ale niechorujących na astmę, trzem różnym wziewnym testom prowoka
cyjnym, tj. z alergenem, z adenozyną i z metacholiną. Przed prowokacją i po każdej 
z nich mierzono stężenie histaminy we krwi. Wzrost stężenia histaminy był większy po 
prowokacji alergenem niż po prowokacji adenozyną natomiast nie obserwowano go po 
prowokacji metacholiną pomimo że stopień obturacji oskrzeli osiągnięty we wszyst
kich trzech testach był porównywalny. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy były ana
logiczne, chociaż badania zostały przeprowadzone wśród chorych na astmę, a we krwi 
oceniano wzrost stężenia innego, bardziej specyficznego mediatora mastocytów, czyli 
9a, lip-PGF2. Inhalacja alergenu spowodowała największy, bo aż 5-krotny jego 
wzrost, adenozyna słabszy - 1,2-krotny, a skurczowi oskrzeli wywołanemu inhalacją 
metacholiny nie towarzyszyły istotne zmiany w wydzielaniu tego eikozanoidu do krwi, 
mimo że średni spadek FEV] spowodowany każdą z prowokacji był podobny. Brak 
odpowiedzi biochemicznej po prowokacji metacholiną przy obecności takiej odpowie
dzi, chociaż o różnej intensywności, po prowokacji adenozyną alergenem oraz aspiry
ną przemawia za tym, że inhalacja metacholiny jest w stanie spowodować obturację 
oskrzeli bezpośrednio, bez udziału mediatorów. Powyższe obserwacje pozwalają po
nadto sądzić, że uwalnianie mediatorów z mastocytów nie następuje wtórnie, w odpo
wiedzi na skurcz oskrzeli, ale że jest to zjawisko pierwotne, dzięki któremu dochodzi 
do tego skurczu. Zwrócili na to uwagę O’Sullivan i wsp. [55], którzy obserwowali 
wzrost wydzielania 9a,lip-PGF2 i LTE4 z moczem tylko po wziewnej prowokacji 
aspiryną lizynową nie zaś histaminą mimo że w obu testach dochodziło do porówny
walnego skurczu oskrzeli.

W niniejszej pracy wielokrotnie obserwowano szczyt wydzielania 9a,l ip-PGF2 do 
krwi bardzo wcześnie, bo już w piątej minucie po zakończeniu testu prowokacyjnego. 
Można przypuszczać, że PGD2 uwalniała się z aktywowanych mastocytów już wcze
śniej, w którymś momencie po rozpoczęciu testu prowokacyjnego. Następnie prosta- 
glandyna ta lub też powstały z niej aktywny metabolit wywierały swój wpływ biolo
giczny na poziomie oskrzeli, powodując ich skurcz. U części chorych mogło to się 
zbiegać w czasie z maksymalnym wzrostem stężenia 9a,l ip-PGF2 we krwi. Być może 
u chorych, u których nie obserwowano takiego wzrostu, tak naprawdę miał on miejsce 
już wcześniej, tylko nie został on wychwycony, gdyż pomiary rozpoczynano dopiero 
po wystąpieniu reakcji skurczowej oskrzeli. Ocenia się, że podwyższone stężenia 
PGD2 i LTE4 w BAL można wykrywać w czasie 5-15 minut po dooskrzelowym 
wprowadzeniu alergenu [163]. Murray i wsp. [52] obserwowali wzrost PGD2 w BAL 
w ciągu pierwszych 9 minut po wprowadzeniu do oskrzeli alergenu Dermatophagoides 
pteronyssinus uczulonym na niego chorym.

Różna konstelacja uwalnianych mediatorów aktywacji mastocytów w poszczegól
nych modelach testów prowokacyjnych, a więc wzrost stężenia tryptazy we krwi tylko 
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po doustnej prowokacji aspiryną, wzrost 9a,lip-PGF2 w moczu tylko po wziewnej 
prowokacji alergenem, wzrost LTE4 w moczu po prowokacji wziewnej alergenem 
i doustnej aspiryną oraz wzrost 9a,l ip-PGF2 we krwi po prowokacji alergenem, aspi
ryną i adenozyną umacnia hipotezę, że pomiar 9a,l 1P-PGF2 we krwi jest najczulszym 
markerem aktywacji mastocytów in vivo, odgrywającym ważną rolę w patomechani- 
zmie obturacji oskrzeli.

Analizując profil uwalnianych mediatorów oraz intensywność ich wydzielania do 
krwi i moczu pod wpływem poszczególnych czynników bronchoprowokacyjnych zasto
sowanych w niniejszej pracy, można stwierdzić, że mechanizm odpowiedzi skurczowej 
oskrzeli jest wieloczynnikowy. Udział poszczególnych mediatorów jest różny, w za
leżności od czynnika prowokującego. Niewątpliwą rolę odgrywać też mogą predyspo
zycje osobnicze chorego na astmę, typ astmy oraz stopień zaawansowania choroby.

Jak w przeszłości przełomowym wydarzeniem okazało się odkrycie roli leukotrie- 
nów i ich receptorów w astmie, tak obecnie dokładne poznanie zaangażowania PGD2 
i adenozyny oraz ich receptorów w patomechanizmy skurczu oskrzeli oraz patogenezę 
astmy oskrzelowej może otworzyć nowe perspektywy dla zapobiegania i leczenia tej 
choroby.





7. WNIOSKI

1. W różnych modelach napadu astmy, indukowanych u wrażliwych chorych przez tak 
odrębne bodźce, jak alergeny, aspiryna, czy adenozyna, dochodzi do wzrostu stęże
nia PGD2 - swoistego markera aktywacji mastocytów w osoczu. Zjawiska tego nie 
obserwuje się po prowokacji metacholiną, o której wiadomo, że kurczy oskrzela 
w sposób bezpośredni, bez udziału mastocytów.

2. Pomiar aktywnego metabolitu PGD2 - 9a,l ip-PGF2 w osoczu jest bardziej czułą 
metodą oceny aktywacji mastocytów niż jej pomiar w moczu.

3. Spośród swoistych markerów aktywacji mastocytów, mierzonych we krwi, pomiar 
9a,l ip-PGF2 jest bardziej czuły niż pomiar tryptazy. Do wzrostu poziomu tryptazy 
w surowicy dochodzi jedynie pod wpływem ogólnoustrojowej aktywacji mastocy
tów, tak jak to jest w przypadku doustnej prowokacji aspiryną u chorych na astmę 
aspirynową. Wziewne, lokalne prowokacje alergenem i adenozyną takiego skutku 
nie wywołują.

4. Chorzy na astmę aspirynową, w porównaniu z chorymi na astmę z dobrą tolerancją 
aspiryny oraz osobami zdrowymi, cechują się nie tylko wzmożonym spoczynko
wym wydzielaniem LTE4 z moczem, ale również wzmożonym uwalnianiem 
9cx, 1 ip-PGF2 i tryptazy do krwi, co przemawia za spoczynkową aktywacją masto
cytów w tym typie astmy.

5. Rola PGD2, jako markera aktywacji mastocytów, wydaje się istotna, niezależnie od 
mechanizmu aktywacji, typu astmy i bodźca prowokującego skurcz oskrzeli.





8. STRESZCZENIE

Obturacja oskrzeli w astmie oskrzelowej jest wynikiem skurczu mięśni gładkich ścia
ny oskrzeli, obrzęku błony śluzowej oraz nadmiernej produkcji śluzowej wydzieliny. 
Zmiany te są rezultatem działania odpowiednich mediatorów na narząd docelowy, jakim 
są w tym przypadku oskrzela. Mastocyty odgrywają istotną rolę w patofizjologii astmy 
oskrzelowej, będąc źródłem licznych mediatorów. PGD2, jako jeden z najważniejszych 
mediatorów mastocytów syntetyzowanych de «ovo, jest obdarzona silnymi zdolnościami 
do skurczu oskrzeli. Ponieważ jest ona nieomal wyłącznie produkowana przez te komór
ki, dlatego pomiar jej stężenia w płynach ustrojowych pozwala na ocenę udziału masto
cytów w zjawisku obturacji i jednocześnie stanowi specyficzny marker ich aktywacji. 
Dotychczasowe badania nad rolą PGD2 w astmie oskrzelowej sprowadzały się głównie 
do pomiarów jej metabolitów w moczu oraz w BAL. Badania poświęcone oznaczaniu tej 
prostaglandyny we krwi u chorych na astmę są bardzo nieliczne.

Niniejsza praca zmierzała do określenia aktywacji mastocytów w różnych typach 
astmy i pod wpływem różnych bodźców o potencjalnych zdolnościach do prowokowa
nia skurczu oskrzeli. Szczególną uwagę zwrócono na wydzielanie 9a, 1 ip-PGF2, będą
cej aktywnym metabolitem PGD2, do krwi. Uwalnianie tego metabolitu porównywano 
z uwalnianiem innych mediatorów wytwarzanych przez mastocyty. Stanowiły je: 
tryptaza, uznana za swoisty marker aktywacji mastocytów, oraz LTE4, który jest 
wprawdzie syntetyzowany również przez inne komórki, ale podobnie jak PGD2 silnie 
kurczy oskrzela. Badaniami objęto chorych na astmę alergiczną poddanych wziewnej 
prowokacji alergenem, chorych na astmę aspirynową poddanych doustnej prowokacji 
aspiryną oraz chorych na astmę o różnym podłożu poddanych prowokacji adenozyną 
i metacholiną. Ponadto przeprowadzono doustne próby prowokacyjne z aspiryną 
u chorych na astmę z dobrą tolerancją aspiryny oraz u osób zdrowych. Prowokacja 
alergenem służyła jako typowy model kliniczny skurczu oskrzeli, obrazujący aktywa
cję mastocytów w mechanizmie IgE-zależnym. Prowokacje skurczu oskrzeli za pomo
cą aspiryny, adenozyny i metacholiny odzwierciedlały różne modele skurczu oskrzeli, 
w których odgrywają rolę mechanizmy nieimmunologiczne. O ile metacholina zwęża 
oskrzela poprzez bezpośrednie oddziaływanie na mięśnie gładkie ściany oskrzeli, o tyle 
w przypadku aspiryny i adenozyny mechanizm ten jest pośredni; zakłada się w nim 
udział mastocytów i ich mediatorów.

W poszczególnych badanych grupach pobierano krew na oznaczanie 9a,l ip-PGF2 
i tryptazy oraz mocz na oznaczanie 9a, 1 ip-PGF2 i LTE4, zarówno w warunkach spo
czynkowych, jak i po prowokacji odpowiednim bodźcem. 9a,lip-PGF2 w osoczu 
i w moczu oznaczano metodą chromatografii gazowej połączonej ze spektrometrią 
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mas, techniką ujemnej jonizacji chemicznej (GC-N1CI-MS). Tryptazę oznaczano 
w surowicy metodą fluoroenzymatyczną, LTE4 w moczu zaś - metodą immunoenzy- 
matyczną (EIA).

W astmie alergicznej inhalacja swoistego alergenu spowodowała skurcz oskrzeli, 
któremu towarzyszył znamienny wzrost wydzielania 9a,lip-PGF2 do krwi, o wiele 
słabszy do moczu oraz znamienny wzrost wydzielania LTE4 z moczem. Nie obserwo
wano natomiast wzrostu wydzielania tryptazy do krwi. Obturacji oskrzeli wywołanej 
doustną prowokacją aspiryną u chorych na astmę aspirynową towarzyszył słabszy, ale 
znamienny wzrost wydzielania 9a,l ip-PGF2 tylko do krwi, nie zaś z moczem. Jedno
cześnie stwierdzono znamienne wydzielanie tryptazy do krwi i LTE4 z moczem. Po
nadto ta grupa chorych, w porównaniu z chorymi na astmę z dobrą tolerancją aspiryny 
oraz osobami zdrowymi, wyróżniała się już w warunkach spoczynkowych, przed pro
wokacją wzmożonym uwalnianiem 9a,l ip-PGF2 i tryptazy do krwi oraz LTE4 z mo
czem. Zażycie aspiryny przez chorych na astmę, którzy dobrze tolerowali aspirynę, 
oraz przez osoby zdrowe nie spowodowało reakcji ze strony oskrzeli ani nie doprowa
dziło do wzrostu uwalniania któregokolwiek z badanych eikozanoidów. Prowokacji 
wziewnej adenozyną towarzyszył jedynie wzrost wydzielania 9a,lip-PGF2 do krwi. 
Natomiast skurczowi oskrzeli wywołanemu przez metacholinę nie towarzyszyła żadna 
odpowiedź biochemiczna w zakresie badanych mediatorów.

Wyniki przeprowadzonych badań wskazują, że PGD2 jest ważnym, swoistym mar
kerem aktywacji mastocytów, uczestniczącym w obturacji oskrzeli, a stopień jej uwal
niania odzwierciedla pośrednio zaangażowanie mastocytów w to zjawisko. Dowodem 
tego było stwierdzenie wzrostu stężenia jej aktywnego metabolitu - 9a,lip-PGF2 
w osoczu chorych na różne postacie astmy oskrzelowej po prowokacji za pomocą 3 
różnych bodźców o potencjalnych zdolnościach do skurczu oskrzeli, tj. alergenu, aspi
ryny i adenozyny. Zjawiska tego nie obserwowano po prowokacji metacholiną. W niniej
szej pracy stwierdzono po raz pierwszy, że pomiar 9a,l lp-PGF2 w osoczu jest bardziej 
czułą metodą oceny aktywacji mastocytów niż jej pomiar w moczu. Słabo nasilony 
wzrost wydzielania 9a, lip-PGF2 z moczem stwierdzono tylko po prowokacji alerge
nem u chorych na astmę alergiczną, któremu towarzyszył znaczny wyrzut tego meta
bolitu do krwi, nie zaś po prowokacji aspiryną u chorych na astmę aspirynową, kiedy 
wydzielanie do krwi było słabiej nasilone. Spośród markerów aktywacji mastocytów 
mierzonych we krwi, pomiar 9a, lip-PGF2 jest bardziej czuły niż pomiar tryptazy. 
Wzrost stężenia tryptazy w osoczu krwi obserwowano jedynie po prowokacji doustnej 
aspiryną u chorych na astmę aspirynową, kiedy to dochodzi do ogólnoustrojowej akty
wacji mastocytów. Wziewne, a więc lokalne prowokacje alergenem i adenozyną takie
go skutku nie wywoływały. Zjawisko wzmożonego uwalniania metabolitu PGD2 przez 
mastocyty po prowokacji aspiryną jest wyłączną cechą chorych na astmę aspirynową, 
ponieważ nie zaobserwowano takiej reakcji u chorych na astmę z dobrą tolerancją 
aspiryny oraz u osób zdrowych. Zwiększonemu uwalnianiu 9a,l ip-PGF2 do krwi to
warzyszył wzrost wydzielania LTE4 z moczem po prowokacji alergenem i aspiryną, nie 
zaś po prowokacji adenozyną, chociaż udziału tego eikozanoidu w skurczu oskrzeli 
prowokowanym tym bodźcem nie można wykluczyć. Chorzy na astmę aspirynową, 
w porównaniu z chorymi na astmę z dobrą tolerancją aspiryny oraz osobami zdrowymi, 
cechują się nie tylko wzmożonym spoczynkowym wydzielaniem LTE4 z moczem, ale 
również wzmożonym uwalnianiem 9a,l ip-PGF2 i tryptazy do krwi, co przemawia za 
spoczynkową aktywacją mastocytów w tym typie astmy.



9. ABSTRACT

Bronchial obstruction in asthma results from smooth muscles constriction of the 
bronchial wall, mucous membrane swelling, and excessive production of mucous se
cretion. Such changes are observed when certain mediators affect the target organ, in 
this case - the bronchi. Mast cells play an important role in pathophysiology of asthma 
as they are the source of numerous mediators. PGD2, as one of the most important mast 
cell synthesized de novo mediator, is a strong bronchoconstrictor. Participation of mast 
cells in bronchial obstruction may be assessed through determination of PGD2 concen
tration in bodily fluids, especially in view of the fact that it is almost exclusively pro
duced by these cells. The studies focusing on the role of PGD2 in asthma have mostly 
been limited to the measurement of its metabolites in urine and in bronchoalveolar 
lavage, whereas the ones specifically addressing its concentration in the blood of asth
matic patients are not particularly numerous.

The present study aimed to determine the activation of mast cells in various types of 
asthma and under the influence of various stimuli of potential capacity to provoke 
bronchial constriction. Special emphasis was put on the secretion of 9a, 110-PGF2, an 
active PGD2 metabolite, into the blood. The release of this metabolite was compared 
against the release of other mediators produced by mast cells, i.e. tryptase, considered 
to be a specific marker of mast cell activation, and LTE4 (admittedly, also synthesized 
by other cells, but - very much like PGD2 - also a strong bronchoconstrictor). The 
present study involved patients with allergic asthma who were subjected to inhaled 
allergen challenge, patients with aspirin-induced asthma who underwent oral aspirin 
challenge, and patients with asthma of different etiology subjected to inhaled chal
lenges with adenosine and methacholine. Furthermore, oral aspirin challenges were 
performed in patients with asthma who tolerated aspirin well and in the healthy control 
subjects. Allergen challenge served as a typical clinical model of bronchoconstriction 
showing mast cell activation in an IgE-dependent mechanism. Challenges with aspirin, 
adenosine and methacholine represented different models of bronchoconstriction in 
which non-immunological mechanisms are also acknowledged. Whereas methacholine 
constricts the bronchi through direct action on the smooth muscles of the bronchial 
wall, in the case of aspirin and adenosine this mechanism is indirect; involvement of 
mast cells and their mediators being assumed.

In the respective groups blood samples were collected for determination of 
9a,1 lp-PGF2 and tryptase, and urine samples for determination of 9a,1 ip-PGF2 and 
LTE4, taken both at rest and after provocation with an adequate stimulus. Concentra
tions of 9a,lip-PGF2 were measured in plasma and urine by gas chromatography- 
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-negative ion chemical ionization-mass spectrometry (GC-NICI-MS) technique. Tryp- 
tase was measured in serum by fluoroenzyme immunoassay method, whereas LTE4 in 
urine was analysed by enzyme linked immunosorbent assay (EIA).

In allergic asthma, the inhalation of a specific allergen caused bronchospasm ac
companied by a significant increase of 9a, 11P-PGF2 secretion into the blood, much 
lower into urine, and a significant increase of LTE4 secretion into urine. However, no 
increase of tryptase secretion into the blood was observed. Bronchial obstruction 
caused by oral aspirin challenge in patients with aspirin-induced asthma was accompa
nied by a lower, but nonetheless significant release of 9a, 1 ip-PGF2 into the blood only. 
At the same time significant secretion of tryptase into the blood and significant dis
charge of LTE4 into urine were observed. Furthermore, this group of patients (as op
posed to the aspirin-tolerant asthmatic patients and healthy controls), was characterized 
by an increased, steady release of 9a, 1 ip-PGF2 and tryptase into blood and LTE4 into 
urine already at rest, before provocation. Ingestion of aspirin by aspirin-tolerant asth
matics and by healthy controls did not cause bronchial reaction and did not lead to an 
increased release of any of the eicosanoids under study. Inhaled adenosine challenge 
was accompanied by an increased 9a, 1 ip-PGF2 secretion into the blood only, whereas 
the bronchospasm caused by methacholine challenge was not associated with any bio
chemical response whatsoever.

The results of the present study demonstrate PGD2 to be an important specific 
marker of mast cell activation contributing to bronchial obstruction and the volume of 
its release actually reflects indirectly the involvement of mast cells in this process. This 
is evidenced by the presence of increased concentrations of its active metabolite, 
9a, 1 ip-PGF2 in the plasma of patients with different types of asthma after provocations 
with various potentially bronchoconstrictive stimuli, i.e. allergen, aspirin and adeno
sine. Such phenomenon was not observed after provocation with methacholine. It was 
demonstrated by the present study for the first time ever that measurement of 
9alip-PGF2 in plasma is a more sensitive method for assessing mast cell activation 
than its measurement in urine. Weak increase of 9a, 1 lp-PGF2 secretion into urine was 
noted only after the allergen challenge in patients with allergic asthma, whereupon it 
was accompanied by a significant release of this metabolite into the blood, but not after 
the aspirin challenge in patients with aspirin-induced asthma whereupon such a secre
tion was much less intense. Out of the markers of mast cell activation determined in the 
blood, the measurement of 9a,lip-PGF2 is more sensitive than that of tryptase. In
crease of tryptase concentration in serum was observed only after oral aspirin challenge 
in patients with aspirin-induced asthma, whereupon systemic mast cell activation took 
place. Inhaled (i.e. local) challenges with allergen and adenosine did not cause such an 
effect. Increased release of PGD2 metabolite by mast cells after aspirin challenge is an 
exclusive feature of aspirin-intolerant asthma patients, as such a reaction was not ob
served in asthma patients with good aspirin tolerance, nor indeed in the healthy con
trols. Increased release of 9a,lip-PGF2 into the blood was accompanied by an in
creased release of LTE4 into urine after allergen and aspirin challenges, but not after 
adenosine challenge, although the participation of this eicosanoid in bronchospasm 
provoked by such stimulus cannot be ruled out. Patients with aspirin-induced asthma, 
as opposed to the aspirin-tolerant patients and the healthy controls, are characterized 
not only by a higher release of LTE4 into urine at rest, but also by an increased release 
of 9a,lip-PGF2 and tryptase into the bloodstream, which points to steady mast cell 
activation in this type of asthma.



PIŚMIENNICTWO

1. Metcalfe D.D. Mast cells: a unique and functional diversity. Clin. Exp. Allergy 1998; 28: 
1167-1170.

2. Ehrlich P. Beitrage zur kenntnis der Anilinfarbungen und ihre Verwendung in der mikro- 
skopischen technik. Arch. Mikros. Anat. 1877; 13: 263-267.

3. Boyce J.A. Mast cells: Beyond IgE. J. Allergy Clin. Immunol. 2003; 111: 24—32.
4. Li L., Krilis S.A. Mast-cell growth and differentiation. Allergy 1999; 54: 306-312.
5. Irani A.M., Schwartz L.B. Human mast cell heterogeneity. Allergy Proc. 1994; 15: 303- 

-308.
6. Stevens R.L., Yang Y., Li L. RasGRPA is a lineage-restricted, guanine nucleotide ex

change factor/phorbol ester receptor that control mast cell development. Clin. Exp. Al
lergy Rev. 2004; 4: 102-110.

7. Machado D.C., Horton D., Harrop R., Peachell P.T., Helm B.A. Potential allergens 
stimulate the release of mediators of the allergic response from cells of mast cell lineage 
in the absence of sensitization with antigen-specific IgE. Eur. J. Immunol. 1996; 26: 2972- 
-2980.

8. O’Donnell M.C., Ackerman S.J., Gleich G.J., Thomas L.L. Activation of basophil and 
mast cell histamine release by eosinophil granule major basic protein. J. Exp. Med. 1983; 
157: 1981-1991.

9. Heaney L.G., Cross L.M.J., Standford C.F., Ennis M. Substance P induces histamine re
lease from human pulmonary mast cells. Clin. Exp. Allergy 1995; 25: 179-186.

10. Anderson S.D., Kippelen P. Exercise-induced bronchoconstriction: pathogenesis. Curr. 
Allergy Asthma Rep. 2005; 5: 116-122.

11. Schwartz L.B., Younginger J.W., Miller J., Bokhari R., Dull D. Time course of appea
rance and disappearance of human mast cell tryptase in the circulation after anaphylaxis. 
J. Clin. Invest. 1989; 83: 1551-1555.

12. White M.V. The role of histamine in allergic disease. J. Allergy Clin. Immunol. 1990; 86: 
599-605.

13. Wood-Baker R., Finnerty J.P., Holgate S.T. Plasma and urinary histamine in allergen- 
-induced early and late asthmatic responses. Eur. Respir. J. 1993; 6: 1138-1144.

14. Vanderslice P., Ballinger S.M., Tam E.K., Goldstein S.M., Craik C.S., Caughey G.H. Hu
man mast cell tryptase: multiple cDNAs and genes reveal a multigene serine protease 
family. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1990; 87: 3811-3815.

15. Schwartz L.B., Bradford T.R. Regulation of tryptase from human lung mast cells by hepa
rin. Stabilization of the active tetramer. J. Biol. Chem. 1986; 261: 7372-7379.

16. Castells M.C., Irani A.M., Schwartz L.B. Evaluation of human peripheral leukocytes for 
mast cell tryptase. J. Immunol. 1987; 138: 2184-2189.



84

17. Schwartz L.B., Metcalfe D.D., Miller J.S., Earl H., Sullivan T. Tryptase levels as an indi
cator of mast cell activation in systemic anaphylaxis and mastocytosis. N. Engl. J. Med. 
1987; 316: 1622-1626.

18. Reed C.E., Kita H. The role of protease activation of inflammation in allergic respiratory 
diseases. J. Allergy Clin. Immunol. 2004; 114: 997-1008.

19. Berger P., Perng D.W., Thabrew H., Comton S.J., Cairns J.A., McEuen A.R., Marthan R., 
Tunon De Lara J.M., Walls A.F. Tryptase and agonists of PAR-2 induce the proliferation 
of human airway smooth muscle cells. J. Appl. Physiol. 2001; 91: 1372-1379.

20. Johnson P.R., Ammit A.J., Carlin S.M., Armour C.L., Caughey G.H., Black J.L. Mast cell 
tryptase potentiates histamine-reduced contraction in human sensitized bronchus. Eur. 
Respir. J. 1997; 10: 38^13.

21. James A.L., Pared P.D., Hogg J.C. The mechanics of airway narrowing in asthma. Am. 
Rev. Respir. Dis. 1989; 139: 242-246.

22. Djukanovic R. Asthma: a disease of inflammation and repair. J. Allergy Clin. Immuno). 
2000; 105: S522-526.

23. Salvi S.S., Krishna M.T., Sampson A.P., Holgate S.T. The anti-inflammatory effects of 
leukotriene-modifying drugs and their use in asthma. Chest 2001; 119: 1533-1546.

24. Maltby N.H., Taylor G.W., Ritter J.M., Moore K., Fuller R.W., Dollery C.T. Leukotriene 
C4 elimination and metabolism in man. J. Allergy Clin. Immunol. 1990; 85: 3-9.

25. Kumlin M. Measurements of leukotrienes in the urine: strategies and applications. Al
lergy 1997; 52: 124-135.

26. Dahlen S.-E., Hedqvist P., Hammerstrom S., Samuelsson B. Leukotrienes are potent con
strictors of human bronchi. Nature 1981; 268: 484—486.

27. Barnes N.C., Piper P.J., Castello J.F. Comparative effects of inhaled leukotriene C4, leu
kotriene D4, and histamine in normal human subjects. Thorax 1984; 39: 500-504.

28. Davidson A.B., Lee T.H., Scamon P.D., Solway J., McFadden E.R., Ingram R.H., Corey 
E.J., Austen K.F., Drazen J.M. Bronchoconstrictor effects of leukotriene E4 in normal and 
asthmatic subjects. Am. Rev. Respir. Dis. 1987; 135: 333-337.

29. Griffin M., Weiss J.W. Leitch A.G., McFadden E.R. Jr, Corey E.J., Austen K.F., Drazen 
J.M. Effects of leukotriene D4 on the airways in asthma. N. Engl. J. Med. 1983; 308: 436- 
^139.

30. Peters S.P. Leukotriene receptor antagonists in asthma therapy. J. Allergy Clin. Immunol. 
2003; 111: S62-70.

31. Arm J.P., Spur B.W., Lee T.H. The effects of inhaled leukotriene E4 on the airway respon
siveness to histamine in subjects with asthma and normal subjects. J. Allergy Clin. Immu
nol. 1988; 82: 654-660.

32. Joris I., Majno G., Corey E.J., Lewis R.A. The mechanism of vascular leakage induced by 
leukotriene E4. Am. J. Pathol. 1987; 126: 19-24.

33. Holgate S.T., Peters-Golden M., Panettieri R.A., Henderson W.R. Roles of cysteinyl leu
kotrienes in airway inflammation, smooth muscle function and remodeling. J. Allergy 
Clin. Immunol. 2003; 111: S18-36.

34. Bochenek G., Nagraba K., Gielicz A., Szczeklik A. Prostaglandyna D2: biosynteza, wła
ściwości biologiczne i udział iv astmie oskrzelowej. Pol. Arch. Med. Wewn. 2001; 1: 601 — 
-609.

35. Awad J.A., Morrow J.D., Roberts J. Detection of the major urinary metabolite prosta
glandin D2 in the circulation. Demonstration of elevated levels in patients with disorders 
of systemic mast cell activation. J. Allergy Clin. Immunol. 1994; 93: 817-824.

36. Liston T.E., Roberts L.J. Metabolic fate of radiolabelled prostaglandin D2 in a normal 
human male volunteer. J. Biol. Chem. 1985; 260: 13172-13180.

37. Bingham C.O., Austen F. Mast cell responses in the development of asthma. J. Allergy 
Clin. Immunol. 2000; 105: S527-534.



85

38. Oelz O., Oelz R., Knapp H.R., Sweetman B.J., Oates J.A. Biosynthesis of prostaglandin 
D2. Formation of prostaglandin D2 by human platelets. Prostaglandins 1977; 13: 225-233.

39. MacDermot J., Kesley C.R., Wadell K.A., Richmond R., Knight R.K., Cole P.J., Dollery 
C.T., Landon D.N., Blair I. A. Synthesis of leukotriene B_, and prostanoids by human al
veolar macrophages: analysis by gas chromatography/mass spectrometry. Prostaglandins 
1984; 27: 163-179.

40. Tanaka K., Ogawa K., Sugamura K., Nakamura M., Takano S., Nagata K. Cutting edge: 
differential production of prostaglandin D2 by human helper T cel! subsets. J. Immunol. 
2000; 164:2277-2280.

41. Parson W.G. 11, Roberts L.J. II. Transformation of prostaglandin D2 to isomeric prosta
glandin F2 compounds by human eosinophils. A potential mast cell - eosinophil interac
tion. J. Immunol. 1988; 130: 214-220.

42. Hattori Y., Levi R. Effect of PGD2 on cardiac contracility: a negative inotropism secon
dary to coronary vasoconstriction conceals a primary positive inotropic action. J. Phar
macol. Exp. Ther. 1989; 237: 719-724.

43. Hardy C.C., Robinson C., Tattersfield A.E., Holgate S.T. The bronchoconstrictor effect of 
inhaled prostaglandin D2 in normal and asthmatic men. N. Engl. J. Med. 1984; 311: 209- 
-213.

44. Soter N.A., Lewis R.A., Corey E.J., Austen K.F. Local effects of synthetic leukotrienes 
(LTC4, LTD4, LTE4 andLTB4) in human skin. J. Invest. Dermatol. 1983; 80: 115-119.

45. Fuller R.W., Dixon C.M.S., Dollery C.T., Barnes PJ. Prostaglandin D2 potentiates airway 
responsiveness to histamine and methacholine. Am. Rev. Respir. Dis. 1986; 133: 252- 
-254.

46. Beasley C.R.W., Robinson C., Featherstone R.L., Varley J.G., Hardy C.C., Church M.K., 
Holgate S.T. 9a,l 1 ft-prostaglandin F2, a novel metabolite of prostaglandin D2 is a potent 
contractile agonist of human and guinea pig airways. J. Clin. Invest. 1987; 79: 978-983.

47. Gervais F.G., Cruz R.P.G., Chateaunef A., Gale S., Sawyer N., Nantel F., Metters K.M., 
O’Neill G.P. Selective modulation of chemokinesis, degranulation, and apoptosis in eo
sinophils through the PGD2 receptors CRHT2 and DP. J. Allergy Clin. Immunol. 2001; 
108: 982-988.

48. Johnston S.L., Bardin P.G., Harrison J., Ritter W., Joubert J.R., Holgate S.T. The effect of 
an oral thromboxane TP receptor antagonist BAYu 3405 on prostaglandin D2- and hista
mine-induced bronchoconstriction in asthma, and relationship to plasma drug concentra
tion. Br. J. Pharmacol. 1988; 93: 751-758.

49. Matsouka T., Hi rata M., Tanaka H., Takahashi Y., Murata T., Kabashima K., Sugimoto 
Y., Kobayashi T., Ushikubi F., Aze Y., Eguchi N., Urade Y., Yoshida N., Kimura K., 
Mizoguchi A., Honda Y., Nagai H., Narumiya S. Prostaglandin D2 as a mediator of aller
gic asthma. Science 2000; 287: 2013-2017.

50. Hirai H., Tanaka K., Yoshide O., Ogawa K., Kenmotsu K., Takamori Y., Ichimasa M., 
Sugamura K., Nakamura M., Takano S., Nagata K. Prostaglandin D2 selectively induces 
chemotaxis in T helper type 2 cells, eosinophils, and basophils via seven-transmembrane 
receptor CRTH2. J. Exp. Med. 2001; 193: 255-263.

51. Arimura A., Yasui K., Kishino J., Asanuma F., Haesgawa H., Kakudo S., Ohtani M., Arita 
H. Prevention of allergic inflammation by a novel prostaglandin receptor antagonist, 
S-5751. J. Pharmacol. Exp. Ther. 2001; 298: 411 -419.

52. Murray J.J., Tonnel A.B., Brash A.L., Roberts L.J., Gosset P., Workman R., Capron A., 
Oates J.A. Release of prostaglandin D2 into human airways during acute antigen chal
lenge. N. Engl. J. Med. 1986; 315: 800-804.

53. O’Sullivan S., Roquet A., Dahlen B., Dahlen S.-E., Kumlin M. Urinary excretion of in
flammatory mediators during allergen-induced early and late phase asthmatic reactions. 
Clin. Exp. Allergy 1998; 28: 1332-1339.



86

54. Sladek K., Shelter J.R., Fiztgerald G.A., Morrow J.D., Roberts L.J. Formation of PGD2 
after allergen inhalation in atopic asthmatics. Adv. Prostagl. Thromb. Leukotr. Res. 
1990; 21: 434-436.

55. O’Sullivan S., Dahlen B., Dahlen S.-E., Kumlin M. Increased urinary excretion of the 
prostaglandin D2 metabolite 9af Ift-prostaglandin F2 after aspirin challenge supports 
mast cell activation in aspirin-induced airway obstruction. J. Allergy Clin. Immunol. 
1996; 98: 421-432.

56. Nagakura T., Obata T., Shichijo K., Matsuda S., Sigimoto H., Yamashita K., Masaki T., 
Maekawa K. GC/MS analysis of urinary excretion of9a./l/3-PGF2 in acute and exercise- 
-induced asthma in children. Clin. Exp. Allergy 1998; 28: 181-186.

57. Obata T., Nagakura T., Kammuri M., Masaki T., Maekawa K., Yamashita K. Determina
tion of 9 a, 11 (3-prostaglandin F2 in human urine and plasma by gas chromatography-mass 
spectrometry. J. Chromatogr. B. 1994; 655: 173-178.

58. Hart P.H. Regulation of the inflammatory response in asthma by mast cell products. Im
munol. Cell Biol. 2001; 79: 149-153.

59. Brightling C.E., Bradding P., Pavord D., Wardlaw A.J. New insight into the role of the 
mast cell in asthma. Clin. Exp. Allergy 2003; 33: 550-556.

60. Kay A.B. Pathology of mild, severe, and fatal asthma. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 
1996; 154: S66-S69.

61. Forsythe P., Ennis M. Pharmacological regulation of mediator release. Clin. Exp. Allergy 
1998; 28: 1171-1172.

62. Broide D.H., Gleich G.J., Cuomo A.J., Coburn D.A., Federman E.C., Schwartz L.B., Was
serman S.J. Evidence of ongoing mast cell and eosinophil degranulation in symptomatic 
asthma airway. J. Allergy Clin. Immunol. 1991; 88: 637-648.

63. Brightling C.E., Bradding P., Symon F., Holgate S., Wardlaw A., Pavord 1. Mast-cell in
filtration of airway smooth muscle in asthma. N. Engl. J. Med. 2002; 346: 1699-1705.

64. Kassel O., Schmidlin F., Duvemell C., Gasser B., Massard G., Frossard N. Human bron
chial smooth muscle cells in culture produce stem cell factor. Eur. Respir. J. 1999; 13: 
951-954.

65. Carroll N.G., Mutavdzic S., James A.L. Increased mast cells and neutrophils in submu
cosal mucous glands and mucus plugging in patients with asthma. Thorax 2002; 57: 677- 
-682.

66. Van Schoor J., Pauwels R., Joos G. Indirect bronchial hyper-responsiveness: the coming 
of age of a specific group of bronchial challenges. Clin. Exp. Allergy 2005; 35: 250-261.

67. Laprise C., Laviolette M., Boutet M., Boulet L.P. Asymptomatic airway hyperresponsive
ness: relationships with airway inflammation and remodeling. Eur. Respir. J. 1999; 14: 
63-73.

68. Van Schoor J., Joos G.F., Pauwels R.A. Indirect bronchial hyperresponsiveness in 
asthma: mechanisms, pharmacology and implications for clinical research. Eur. Respir. J. 
2000; 16: 514-533.

69. de Meer G., Marks G.B., Postma D.S. Direct or indirect stimuli for bronchial challenge 
testing: what is the relevance for asthma epidemiology? Clin. Exp. Allergy 2004; 34: 
9-16.

70. Sterk P.J., Fabbri L.M., Quanjer Ph.H., Cockcroft D.W., O’Byrne P.M., Anderson S.D., 
Juniper E.F., Malo J.L. Airway responsiveness. Standardized challenge testing with phar
macological, physical and sensitizing stimuli in adults. Eur. Respir. J. 1993; 6 (suppl. 16): 
53-83.

71. Lotvall I., Inman M., O’Byrne P. Measurement of airway hyperresponsiveness: new con
siderations. Thorax 1998; 53: 419^424.



87

72. Burney P.G., Britton J.R., Chinn S., Tattersfield A.E., Papacosta A.O., Keelson M.C., An
derson F., Corfield D.R. Descriptive epidemiology of bronchial reactivity in an adult 
population: results from a community study. Thorax 1987; 42: 38—44.

73. Britton J., Pavord I., Richards K., Knox A., Wisniewski A., Wahedna I., Kinnear W., Tat
tersfield A., Weiss S. Factors influencing the occurence of airway hyperreactivity in ge
neral population: the importance of atopy and airway caliber. Eur. Respir. J 1994; 7: 
881-887.

74. Booij-Noord H., Orie N.G.M., DeVries K. Immediate and late bronchial obstructive reac
tions to inhalation of house dust and protective effects of disodium cromoglycate and 
prednisone. J. Allergy Clin. Immunol. 1971: 48: 344—353.

75. Wood-Baker R., Finnerty J.P., Holgate S.T. Plasma and urinary histamine in allergen- 
-induced early and late phase asthmatic response. Eur. Respir. J. 1993; 6: 1138-1144.

76. Casale T.B., Wood D., Richerson H.B., Zehr B., Zavala D., Hunninghake G.W. Direct 
evidence of a role for mast cells in the pathogenesis of antigen-induced bronchoconstric
tion. J. Clin. Invest. 1987; 80: 1507-1511.

77. Wenzel S.E., Larsen G.L., Johnston K., Voelkel N.F., Wescott J.Y. Elevated levels of leu
kotriene C.i in bronchoalveolar lavage fluid from atopic asthmatics after endobronchial 
allergen challenge. Am. Rev. Respir. Dis. 1990; 142: 112-119.

78. Taylor I.K., O’Shaughnessy K.M., Fuller R.W., Dollery C.T. Effect of cysteinyl- 
-leukotriene receptor antagonist ICI 204.219 on allergen-induced bronchoconstriction 
and airway hyperreactivity in atopic subjects. Lancet 1991 ; 337: 690-694.

79. Diamant Z., Timmers M.C., van der Veen H., Friedman B.S., De Smet M., Depre M., Hil
liard D., Bel E.H., Sterk PJ. The effect of MK-0591, a novel 5-lipoxygenase activating 
protein inhibitor, on leukotriene biosynthesis and allergen induced airway responses in 
asthmatic subjects. J. Allergy Clin. Immunol. 1995; 95: 42-51.

80. Wooley K.L., Adelroth E., Wooley M.J., Ellis R., Jordana M., O’Byrne P.M. Effects of 
allergen challenge on eosinophils, eosinophil cationic protein, and granulocyte
macrophage colony stimulating factor in mild asthma. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 
1995; 151: 1915-1924.

81. Montefort S., Grazion C., Goulding D., Polosa R., Huskard D.O., Howarth P.H., Holgate 
S.T., Carrol M.P. Bronchial biopsy evidence for leukocyte infiltration and upregulation of 
leukocyte endothelial adhesion molecules 6 hours after local allergen challenge of sensi
tized asthmatic airway. J. Clin. Invest. 1994; 93: 1411-1421.

82. Walker C., Kaegi M.K., Braun P., Blaser K. Activated T cells and eosinophilia in bron
choalveolar lavages from subjects with asthma correlated with disease severity. J. Allergy 
Clin. Immunol. 1991; 88: 935-942.

83. Nizankowska E., Duplaga M., Bochenek G., Szczeklik A. Clinical course of aspirin- 
-induced astma. Results of A1ANE. W: Eicosanoids, aspirin, and asthma, red. Szczeklik
A.,  Gryglewski R.J., Vane J.R., Marcel Dekker, Inc., New York, Basel, Hong Kong 1998; 
451-472.

84. Nizankowska E., Bestynska-Krypel A., Cmiel A., Szczeklik A. Oral and bronchial provo
cation tests with aspirin for diagnosis of aspirin-induced asthma. Eur. Respir. J. 2000; 15: 
863-869.

85. Szczeklik A., Gryglewski R.J., Czemiawska-Mysik G. Relationship of inhibition of pros
taglandin biosynthesis by analgesics to asthma attacks in aspirin-sensitive patients. Br. 
Med. J. 1975; 1:67-69.

86. Szczeklik A. The cyclooxygenase theory of aspirin-induced asthma. Eur. Respir. J. 1990; 
63: 588-593.

87. Szczeklik A., Sanak M. The role of COX-1 and COX-2 in asthma pathogenesis and its 
significance in the use of selective inhibitors. Clin. Exp. Allergy 2002; 32: 339-342.



88

88. Szczeklik A., Nizankowska E., Bochenek G., Nagraba K., Mejza F., Swierczynska M. 
Safety of specific COX-2 inhibitor in aspirin-induced asthma. Clin. Exp. Allergy 2001; 31: 
219-225.

89. Gylfors P., Bochenek G., Overholt J., Drupka D., Kumlin M., Sheller J., Nizankowska E., 
Isakson P.C., Mejza F., Lefkowith J.B., Dahlen S.-E., Szczeklik A., Murray J.J., Dahlön B. 
Biochemical and clinical evidence that aspirin-intolerant asthmatic subjects tolerate the 
cyclooxygenase 2-selective analgetic drug celecoxib. J. Allergy Clin. Immunol. 2003; 111: 
1116-1121.

90. Smith C.M., Hawksworth R.J., Thien F.C., Christie P.E., Lee T.H. Urinary leukotriene E4 
in bronchial asthma. Eur. Respir. J 1992; 5: 693-699.

91. Oosaki R., Mizushima Y., Mita H., Shida T., Akiyama K., Kobayashi M. Urinary leu
kotriene E4 and 11-dehydro-thromboxane B2 in patients with aspirin-sensitive asthma. 
Allergy 1997; 52: 470-473.

92. Christie P.E., Tagari P., Ford-Hutchinson A.W., Black C., Markendorf A., Schmitz- 
Schumann M., Lee T.H. Urinary leukotriene E4 concentrations increase after aspirin 
challenge in aspirin-sensitive asthmatic subjects. Am. Rev. Respir. Dis. 1991; 143: 1025- 
-1029.

93. Sladek K., Szczeklik A. Cysteinyl leukotrienes overproduction and mast cell activation in 
aspirin-provoked bronchospasm in asthma. Eur. Respir. J. 1993; 6: 391-399.

94. Cowburn A.S., Sladek K., Soja J., Adamek L., Nizankowska E., Szczeklik A., Lam B.K., 
Penrose J., Austen K.F., Holgate S.T., Sampson A.P. Over-expression of leukotriene C4 
synthase in bronchial biopsies from patients with aspirin-intolerant asthma. J. Clin. In
vest. 1998; 101: 834-846.

95. Szczeklik A., Stevenson D. Aspirin-induced asthma: Advances in pathogenesis, diagnosis, 
and management. J. Allergy Clin. Immunol. 2003; 111: 913-921.

96. Sanak M., Simon H.U., Szczeklik A. Leukotriene C4 synthase promotor polymorphism 
and risk of aspirin-induced asthma. Lancet 1997; 350: 1599-1600.

97. Sanak M., Pierzchalska M., Bazan-Socha S., Szczeklik A. Enhanced expression of the 
leukotriene C4 synthase due to overactive transcription of an allelic variant associated 
with aspirin-intolerant asthma. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 2000; 23: 290-296.

98. Mita H., Endoh S., Kudoh M., Kawagishi Y., Kobayashi M., Tanigushi M., Akiyama K. 
Possible involvement of mast-cell activation in aspirin provocation of aspirin-induced 
asthma. Allergy 2001; 56: 1061-1067.

99. Szczeklik A., Sladek K., Dworski R., Nizankowska E., Soja J., Sheller J., Oates J. Bron
chial aspirin challenge causes specific eicosanoid response in aspirin-sensitive asthmatics. 
Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1996; 154: 1608-1614.

100. Szczeklik A. Aspirin-induced asthma as a viral disease. Clin. Allergy 1988; 18:15-20.
101. Livingston M., Heaney L.G., Ennis M. Adenosine, inflammation and asthma - a review. 

Inflamm. Res. 2004; 53: 171-178.
102. Polosa R. Adenosine-receptor subtypes: their relevance to adenosine-mediated responses 

in asthma and chronic obstructive pulmonary disease. Eur. Respir. J. 2002; 20: 488—496.
103. Ryzhov S., Goldstein A.E., Metafonow A., Zeng D., Biaggoni [., Foektistov I. Adenosine- 

-activated mast cells induce IgE synthesis by B lymphocytes: an A2fi-medialed process in
volving Th2 cytokines IL-4 and IL-13 with implications for asthma. J. Immunol. 2004; 
172: 7726-7733.

104. Cushley M.J., Tattersfield A.E., Holgate S.T. Inhaled adenosine and guanosine on airway
resistance in normal and asthmatic subjects. Br. J. Clin. Pharmacol. 1983; 15: 161-165.

105. Chan W., Cushley M.J., Holgate S.T. The effect of inhaled adenosine 5'-monophosphate 
(AMP) on airway caliber in normal and asthmatic subjects. Clin. Sei. 1986; 70: 65P-66P.

106. Finney M.J., Karlsson J.A., Persson C.G. Effects of bronchoconstrictors and bronchodi
lators on a novel human small airway preparation. Br. J. Pharmacol. 1985; 85: 29-36.



89

107. Meade C.J., Dumont I., Worrall L. Why do asthmatics subjects respond so strongly to in
haled adenosine? Life Sei. 2001; 69: 1225-1240.

108. Crimi N., Palermo F., Olivieri R., Polosa R., Settinieri I., Mistretta A. Protective effects of 
inhaled ipratropium bromide on bronchoconstriction induced by adenosine and metha- 
choline in asthma. Eur. Respir. J. 1992; 5: 560-565.

109. Zhong H., Belardinelli L., Haa T., Faektistov I., Biaggoni I., Zeng D. A2H adenosine re
ceptors increase cytokine release by bronchial smooth muscle cells. Am. J. Respir. Cell 
Mol. Biol. 2004; 30: 118-125.

110. Joos G.F., O’Connor B., on behalf of the Task Force. ERS Task Force: Indirect airway 
challenges. Eur. Respir. J. 2003; 21: 1050-1068.

111. van Velzen E., van den Bos J.W., Benehujsen J.A.W., van Essel T., de Bruijn R., Aalbers 
R. Effect of allergen avoidance at high altitude on direct and indirect bronchial hyperre
sponsiveness and markers of inflammation in children with allergic asthma. Thorax 1996; 
51: 582-584.

112. Banik A.N., Holgate S.T. Problems and progress in measuring methacholine bronchial 
reactivity. Clin. Exp. Allergy 1998; 28 (suppl. 1): 15-19.

113. Minette P.A., Barnes P.J. Muscarinic receptor subtypes in lung. Am. Rev. Respir. Dis. 
1990; 141: 162-165.

114. Chilvers E.R., Nahorski S.R. Phosphoinositide metabolism in airway smooth muscle. Am. 
Rev. Respir. Dis. 1990; 141: 137-140.

115. Guidelines for methacholine and exercise challenge testing - 1999. The official statement 
of the American Thoracic Society. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 2000; 161: 309-329.

116. Kumlin M., Stensvald F., Larssson L., Dahlen B., Dahlin S.-E. Validation and application 
of a new simple strategy for measurements of urinary leukotriene E4 in humans. Clin. Exp. 
Allergy 1995; 25: 467^79.

117. Asano K., Lilly C.M., O’Donnell W.J., Israel E., Fischer A., Ransil B.J., Drazen J.M. 
Diurnal variation of urinary leukotriene E4 and histamine excretion rates in normal sub
jects and patients with mild to moderate asthma. J. Allergy Clin. Immunol. 1995; 96: 643- 
-651.

118. Severien C., Artlich A., Jonas S., Becher G. Urinary excretion of leukotriene E4 and eo
sinophil protein X in children with atopic asthma. Eur. Respir. J. 2000; 16: 588-592.

119. Bochenek G., Nizankowska E., Gielicz A., Swierczynska M., Szczeklik A. Plasma 
9a, 11ft-PGF2, a PGD2 metabolite, as a sensitive marker of mast cell activation by aller
gen in bronchial asthma. Thorax 2004; 59: 459—464.

120. Klein L.M., Lavker R.M., Matis W.L., Murphy G.F. Degranulation of human mast cells 
induces an endothelial antigen central to leukocyte adhesion. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
1989; 86: 8972-8976.

121. Resnick M.B., Weller P.F. Mechanism of eosinophil recruitment. Am. J. Respir. Cell Mol. 
Biol. 1993; 8: 349-355.

122. Hogaboam C., Kunkel S.L., Stricter R.M., Taub D.D., Lincoln P., Standiford T.J., Lukács 
N.W. Novel role of transmembrane SCF for mast cell activation and eotaxin production in 
mast cell-fibroblast interactions. J. Immunol. 1998; 160: 6166—6171.

123. Shute J.K., Lindley L, Peichl P., Holgate S.T., Church M.K., Djukanovic R. Mucosal IgA 
is an important moderator of eosinophil responses to tissue-derived chamoattractants. Int. 
Arch. Allergy Immunol. 1995; 107: 340-341.

124. Rothenberg M.F., Zimmermann N., Mishra A., Brandt E., Birkenberger L.A., Hogan S.P., 
Foster P.S. Chemokines and chemokine receptors: Their role in allergic airway disease. 
J. Clin. Immunol. 1999; 19: 250-265.



90

125. O’Sullivan S., Mueller M.J., Dahlen S.-E., Kumlin M. Analyses of prostaglandin D2 me
tabolites in urine: comparison between enzyme immunoassay and negative ion chemical 
ionisation gas chromatography-mass spectrometry. Prostagl. Other Lipid Mediat. 1999; 
57: 149-165.

126. Tsikas D. Application of gas chromatography-mass spectrometry and gas chromatogra
phy-tandem mass spectrometry to assess in vivo synthesis of prostaglandins, thromboxane, 
leukotrienes, isoprostanes and related compounds in humans. J. Chomatogr. B. 1998; 717: 
2001-245.

127. M?drala W., Malolepszy J., Wolanczyk-M^drala A., Wrzyszcz M., Liebhart E., Kraus- 
-Filarska M., Dobek R. Is mast cell activation during asthmatic reaction reflected in cir
culation? J. Invest. Allergol. Clin. Immunol. 1995; 5: 343-346.

128. Ludolph-Hauser D., Rueff F., Fries C., Schopf P., Przybilla B. Constitutively raised serum 
concentrations of mast-cell tryptase and severe anaphylactic reactions to Hymenoptera 
stings. Lancet 2001; 357: 361-362.

129. Wenzel S.E., Fowler III A.A., Schwartz L.B. Activation of pulmonary mast cells by bron
chial allergen challenge. Am. Rev. Respir. Dis. 1988; 137: 1002-1008.

130. Wang D., Smitz J.( Waterschaat S., Clement P. An approach to understanding of the nasal 
early-phase reaction induced by nasal allergen challenge. Allergy 1997; 52: 162-167.

131. Taylor G.W., Taylor I., Black P„ Maltby N.H., Turner N„ Fuller R.W., Dollery C.T. Uri
nary leukotriene E4 after antigen challenge and in acute asthma and allergic rhinitis. Lan
cet 1989; 1: 584-587.

132. Smith C.M., Christie P., Hawksworth R.J., Hien F., Lee T.H. Urinary leukotriene E4 after 
allergen and exercise challenge in bronchial asthma. Am. Rev. Respir. Dis. 1991; 144: 
1411-1413.

133. Sladek K., Dworski K., Fitzgerald G.A., Buitkus K.L., Block F.J., Marney S.R., Sheller 
J.R. Allergen-stimulated release of thromboxane A2 and leukotriene E4 in humans. Am. 
Rev. Respir. Dis. 1990; 141: 1441-1445.

134. Kumlin M., Dahlen B., Bjorck T., Zetterstrom O., Granstrom E., Dahlen S.-E. Urinary ex
cretion of leukotriene E4 and 11-dehydro thromboxane B2 in response to bronchial provo
cations with allergen, aspirin, leukotriene D4 and histamine in asthmatics. Am. Rev. Res
pir. Dis. 1992; 146: 96-103.

135. Bochenek G., Nagraba K., Nizankowska E., Szczeklik A. A controlled study of 9a, 11ft- 
-PGF2 (a prostaglandin D2 metabolite) in plasma and urine of patients with bronchial 
astma and healthy controls after aspirin challenge. J. Allergy Clin. Immunol. 2003; 111: 
743-749.

136. Sampson A.P., Cowburn A.S., Stadek K., Adamek L., Nizankowska E., Szczeklik A., Lam
B.K.,  Penrose J.F., Austen K.F., Holgate S.T. Profound overexpression of leukotriene E4 
synthase in aspirin-intolerant asthmatic bronchial biopsies. Int. Arch. Allergy Immunol. 
1997; 113:355-357.

137. Smith S.J., Piliponsky A.M., Hartman M.L., Levi-Schaffer F. Stem cell factor: a possible 
paradigm between mast cells, eosinophils, and fibroblasts. ACI Int. 2002; 14: 52-59.

138. Sladek K., Dworski R., Soja J., Sheller J.R., Nizankowska E., Oates J.A. Eicosanoids in 
bronchoalveolar lavage fluid of aspirin-intolerant patients with asthma after aspirin 
challenge. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1994; 149: 940-946.

139. Szczeklik A., Dworski R. Mastalerz L., Prokop A., Sheller J., Nizankowska E., Cmiel A., 
Oates J.A.. Salmeterol prevents aspirin-induced attacks of astma and interferes with eico
sanoid metabolism. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1998; 158: 1168-1172.

140. Sousa A.R., Pfister R., Christie P.E., Lane S.J., Nasser S.M., Schmitz-Schumann M., Lee 
T.H. Enhanced expression of cyclo-oxygenase isoenzyme 2 (PGHS-2) in asthmatic air
ways and its cellular distribution in aspirin-sensitive asthma. Thorax 1997; 52: 940-945.



91

141. Roberts L.J. II, Sweeteman B.J., Lewis R.A., Austen K.F., Oates J.A. Incresedproduction 
of prostaglandin D2 in patients with systemic mastocytosis. N. Engl. J. Med. 1980; 180: 
1400-1404.

142. Mastalerz L., Setkowicz M., Sanak M., Szczeklik A. Hypersensitivity to aspirin: Common 
eicosanoid alterations in urticaria and asthma. J. Allergy Clin. Immunol. 2004; 113: 
1771-1775.

143. Bosso J.V., Schwartz L.B., Stevenson D.D. Tryptase and histamine release during aspi
rin-induced respiratory reactions. J. Allergy Clin. Immunol. 1991; 88: 830-837.

144. Swierczynska M., Nizankowska-Mogilnicka E., Zarychta J., Gielicz A., Szczeklik A. Na
sal versus bronchial and nasal response to oral aspirin challenge: Clinical and biochemi
cal differences between patients with aspirin-induced asthma/rhinitis. J. Allergy Clin. 
Immunol. 2003; 112: 995-1001.

145. Vane J.R., Botting R.M. The mechanism of action of aspirin. W: Aspirin and other sa
licylates, red. Vane J.R., Botting R.M., Chapman and Hall, Londyn 1991: 35-62.

146. Knapp H.R., Sladek K., Fitzgerald G.A. Increased excretion of leukotriene E3 during aspi
rin-induced asthma. J. Lab. Clin. Med. 1992; 119: 48-51.

147. Christie P.E., Tagari A., Ford-Hutchinson W., Black C., Markendorf A., Schmitz- 
-Schumann M., Lee T.H. Urinary leukotriene E3 after lysine-aspirin inhalation in asth
matic subjects. Am. Rev. Respir. Dis. 1002; 146: 1531-1534.

148. Cushley M.J., Holgate S.T. Adenosine-induced bronchoconslriclion in asthma: Role of 
mast cell-mediator release. J. Allergy Clin. Immunol. 1985; 75: 272-278.

149. Polosa R., Ng W.H., Crimi N., Vancheri C., Holgate S.T., Church M.K., Misretta A. Re
lease of mast cell derived mediators after endobronchial adenosine challenge in asthma. 
Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1995; 151: 624-629.

150. Zhong H., Belardinelli L., Maa T., Foektistov I., Biaggoni I., Zeng D. A2H adenosine re
ceptors increase cytokine release by bronchial smooth muscle cells. Am. J. Respir. Cell 
Mol. Biol. 2004; 30: 1 18-125.

151. Zhong H., Belardinelli L., Maa T., Zeng D. Synergy between A2H adenosine receptors and 
hypoxia in activating human lung fibroblasts. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. 2005; 32: 2-8.

152. Zhong H., Shylkov S.G., Molina J.G., Sanborn B.M., Jacobson M.A., Tilley S.L., Black
burn M.R. Activation of murine lung mast cells by the adenosine receptor. J. Immunol. 
2003; 171: 338-345.

153. Young H.W., Molina J.G., Dimina D., Zhong H., Jacobson M., Chan L.N., Chan T.S., Lee 
J.J., Blackbum M.R. A3 adenosine receptor signaling contributes to airway inflammation 
and mucus production in adenosine deaminase-deficient mice. J. Immunol. 2004; 173: 
1380-1389.

154. Walker B.A.M., Jacobson M.A., Knight D.A., Salvatore Ch.A., Wier T., Zhou D., Bai 
T.R. Adenosine A3 receptor expression and function in eosinophils. Am. J. Respir. Cell 
Mol. Biol. 1997; 16: 531-537.

155. Tilley S.L., Boucher R.C. /1/ antagonism in asthma: better than coffee? J. Clin. Invest. 
2005; 115: 13-16.

156. Sun Ch.-X., Young H.W., Molina J.G., Volmer J.B., Schnermann J., Blackburn M.R. 
A protective role for the A, adenosine-dependent pulmonary injury. J. Clin. Invest. 2005; 
115:35^3.

157. Bjorck T., Gustafsson L.E., Dahlen S.-E. Isolated bronchi from asthmatics are hyperre- 
sponsive to adenosine, which apparently acts indirectly by liberation of leukotrienes and 
histamine. Am. Rev. Respir. Dis. 1992; 145: 1087-1091.

158. Van Schoor J., Joos G.F., Kips J.C., Drajesk J.F., Carpentier P.J., Pauwels R.A. The effect 
of ABT-761, a novel 5-lipoxygenase inhibitor on exercise- and adenosine-induced bron
choconstriction in asthmatic subjects. Am. J. Respir. Crit. Care Med. 1997; 155: 875-880.



92

159. Rorke S., Jennison S., Jeffs J. A., Sampson A.P., Arshad H., Holgate S.T. Role of cysteinyl 
leukotrienes in adenosine 5 ’-monophosphate induced bronchoconstriction in asthma. Tho
rax 2002; 57: 323-327.

160. Van de Berge M., Kerstjens H.A.M., de Reus D.M., Koeter G.H., Kauffaman H.F., Post
ma D.S. Provocation with adenosine 5 ’-monophosphate, but not methacholine, induces 
sputum eosinophilia. Clin. Exp. Allergy 2004; 34: 71-76.

161. Bucchioni E., Csoma Z., Allegra L., Chung K.F., Barnes P.J., Kharitonov S.A. Adenosine 
5 '-monophosphate increases levels of leukotrienes in breath condensate in asthma. Respir. 
Med. 2004; 98:651-655.

162. Phillips G.D., Ng W.H., Church M.K., Holgate S.T. The response of plasma histamine Io 
bronchoprovocalion with methacholine, adenosine 5 '-monophosphate, and allergen in 
atopic nonasthmatic subjects. Am. Rev. Respir. Dis. 1990; 141: 9-13.

163. Miadonna A., Tedeschi A., Leggieri E., Brasca C., Folco G.C., Sala A., Froldi M., Zanussi
C. Mediators and allergic inflammation of human airways. Respiration 1988; 54 (suppl. 
1): 78-83.






	AKTYWACJA MASTOCYTÓW W RÓŻNYCH

	MODELACH KLINICZNYCH NAPADU ASTMY OSKRZELOWEJ

	SPIS TREŚCI

	1.	WSTĘP

	1.1.	Mastocyty - ich pochodzenie i aktywacja

	1.2.	Mediatory mastocytów

	1.3.	Rola mastocytów w astmie oskrzelowej

	1.4.	Testy prowokacyjne nadreaktywności oskrzeli w diagnostyce astmy oskrzelowej

	1.5.	Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego alergenem

	1.6.	Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego aspiryną

	1.7.	Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego adenozyną

	1.8.	Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego metacholiną

	2.	ZAŁOŻENIA ICELE PRACY

	3.	ETAPY BADAŃ

	4.	MATERIAŁ I METODY


	4.1.	Badani w poszczególnych etapach badań

	4.2.	Metody przeprowadzania testów prowokacyjnych

	4.3.	Metody laboratoryjne

	4.4.	Testy skórne

	4.5.	Skala punktowa objawów po prowokacji doustnej aspiryną u chorych na astmę aspirynową

	4.6.	Analiza statystyczna

	5. WYNIKI BADAŃ


	5.1.	Prowokacja wziewna alergenem (etap 1)

	5.2.	Prowokacja doustna aspiryną (etap 2)

	5.2.2.	Chorzy na astmę dobrze tolerujący aspirynę

	5.3.	Prowokacja wziewna adenozyną i metacholiną (etap 3 i 4)

	6. DYSKUSJA


	6.1. Markery aktywacji mastocytów przed prowokacją alergenem i po niej

	6.2. Markery aktywacji mastocytów przed prowokacją aspiryną i po niej

	6.3.	Markery aktywacji mastocytów po prowokacji adenozyną i metacholiną

	7.	WNIOSKI

	8.	STRESZCZENIE

	9.	ABSTRACT

	PIŚMIENNICTWO




