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1. WSTEP

1.1. Mastocyty - ich pochodzenie i aktywacja

Ludzkie mastocyty (komorki tuczne) sg heterogenna grupa komorek, ktdre biorg
udziat w procesach tak roznych, jak alergia, zapalenie, odpowiedZ na zakazenia paso-
zytnicze, tworzenie naczyn i przebudowa tkanek (ang. remodeling) [1].

Komorki te, opisane po raz pierwszy przez Paula Ehrlicha w 1877 roku [2], zostaty
przez niego nazwane maztcellen (komorki dobrze odzywione). Uwazal on bowiem, ze
ziamistosci wewnatrzkomarkowe, ktdre barwia si¢ biekitem aniliny na kolor fioletowy,
zawieraja materiat sfagocytowany lub odzywczy. Obecnie wiadomo, ze ta zmiana ko-
loru, czyli metachromazja, jest wynikiem polaczenia barwnika z wystgpujaca w ziarni-
stosciach komoérek heparyna, ktéra ma odczyn silnie kwasny.

Mastocyty sa obecne w luznej tkance tacznej wszystkich narzadow, oprécz mozgu.
Rozmieszczone wzdtuz naczyn krwionosnych i nerwow wystepuja najliczniej w sko-
rze, przewodzie pokarmowym i uktadzie oddechowym.

Komoérki te wywodzg si¢ z wielopotencjalnych komérek progenitorowych szpiku
kostnego CD34+ [3]. W przeciwienstwie do innych krwinek biatych komorki linii
mastocytéw przechodza do krwiobiegu jako formy prekursorowe, niezawierajace ziar-
nistosci, po czym migruja do tkanek, gdzie dopiero ulegaja réznicowaniu i dojrzewaniu
pod wptywem miejscowych czynnikow $rodowiska. Kluczowa rolg odgrywa w tym
przypadku czynnik komorek pnia (stem cell factor — SCF). Jako pierwotny czynnik
wzrostu dla mastocytdw wchodzi w interakcj¢ ze swoim zewnatrzbtonowym recepto-
rem c-kit, obecnym na powierzchni tych komérek, co doprowadza do ostatecznej ich
przemiany w formy dojrzale [4].

Dojrzale mastocyty cechuja sie jednoplatowym jadrem, obecnoscia jednakowego
rozmiaru ziarnistosci w cytoplazmie oraz obecnoscia waskich, wydtuzonych fatdéw
blony cytoplazmatycznej. Ziarnistosci tych komoérek zawierajg znaczna ilo$¢ histami-
ny, heparyny oraz obojgtnych proteaz: tryptazy i chymazy. W przeciwienstwie do form
prekursorowych dojrzale mastocyty maja na swojej powierzchni ekspresj¢ receptora
dla IgE o duzym powinowactwie (FceRlI).

W badaniach immunocytochemicznych wykazano w tkankach obecnosé co naj-
mniej dwoch fenotypdw komorek tucznych, réznigcych si¢ zawartoscia obojetnych
proteaz: fenotyp MCr, ktory zawiera jedynie tryptaze, i fenotyp MCrc, ktory zawiera
tryptazg i chymaze, a ponadto katepsyne G i karboksypeptydaze [4]. Poczatkowo uwa-
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zano, ze pierwszy z tych fenotypéw dominuje w plucach i w blonie sluzowej jelita
cienkiego, drugi zas w skdrze, sercu, blonie maziowej stawow i w blonie podsluzowej
jelita [5]. Obecnie wiadomo, ze oba rodzaje mastocytow s obecne we wszystkich
tkankach, a ich proporcje ulegaja zmianie w réznych chorobach (np. alergia lub proces
widknienia) i zalezy to od lokalnych wptywéw mikrosrodowiska [6].

Aktywacja mastocytu moze zachodzi¢ na drodze IgE-zaleznej i IgE-niezaleznej.
W pierwszym przypadku nastgpuje potaczenie alergenu ze specyficznym przeciwcia-
tem IgE zakotwiczonym za posrednictwem receptora FceRl na powierzchni biony
komoérkowej mastocytu. Na jednej komdrce tucznej znajduje si¢ okoto 300 000 takich
receptorow. Krzyzowe zwiazanie multiwalentnych czasteczek alergenu ze specyficz-
nymi determinantami w czg¢sci Fab czasteczek IgE (tzw. mostkowanie) powoduje agre-
gacj¢ receptorow FceRlI, co z kolei zapoczatkowuje kaskadg wewnatrzkomérkowego
przekazywania sygnalow. Aktywacja kinaz tyrozynowych powoduje aktywacj¢ fosfo-
lipazy C. Enzym ten powoduje hydroliz¢ difosforanu fosfatydylinozytolu do diacylgli-
cerolu i trifosforanu inozytolu. Ten ostatni mobilizuje wewnatrzkomdrkowe zapasy
wapnia, powodujac gwaltowny wzrost stgzenia tego jonu w cytozolu. Z kolei diacylgli-
cerol aktywuje kinaz¢ biatkowa C w obecnosci jonow wapnia. Kinaza biatkowa C
stymuluje fosforylacj¢ szeregu bialek komorkowych, ktore nastepnie uczestniczg wraz
z jonami wapnia w procesie egzocytozy mediatorow zgromadzonych w ziarnistosciach
(preformowanych) oraz wytwarzaniu mediatoréw de novo.

Wykazano réwniez, ze niektére alergeny bgdace proteazami serynowymi, np.
Dermatophagoides pteronyssinus, moga indukowac¢ uwalnianie zawartosci z ziarni-
stosci mastocytow bezposrednio, w mechanizmie IgE-niezaleznym [7]. Ponadto ist-
nieje wiele czynnikow nieimmunologicznych, ktdre sg zdolne aktywowa¢ mastocyty
bez udziatu IgE. Naleza do nich migdzy innymi wielozasadowa czasteczka 48/80,
skladowe dopeiniacza czy niektére leki, np. morfina, kodeina, leki zwiotczajace mig-
$nie, a takze bialka eozynofilow [8]. W tych przypadkach odpowiedni czynnik dziala
na receptor zwiazany z biatkiem G, co doprowadza do aktywacji fosfolipazy i wew-
natrzkomorkowego wzrostu jonéw wapnia. Neuropeptydy, np. substancja P, wazo-
aktywny polipeptyd jelitowy (VIP), neurokinina A, aktywuja mastocyty na drodze
neurogennej [9]. W astmie indukowanej wysitkiem sygnatem do degranulacji masto-
cytow sa zmiany osmolarnosci [10].

1.2. Mediatory mastocytow

1.2.1. Mediatory preformowane

Ziarnistosci wydzielnicze ludzkich mastocytow zawieraja krystaliczne kompleksy
preformowanych mediatoréw, pofaczonych wiazaniami jonowymi z proteoglikanami.
W chwili aktywacji widoczny jest obrzgk ziarnistosci, kompleksy mediatoréw traca
swoj krystaliczny charakter, staja si¢ rozpuszczalne i mediatory sa uwalniane do s$ro-
dowiska na drodze egzocytozy.
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Histamina, prosta dwuamina, powstaje z L-histydyny na drodze dekarboksylacji.
Przemiana ta zachodzi w aparacie Golgiego zaréwno mastocytow, jak i bazofilow. Tak
wigc histamina jest nie tylko markerem aktywacji mastocytow, ale takze bazofilow.
W ziarnistosciach tych komérek jest ona magazynowana w potaczeniu z kompleksem
biatko-proteoglikan, z ktérego bardzo szybko dysocjuje i uwalnia si¢ na zewnatrz.
W reakcjach anafilaktycznych szczytowy poziom tej aminy stwierdzano we krwi juz
po uptywie 5—-10 minut od wystapienia reakcji, po czym nastgpowal gwaltowny spadek
w ciggu 3060 minut [11]. Histamina jest odpowiedzialna za wiele objawdw reakcji
alergicznej, takich jak rozszerzenie naczyn, zwigkszenie ich przepuszczalnosci, skurcz
miesni gladkich oskrzeli, zwigkszenie wytwarzania $luzu [12]. Dziatanie to jest jednak
krétkotrwale, gdyz jest ona szybko metabolizowana po uwolnieniu z komorki. Jej
podwyzszone stezenie w osoczu po aktywacji mastocytow/bazofilow jest krotkotrwate
(ponizej 1 godziny), dlatego fatwiej jest mierzy¢ stezenie jej pochodnej — N'-metylo-
histaminy w moczu [13]. Trzeba jednak pamigtaé, ze obecne w ukladzie moczowym
bakterie moga przeksztalcac histydyne do histaminy i w ten sposdb falszywie zawyzaé
poziom histaminy i jej metabolitow w moczu.

Tryptaza, tetramerowa proteaza serynowa o masie czasteczkowej okolo 130 kDa,
jest glowna proteaza obecng w mastocytach. Jest ona magazynowana w ziarnistosciach
w postaci czynnej. Istnieja co najmniej dwie odmienne formy tryptazy w 90% homolo-
giczne pod wzgledem ilosci aminokwasow, tj. a-tryptaza i B-tryptaza [14]. W reakcjach
alergicznych obserwuje si¢ przewagg [-tryptazy. Aktywne tetrametry tryptazy sa sta-
bilizowane przez jonowe polaczenie z heparyna i wydaje si¢, ze w takich kompleksach
sa one gromadzone i uwalniane z mastocytow [15]. W przeciwienstwie do histaminy
tryptaza jest bardziej specyficznym markerem aktywacji mastocytow, poniewaz jej
zawarto$¢ w bazofilach jest sladowa, czyli 100-1000 razy mniejsza niz w mastocytach
[16]. W wyniku systemowej reakcji anafilaktycznej szczytowy poziom tryptazy
w osoczu osiagany byl w ciagu 1-2 godzin, po czym wracal do wartosci wyjsciowych
w ciagu 2 nastgpnych godzin [11]. Tak wigc kolejna przewaga pomiaréw tryptazy nad
pomiarami histaminy jest dluzszy czas jej pozostawania we krwi. W praktyce glowne
wykorzystanie oznaczania tryptazy sprowadza si¢ do diagnostyki ogdlnoustrojowych
reakcji anafilaktycznych oraz mastocytozy [17] — rzadkiego schorzenia, charakteryzu-
jacego si¢ nadmierna proliferacjq mastocytow i ich gromadzeniem w tkankach.

Rola tryptazy w astmie moze wynika¢ z jej dziatlania poprzez receptor PAR-2
(protease-activated receptor), obecny migdzy innymi na komdrkach nabtonka drog
oddechowych [18]. Proteaza ta moze odgrywaé¢ wazna rol¢ w remodelingu oskrzeli,
poniewaz indukuje proliferacje ludzkich migsni gtadkich oskrzeli [19]. In vitro nasila
ona odpowiedZ skurczowq na histaming izolowanych ludzkich oskrzeli [20]. Ponadto
jest ona czynnikiem stymulujacym wydzielanie gruczotéw sluzowych [21].

Chymaza jest proteaza o masie czasteczkowej 30 kDa i wystgpuje w postaci mo-
nomeru. Jest magazynowana w formie aktywnej w tych samych ziarnistosciach wy-
dzielniczych co tryptaza i przed egzocytoza nie podlega juz zadnym przeksztalceniom.
Podobnie jak tryptaza jest silnym czynnikiem pobudzajacym wydzielanie gruczotow
$luzowych [21]. Ponadto stymuluje fibroblasty do syntezy kolagenu [22].

Dwie inne proteazy, karboksypeptydaza i katepsyna G, sg zwigzane z subpopulacja
ludzkich mastocytow MCrc. Po aktywacji mastocytow sg one wraz z chymazg uwal-
niane w potaczeniu z proteoglikanem.
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Heparyna jest glownym proteoglikanem mastocytdw. Stanowi ona 75% tych
zwiazkow, pozostala zas ilos¢ to mieszanina siarczandw chondroityny. W ziamisto-
$ciach proteoglikany, poprzez swoje kwasne grupy siarczanowe, dostarczaja miejsc
wiazania dla innych preformowanych mediatoréw. Po uwolnieniu, heparyna i stabiej
dzialajacy siarczan chondroityny moga wplywaé na stabilnos¢ lub czynnos¢ innych
mediatoréw, np. tetrameru tryptazy.

1.2.2. Mediatory wytwarzane de novo

Aktywacja komérek tucznych indukuje w krétkim czasie uwalnianie, pod wptywem
fosfolipazy, kwasu arachidonowego pochodzacego z blony komdrkowej. Ulega on
natychmiastowemu utlenieniu przez odpowiednie uktady enzymatyczne do mediatorow
lipidowych, czyli eikozanoidow.

Najwaznieszymi eikozanoidami mastocytéw odgrywajacymi istotna rolg w astmie
oskrzelowej sa leukotrieny cysteinylowe i prostaglandyna D, (PGD,).

1.2.2.1. Leukotrieny cysteinylowe

Mastocyty nie s jedynym zrédiem komérkowym leukotriendw. Sg one réwniez
produkowane przez eozynofile, monocyty, makrofagi, bazofile, a w mniejszych ilo-
$ciach przez komorki srodbtonka i limfocyty T [23].

Leukotrieny powstaja na drodze przemian kwasu arachidonowego pod wplywem
enzymu S-lipoksygenazy (5-LO) w obecnosci pomocniczego biatka FLAP (5-/ipoxy-
genase activating protein). Enzym ten katalizuje dwuetapowg reakcj¢ polegajaca na
wprowadzeniu czasteczki tlenu przy piatym atomie wegla, w wyniku czego powstaje
kwas 5-hydroperoksyeikozatetraenowy (S-HPETE), ktory nast¢pnie podlega dehydra-
tacji do nietrwalej epoksydowej pochodnej — leukotrienu A, (LTA,). Enzymatyczna
hydroliza tego ostatniego zwiazku przy udziale hydrolazy LTA, prowadzi do powsta-
nia leukotrienu By (LTB,). Alternatywny szlak przemian, ktdry zachodzi gtownie
w mastocytach, bazofilach i eozynofilach, prowadzi poprzez swoista S-transferaze
glutationowa, zwang tez syntaza LTC,. Polega on na dofaczeniu glutationu do pierscie-
nia LTA,, w wyniku czego powstaje leukotrien C; (LTC,). Po odszczepieniu kwasu
glutaminowego przez y-glutamylotranspeptydaz¢ powstaje leukotrien Dy (LTDy). Ten
z kolei, oddajac glicyne, tworzy leukotrien E; (LTE,). Trzy uprzednio wymienione
leukotrieny okreslane sg tacznie jako leukotrieny cysteinylowe ze wzglgdu na obecnos¢
aminokwasu cysteiny przy 6. atomie wegla w czasteczce.

Szlak przemian metabolicznych kwasu arachidonowego na drodze lipoksygenazy
przedstawiono narys. 1.
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Rys. 1. Biosynteza leukotriendw na drodze lipoksygenazy

LTE,, jako produkt konicowy i najbardziej stabilny, jest eliminowany z ptuc i in-
nych tkanek poprzez wydzielanie do krazenia, a nast¢pnie wydalanie z zéicia lub
z moczem. Po dozylnym podaniu znakowanego LTC, okolo 40% wydalalo si¢ z zbicia,
okoto 20% z moczem, z czego 4-6% stanowit LTE, [24]. Tak wigc pomiar LTE,
w moczu jest posrednim odzwierciedleniem ogdlnoustrojowej produkcji leukotrienow
in vivo [25].
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Leukotrieny cysteinylowe sa silnymi czynnikami kurczacymi oskrzela, tak u oséb
zdrowych, jak i u chorych na astme¢ [26]. U ludzi zdrowych LTC, i LTD, kurcza mig-
$nie gladkie oskrzeli 1000 razy silniej niz histamina [27]. LTE, jest pod tym wzglgdem
10 razy stabszy, ale jego dzialanie utrzymuje si¢ dluzej [28]. Chorzy na astmg sg bar-
dziej wrazliwi na dziatanie skurczowe leukotrienow niz ludzie zdrowi [29]. Dzialanie
bronchospastyczne leukotriendw jest osiagane za posrednictwem swoistych, zwiaza-
nych z bialkiem G, receptoréw leukotrienowych CysLT; i CysLT,, ktdre rdzniq si¢
rozmieszczeniem w tkankach i powinowactwem do swoistych antagonistow. Pierwszy
z nich przewaza na komérkach migsni gladkich oskrzeli i w gléwnej mierze odpowiada
za ich skurcz [30]. Produkowane endogennie leukotrieny odgrywaja rolg¢ nie tylko
w bezposrednim wyzwalaniu skurczu oskrzeli, ale takze zwigkszaja nadreaktywnosé
oskrzeli na histaming [31]. Leukotrieny cysteinylowe maja rowniez wielokierunkowy
wplyw na skladowe procesu zapalnego. Ich bezposrednie dzialanie na $rédbtonek na-
czyn prowadzi do znacznego wzrostu jego przepuszczalnosci, co powoduje obrzek
i ulatwia migracje komorek zapalnych, w tym eozynofiléw, z krwi do tkanek [32].
Nasilajg one takze produkcje sluzu w drogach oddechowych [32]. Obecnie przypisuje
si¢ leukotrienom wazng rolg w remodelingu w astmie, poniewaz przyczyniajq si¢ one
do przerostu migsni gladkich oskrzeli, a takze pobudzaja fibroblasty do syntezy kola-
genu [33].

1.2.2.2. Prostaglandyna D,

Biosynteza prostaglandyny D, i jej metabolizm

Szlak metaboliczny PGD, rozpoczyna si¢ od kwasu arachidonowego, z ktdrego pod
wptywem cyklooksygenazy (COX) powstaje najpierw prostaglandyna G, (PGG,), re-
dukowana przez peroksydazg¢ do prostaglandyny H, (PGHj;). Ta ostatnia jest substra-
tem dla kilku enzymow, pod ktdrych dzialaniem powstaja prostaglandyny, tromboksan
i prostacyklina. PGD, powstaje z PGH; na drodze enzymatycznej i nieenzymatycznej.
Przeksztatcanie PGH;, do PGD, moze wigc zachodzi¢ pod wptywem izomerazy PGD,,
syntazy PGD,, S-transferazy glutationowej, a takze bez udzialu enzymu — w obecnosci
albuminy i w roztworach wodnych [34]. Biosynteze PGD, przedstawiono na rys. 2.
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Rys. 2. Biosynteza prostaglandyny D, na drodze cyklooksygenazy

Sama PGD; jest nietrwatym zwiazkiem, ktéry zostaje szybko przeksztaicony
w bardziej trwate metabolity i eliminowany z krwiobiegu. Wstgpna degradacja enzy-
matyczna prowadzi do powstawania zwiazkéw ketopochodnych przy udziale enzyméw
zaleznych od NADPH. Jednym z tych metabolitow jest 9,1 1B-PGF;, ktéra powstaje
pod wptywem 1 1-ketoreduktazy (rys. 3).
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Ten metabolit pojawia si¢ jako pierwszy we krwi [35]. Poniewaz jest trwalszy niz
sama PGD,, moze by¢ latwiej wykrywany w plynach ustrojowych i dlatego jest uzna-
wany za czuly marker aktywacji mastocytéw. Dalsza degradacja metabolitow PGD,
polega na B- i w-utlenianiu, co prowadzi do powstania zwiazkdw o krotszych tancu-
chach bocznych, takich jak np. kwas 9a,11p-dihydroksy-15-keto-2,3,18,19-tetranor-
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prost-5-ene-1,20-dikarboksylowy, nazywany w skrécie PGD-M (rys. 3). Ten koncowy,
najbardziej trwaty metabolit PGD, jest rowniez markerem aktywacji mastocytow. Po-
nadto jest on sposrdd wszystkich metabolitéw PGD, najliczniej reprezentowany
w osoczu krwi [35].

Glowna droga wydalania PGD, z ustroju jest mocz. Po dozylnym podaniu zdrowym
ochotnikom sladowej ilosci radioaktywnej (znakowane;j *H) PGD, az 75% jej aktyw-
nosci pojawialo si¢ w ciggu 6 godzin w moczu [36]. W badaniu tym znakowane meta-
bolity tej prostaglandyny w moczu zostaly nastgpnie izolowane chromatograficznie,
oczyszczone i izolowane za pomocg metod spektrometrycznych. Na tej drodze znale-
ziono az 25 metabolitéw PGD,, z czego tylko dwa posiadaly struktur¢ pierscienia hy-
droksyl-cyklopentanonowego (jak PGD,), 23 pozostale za$ mialy pierscien o strukturze
dihydroksycyklopentanu i wsrod nich dominowata 9a,11B-PGF,. Natomiast samej
PGD; w moczu nie znaleziono. Stad tez, aby oceni¢ endogenna produkcje PGD,, mie-
rzy sie w moczu niektore jej metabolity, np. 9a,11B-PGF, i PGD-M, nie za$ sama
PGD,.

Biologiczne wlasciwosci PGD,

Mastocyty sa podstawowym, dominujacym Zrédtem komérkowym PGD, [37]. Po-
nadto uwaza sig, ze u czlowieka niewielkie jej ilosci moga pochodzi¢ z ptytek krwi
[38], makrofagow ptucnych [39], limfocytdw Th2 [40] i eozynofilow [41].

PGD, jest produkowana przez ludzkie ptytki krwi podczas ich agregacji i wywiera
silne dzialanie antyagregacyjne [38]. Wykazano réwniez, ze PGD, powstajaca w ludz-
kich mastocytach sercowych jest silnym czynnikiem kurczacym naczynia wiencowe in
vivo [42].

Sposrod wszystkich prostaglandyn PGD, najsilniej kurczy oskrzela i jest pod tym
wzgledem 3,5 razy silniejsza od PGF,, i az 10,2 razy silniejsza od histaminy [43]. Poza
dziataniem bronchospastycznym PGD, moze aktywnie uczestniczy¢ w zapaleniu, gdyz
stymuluje chemokineze neutrofilow, powoduje rozszerzenie naczyn i zwigksza prze-
puszczalnosé zytek postkapilamych [34]. Wykazano synergizm PGD; z LTB4 w uta-
twianiu tworzenia naciekdw neutrofilowych w skdrze czlowieka [44]. U chorych na
astm¢ zmniejsza ona prog odpowiedzi drog oddechowych na histaming i metacholing,
a wigc zwigksza nadreaktywnosc¢ oskrzeli [45].

9a,11B-PGF, jest nie tylko markerem aktywacji mastocytow, ale ma podobne wia-
sciwosci biologiczne jak macierzysta prostaglandyna. Wykazano, ze kurczy ona silnie
oskrzela cztowieka in vitro [45]. Dzialanie takie potwierdzono rowniez in vivo zarow-
no u chorych na astmg, jak i u zdrowych. U chorych na astme jest ona pod tym wzgle-
dem réwnie silna, jak sama PGD, [46].

Podobnie jak inne prostaglandyny PGD, ujawnia swoje dzialanie biologiczne po-
przez interakcj¢ z dwoma swoistymi dla siebie receptorami powierzchniowymi sprze-
zonymi z biatkiem G: receptorem dla prostaglandyny D, (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 komérkach migsni gladkich oskrzeli, natomiast rozszerzenie naczyn —
poprzez receptor DP zlokalizowany na komoérkach migsni gtadkich scian naczyn [48].
Istotng role receptora DP w astmie potwierdzaja ostatnie badania eksperymentalne
przeprowadzone na myszach majacych ten receptor lub go pozbawionych (DP-/-) [49].



18

Wczesniejsza immunizacja owalbuming oraz jej inhalacja powodowaly podobny
wzrost IgE w surowicy u obu rodzajéw myszy. Natomiast st¢zenie cytokin o profilu
Th2 (IL-4, IL-S, IL-13) oraz liczba limfocytow w poptuczynach oskrzelowych wzra-
staly znamiennie tylko u myszy majacych receptor DP. Powtarzana prowokacja owal-
buming powodowala takze u nich, w przeciwienstwie do myszy DP-/-, pojawianie si¢
naciekow eozynofilowych oraz istotng nadreaktywnos¢ oskrzeli na acetylocholine.
Prozapalne funkcje PGD, sa takze wynikiem dzialania tej prostaglandyny poprzez
receptor CRTH2. Jak wykazano, receptor ten obecny jest nie tylko na limfocytach Th2,
ale takze na eozynofilach i bazofilach [50]. Dzi¢ki temu PGD, wplywa na apoptoze,
chemokinez¢ i degranulacj¢ eozynofiléw [47], a takze na migracje bazofilow i limfo-
cytow Th2 do miejsca toczacego si¢ zapalenia [50]. Fakty te potwierdzaja niezaprze-
czalnie wazng rol¢ PGD, w procesie zapalenia alergicznego i to zarowno w jego fazie
wczesnej, jak i poznej. Doktadne poznanie roli receptoréw prostaglandynowych w tym
procesie niesie z soba pewne implikacje w postaci poszukiwania nowych mozliwosci
terapeutycznych poprzez wprowadzanie lekéw bedacych blokerami tych receptorow.
W chwili obecnej takie leki sa w fazie badan in vitro i na zwierzetach. Pierwszy anta-
gonista receptora DP (S-5751) zastosowany jako lek w modelu alergicznym u swinek
morskich spowodowal zmniejszenie indukowanej alergenem blokady nosa, wysigku do
worka spojowkowego oraz zmniejszenie naciekdw z komdrek zapalnych w gornych
i dolnych drogach oddechowych [51]. Te pozytywne wyniki zachgcajq do dalszych
badan, takze u ludzi.

Poniewaz mastocyty sa niemalze wylacznym zrédlem PGD,, stad tez wykrywanie
zwiekszonych ilosci jej samej lub jej metabolitow w plynach ustrojowych moze $wiad-
czy¢ posrednio o aktywacji tych komorek. Juz prawie 20 lat temu stwierdzono, ze do-
oskrzelowe podanie alergenu Dermatophagoides pteronyssinus chorym na astme aler-
giczna, uczulonym na ten alergen, spowodowato srednio 150-krotny wzrost stezenia
PGD, w poptuczynach oskrzelowych (bronchoalveolar lavage — BAL) tych chorych
[52]. Bezposrednie badanie mediatorow reakcji astmatycznej w BAL jest jednak meto-
da zbyt inwazyjna, aby mogta by¢ stosowana powszechnie. O wiele atwiej dostgpnym
materialem biologicznym jest mocz. Stad tez najwigcej badan nad uwalnianiem PGD,
z mastocytéw dotyczy moczu [53, 54, 55, 56]. Stezenie badanych substancji w moczu
reprezentuje systemowa, catkowitg ich produkcje. Jednakze przejsciowy, krdtkotrwaly
wzrost danej substancji moze nie zosta¢ w zbiérce moczu uchwycony. Ponadto trudno
jest okresli¢ pochodzenie narzadowe badanego skladnika, a metabolizm nerkowy moze
wplywaé na jego poziom. Jak dotad, badania poswigcone oznaczaniu metabolitdw
PGD; we krwi u chorych na astme byly dos¢ ograniczone [57]. Wydaje sig, ze rozwi-
nigcie badan w tym zakresie pozwolitoby na dokladniejsze i bardziej precyzyjne po-
znanie roli tego mediatora w astmie. Dodatkowa zaleta pomiaru metabolitow PGD, we
krwi jest fakt, ze nie podlegaja one wptywom metabolizmu nerkowego.

1.2.3. Cytokiny i chemokiny

Mastocyty sa zrodlem licznych cytokin i chemokin, ktére s3 odpowiedzialne za za-
poczatkowanie i podtrzymywanie wielu miejscowych proceséw, takich jak stan zapal-
ny w chorobach alergicznych czy remodeling. Po aktywacji receptora FCeRI zwigksza
sie synteza i wydzielanie wszystkich cytokin. Mastocyty zawierajg w swoich ziarnisto-
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$ciach cytokiny juz preformowane, dzigki czemu sa zdolne do ich wydzielania w krot-
kim czasie po stymulacji komdrek [58]. Tak wigc sa one zrédiem IL-3, IL-4, IL-5,
IL-6, 1L-8, 1L-10, IL-13, TNFa, GM-CSF, RANTES, eotaksyny, MCP-1, MCP-3,
MCP-4 [58, 59].

1.3. Rola mastocytow w astmie oskrzelowej

Astma oskrzelowa jest choroba charakteryzujaca si¢ zmiennym ograniczeniem
przeplywu powietrza przez drogi oddechowe, nadreaktywnoscia oskrzeli i przewle-
ktym stanem zapalnym w ich $cianie.

Mastocyty odgrywaja znamienng rolg¢ w patofizjologii astmy oskrzelowej, bedac
zrodlem licznych mediatoréw uwalnianych pod wplywem alergenu oraz innych czyn-
nikéw nieimmunologicznych. Mediatory uwalniane w krétkim czasie po aktywacji
tych komorek powoduja skurcz migsni gladkich oskrzeli, obrzgk blony sluzowej i wy-
dzielanie sluzu. Poza powszechnie akceptowana rola mastocytow we wczesnej fazie
reakcji astmatycznej istnieje przypuszczenie, ze komorki te moga by¢ rowniez wazne
w rozwoju i podtrzymywaniu przewleklego stanu zapalnego w oskrzelach. Badania
opierajace si¢ na ocenie histopatologicznej wycinkdw ze $ciany oskrzeli wykazaty, ze
u wigkszosci chorych, nawet z tagodng postacia astmy, mozna stwierdzi¢ przewlekty
proces zapalny toczacy si¢ w Scianie oskrzeli [60].

Uwaza sig, ze w odpowiedzi immunologicznej w astmie oskrzelowej u ludzi
uczestnicza dwie subpopulacje mastocytéw [61]. Jedna z nich jest zlokalizowana poni-
zej blony podstawnej w poblizu naczyn i tkanki tacznej — t¢ grupe komoérek okresla sig
jako ludzkie mastocyty plucne. Druga subpopulacja jest zlokalizowana pomigdzy na-
blonkiem a blona podstawna. Poniewaz komorki te odzyskuje si¢ w BAL, nazywa si¢
je mastocytami BAL. Sugeruje si¢, ze ta subpopulacja mastocytow jako pierwsza
wchodzi w kontakt z wziewnym alergenem i w ten sposé6b inicjuje wczesna fazg od-
powiedzi immunologicznej. Natomiast ludzkie mastocyty ptucne najprawdopodobniej
odgrywaja role w przewlektym stadium choroby. Mastocyty chorych na astm¢ wyka-
zuja stan zwigkszonej aktywacji spoczynkowe;j, co wyraza si¢ spontanicznym uwalnia-
niem mediatorow [62].

Interesujace wydaja si¢ poczynione niedawno obserwacje wzajemnej interakcji po-
mi¢dzy mastocytami a komdrkami migsni gtadkich sciany oskrzeli. Badania immuno-
histochemiczne wycinkéw $ciany oskrzeli uzyskanych podczas bronchoskopii wyka-
zaly obecno$¢ znamiennie wigkszej liczby mastocytow znajdujacych si¢ pomiedzy
peczkami migsni gladkich $ciany oskrzeli u chorych na astm¢ w poréwnaniu z osobami
zdrowymi oraz chorymi na tzw. eozynofilowe zapalenie oskrzeli [63]. Schorzenie to
cechuje kaszel poddajacy si¢ leczeniu glikokortykosteroidami i obecno$¢ eozynofilii
w plwocinie. W przeciwienstwie do astmy w tej jednostce chorobowej nie stwierdza
si¢ istotnej obturacji oskrzeli ani ich nadreaktywnosci. Ta szczegdlna lokalizacja ma-
stocytow pomiedzy komoérkami migsni gladkich Sciany oskrzeli u chorych na astme
stwarza mozliwos¢ bezposredniego wzajemnego oddziatlywania obu populacji komérek
na siebie, jak tez za posrednictwem swoich mediatordw. Przypuszcza sig, ze mig$nie
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gtadkie wydzielajac SCF stwarzaja szczegoélne mikrosrodowisko dla rdznicowania,
aktywacji i przezycia mastocytow [64]. Natomiast pochodzace z mastocytow: PGD,,
leukotrieny cysteinylowe, tryptaza, histamina wplywaja wielokierunkowo na skfadowe
procesu zapalnego i obturacji oskrzeli. Na razie nie wiadomo tylko, dlaczego produkcja
SCF przez migsnie gtadkie oskrzeli jest szczegolna cechg chorych na astme.

Badania ostatnich lat daty nowe spojrzenie na temat udzialu mastocytow w nad-
miernej produkcji $luzu przez oskrzela chorych na astmg oskrzelowa. Szczegotowa
analiza autopsyjna $ciany oskrzeli oséb zmartych z powodu ciezkiego ataku astmy
wykazata znamiennie wigksza ilo$¢ gruczotow sluzowych w poréwnaniu z osobami
z lzejsza postacia astmy i osobami zmartymi z przyczyn pozaplucnych [65]. U wszyst-
kich chorych na astme wigkszosé mastocytow byta zdegranulowana, a ich liczba kore-
lowala z iloscig wydzieliny $luzowej obecnej w Swietle oskrzeli. Te obserwacje po-
twierdzaja posrednio rol¢ mastocytow, dzialajacych poprzez swoje mediatory, w rozro-
$cie gruczolow $luzowych i w pobudzaniu ich do wydzielania sluzu u chorych na
astme.

1.4. Testy prowokacyjne nadreaktywnosci oskrzeli w diagnostyce astmy oskrzelowej

Nadreaktywnosé oskrzeli jest patofizjologiczng cechg astmy oskrzelowej, ktora
ttumaczy wiele cech klinicznych tej choroby. Mozna ja zdefiniowaé jako nadmierng
sktonnos¢ do zwezania si¢ drég oddechowych w odpowiedzi na rézne bodzce ze-
wngtrzne [66]. Obecnie uwaza sig¢, ze u podtoza nadreaktywnosci oskrzeli lezy prze-
wlekly proces zapalny toczacy si¢ w Scianie oskrzeli chorych na astmg¢. Rdzne jego
komponenty w roznym stopniu uczestniczg w powstawaniu nadreaktywnosci oskrzeli.
Zwigkszona liczba eozynofilow i innych komorek zapalnych w $cianie oskrzeli oraz
uwalniane przez nie mediatory doprowadzaja do uszkodzenia nabtonka, co sprawia, ze
wszelkie czynniki o potencjalnych zdolnosciach bronchokonstrykcyjnych latwiej do-
cierajg do migsni gladkich. Stad tez wigkszos¢ chorych na astme wykazuje nadreak-
tywnos¢ oskrzeli nawet w bezobjawowym okresie choroby [67]. Do zwezenia swiatla
oskrzeli przyczynia si¢ nie tylko sam skurcz migsni gtadkich, ale rowniez obrzek btony
$luzowej, nadmiar $luzowej wydzieliny i zmieniona architektura oskrzeli wskutek ich
przebudowy. Trwale pogrubienie $ciany oskrzeli spowodowane jest przerostem migsni
gtadkich oskrzeli oraz wioknieniem i pogrubieniem warstwy podnablonkowej. Na
istniejacy w astmie stan gotowosci skurczowej oskrzeli naktada si¢ poglebienie ich
obturacji pod wptywem réznych czynnikow majacych potencjalne zdolnosci do wy-
wotywania skurczu oskrzeli.

Fakty te ttumaczg istnienie zréznicowanych klinicznie postaci astmy: od przerywa-
nej, w ktorej okresowe napady objawow sa oddzielone tygodniami lub miesiacami
prawidtowej funkcji ptuc i brakiem objawow, poprzez postaé¢ tagodna, umiarkowana,
do cigzkiej, w ktdrej wystepuje uposledzenie wentylacji juz w spoczynku i zazwyczaj
duza nadreaktywnos¢ oskrzeli. Wreszcie proces zapalny moze prowadzi¢ do nieodwra-
calnych zmian w postaci przebudowy $ciany oskrzeli, co wiaze sie z utrwalonym, nie-
odwracalnym zwezeniem ich swiatla.
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W modelach klinicznych skurcz oskrzeli mozna wywolywaé za pomoca réznych
czynnikow potencjalnie zdolnych do wywolywania tego zjawiska. Ogdlnie dzieli si¢ je
na tzw. bodZce bezposrednie i posrednie. Bodzce bezposrednie powoduja skurcz
oskrzeli poprzez bezposrednie dzialanie na komdrki efektorowe, czyli migsnie gladkie
Sciany oskrzeli, komorki srodbtonka naczyn obecnych w scianie oskrzeli lub komérki
gruczolowe produkujace $luz [68]. Wynikiem tego jest zwezenie $wiatla oskrzeli
w mechanizmach przedstawionych wczesniej. Natomiast bodzce posrednie oddziatujg
na komorki inne niz efektorowe, np. mastocyty, komoérki nabtonka, komérki nerwowe,
a te dopiero pod wptywem odpowiedniej stymulacji uwalniaja mediatory i neurotrans-
mittery, ktore oddziatuja na komorki docelowe i takze powoduja zwezenie $wiatla
oskrzeli [68]. Czynnikami, ktore zwe¢zaja drogi oddechowe na drodze bezposredniej, sa
agonisci ukladu cholinergicznego (acetylocholina, metacholina, karbachol), histamina,
PGD,, leukotrieny cysteinylowe. Jest znacznie liczniejsza gama czynnikow, ktdre do-
prowadzaja do skurczu oskrzeli w sposdb posredni. Naleza do nich bodzce fizyczne,
takie jak wysitek, nieizotoniczne aerozole (hiper-, hipotoniczne, woda destylowana,
mannitol), izokapniczna wentylacja suchym powietrzem. Drugg grup¢ czynnikéw po-
$rednich stanowia bodzce farmakologiczne, np. adenozyna, tachykininy, bradykinina,
metabisulfity, propranolol, endotoksyny (lipopolisacharyd — LPS) oraz czynnik akty-
wujacy plytki (platelet activating factor — PAF). Wreszcie sa czynniki, ktdre w sposéb
wybidrczy doprowadzaja posrednio do zwegzenia oskrzeli, takie jak alergen oraz aspi-
ryna i inne niesteroidowe leki przeciwzapalne (NLPZ).

Poniewaz mechanizmy, poprzez ktdre dzialaja poszczegolne czynniki, sa bardzo
réznorodne, stad tez badanie nadreaktywnosci oskrzeli za ich posrednictwem odzwier-
ciedla rozne komponenty tego zjawiska. Dlatego tez de Meer i wsp. [69] dos¢ obrazo-
wo poréwnuja je do kawatkéw puzzli w obrazku, jakim jest astma oskrzelowa.

W praktyce klinicznej obiektywna ocena odpowiedzi skurczowej oskrzeli jest do-
konywana poprzez pomiar wybranych parametrow czynnosciowych ptuc przed poda-
niem i po podaniu pacjentowi kolejnych stgzen substancji prowokujacej skurcz oskrze-
li. Jednym z takich parametrow, powszechnie wykorzystywanym w badaniach klinicz-
nych i epidemiologicznych, jest pomiar pierwszosekundowej natezonej pojemnosci
wydechowej (FEV)), poniewaz jest on powtarzalny oraz mierzy zwgzenie $wiatla za-
rowno duzych, jak i drobnych oskrzeli [70]. Mozna rowniez mierzy¢ stopien obturacji
oskrzeli, wykorzystujac zmiany oporu drég oddechowych (R,.), specyficznej prze-
wodnosci (sGaw) czy szczytowego przeplywu wydechowego (PEF). Dwa pierwsze
parametry nie wymagaja od pacjenta wykonywania glebokiego wdechu i sa wykorzy-
stywane migdzy innymi w badaniach u dzieci. Natomiast pomiar PEF jest najbardziej
uzyteczny w testach ekspozycji zawodowej przeprowadzanych w srodowisku pracy
i w domu badanego. Jest kwestia dyskusyjna, jakq najmniejsza zmiang wartosci bada-
nego parametru przyjaé za wskaznik znaczacego skurczu oskrzeli. Wartosci te sg roz-
ne, w zaleznosci od parametru. Dla FEV, powszechnie przyjmuje si¢ jego spadek o co
najmniej 20% wzgledem wartosci wyjsciowej [71].

Trzeba jednak pamigtaé, ze chociaz nadreaktywnos¢ oskrzeli jest uniwersalnym
atrybutem astmy oskrzelowej, to samo stwierdzenie nadreaktywnosci nie jest réwno-
znaczne z rozpoznaniem tej choroby. Moze ona wystgpowac rowniez w przewleklej
obturacyjnej chorobie pluc, mukowiscydozie, niewydolnosci krazenia, 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

Whiknigcie alergenu do drég oddechowych chorego na astmg, na ktdry jest on
uczulony, powoduje obturacj¢ oskrzeli. Reakcja ta zachodzi juz w ciagu kilku do kil-
kunastu minut po ekspozycji na alergen, osiagga swoje najwigksze nasilenie po okoto 30
minutach i ustgpuje w ciagu 1-3 godzin. Jest to tak zwana wczesna reakcja astmatycz-
na (early asthmatic reaction — EAR). U okolo potowy chorych skurcz oskrzeli nawraca
ponownie po uptywie 4-8 godzin od kontaktu z alergenem, aczkolwiek z mniejszym
nasileniem. Czas trwania tej fazy reakcji skurczowej oskrzeli moze wynosi¢ nawet
ponad 12 godzin i okresla si¢ ja jako pozna reakcj¢ astmatyczna (late asthmatic reac-
tion — LAR) [74].

Reakcja wczesna jest migdzy innymi rezultatem aktywacji mastocytow w mechani-
zmie IgE-zaleznym. W wyst¢pujacym w tej fazie skurczu oskrzeli posrednicza przede
wszystkim histamina i mediatory lipidowe, takie jak PGD, i leukotrieny cysteinylowe.
Histamina jest pierwszym mediatorem uwalnianym z mastocytéw. W czasie EAR ob-
serwowano wzrost poziomu histaminy w osoczu oraz N'-metylohistaminy w moczu
[75]. Rowniez dooskrzelowe podanie alergenu uczulonym na niego chorym na astme
powodowalo skurcz oskrzeli, ktoremu towarzyszyt wzrost stgzenia histaminy w BAL
[76]. W kilka minut po uwolnieniu histaminy s wydzielane przez mastocyty mediato-
ry lipidowe. Dooskrzelowe podanie alergenu Dermatophagoides pteronyssinus powo-
dowalo 150-krotny wzrost PGD, w BAL pobieranym w 9 minut po prowokacji [52].
Podobnie dowodem na udziat leukotrienow cysteinylowych w EAR bylo stwierdzenie
podwyzszonych stgzen LTC, i LTE; w BAL po dooskrzelowym podaniu alergenu
chorym na astm¢ nadwrazliwym na ten alergen [77]. Hamowanie wczesnej reakcji
skurczowej poprzez wczesniejsze podawanie antagonistow receptoréw lub biosyntezy
leukotriendow moze potwierdza¢ udzial tych mediatorow w tej fazie reakcji astmatycz-
nej [78, 79]. Jesli mechanizm reakcji wczesnej wydaje si¢ dos¢ dobrze poznany, o tyle
mechanizmy lezace u podloza reakcji péznej sa o wiele mniej znane. Szczegdlng rolg
w tej fazie reakcji przypisuje si¢ eozynofilom oraz ich biatkom. Zwigkszona ich ilos¢
stwierdzano we krwi chorych na astmg, u ktorych rozwingla si¢ reakcja pdzna [80].
Badania biopsyjne i BAL wykazuja, ze w czasie LAR pojawiaja si¢ w blonie podslu-
zowej oskrzeli i w BAL zwigkszone ilosci aktywowanych eozynofiléw, neutrofilow
i limfocytéw T [81, 82]. Migracja tych komorek i ich aktywacja moze po czesci by¢
skutkiem dzialania mediatorow mastocytarnych uwalnianych w czasie reakcji wcze-
snej. Rola mastocytdow w reakcji pozZnej jest niejednoznaczna. Sa doniesienia, w kto-
rych wykazano wzrost poziomu mediatordéw pochodzacych z mastocytow w moczu
(N*-metylohistaminy, 9a,11B-PGF,, LTE,) nie tylko w fazie wczesnej, ale i w pdzne;j
reakcji astmatycznej [53].

1.6. Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego aspiryng

Astma z nadwrazliwoscia na aspiryn¢ stanowi szczegdlny zespdt kliniczny, doty-
czacy 2-20% dorostych chorych na astmg, w zaleznosci od metod zastosowanych do
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jej rozpoznania [83]. U tych chorych zazycie aspiryny lub innego leku z grupy NLPZ
wywoluje ataki astmy, czgsto bardzo cigzkie, ktorym mogg towarzyszy¢ objawy po-
zaoskrzelowe w postaci wodnistej wydzieliny i blokady nosa, zaczerwienienia spojo-
wek, rumienia skory, pokrzywki lub obrzgku naczynioruchowego. Czasami zazycie
tych lekow moze nawet doprowadzi¢ do wstrzasu. Pomimo dos¢ typowego obrazu
klinicznego najpewniejsze potwierdzenie uzyskuje sig¢, wykonujac testy prowokacyjne
doustne z aspiryna lub inhalacyjne z aspiryng lizynowg, przy czym testy doustne uwa-
zane sq za ,,zloty standard” w diagnostyce tej choroby [84].

Mimo ze obraz kliniczny astmy aspirynowej przypomina objawy powstate w me-
chanizmie natychmiastowej reakcji nadwrazliwosci, to jednak u podtoza poaspiryno-
wego skurczu oskrzeli lezg zjawiska nieimmunologiczne. Juz trzydziesci lat temu wy-
sunig¢to hipotezg, ze przyczyng obturacji oskrzeli jest zahamowanie przez aspiryng
iinne NLPZ cyklooksygenazy w drogach oddechowych os6b wrazliwych [85]. Stalo
si¢ to podstawa teorii cyklooksygenazowej [86]. Dzisiaj wiadomo, ze istnieja co naj-
mniej 2 izoformy cyklooksygenazy: COX-1 — konstytutywna, obecna w wigkszosci
tkanek i COX-2 — indukowana przez bodzce zapalne w wielu komorkach [87]. Badania
kliniczne z lekami, ktére w wybidrczy sposob hamuja COX-2, wykazaly, ze za objawy
astmy aspirynowej jest odpowiedzialne zahamowanie COX-1 [88, 89]. Aspiryna
i wiele innych NLPZ, ktore silniej hamuja COX-1 niz COX-2, powoduja zahamowanie
syntezy PGE, [86]. Prostaglandyna ta nie tylko silnie rozkurcza oskrzela, ale takze ma
hamujace dzialanie na biosynteze i uwalnianie leukotriendw z komorek zapalnych.
Przypuszcza sig, ze jej brak bytby powodem wzrostu syntezy leukotrienow.

Leukotrieny cysteinylowe sa jednymi z najwazniejszych mediatorow w astmie aspi-
rynowej. Chorzy z ta postacia astmy cechuja si¢ wzmozong ich produkcja juz w wa-
runkach spoczynkowych, a po prowokacji aspiryna nastgpuje dalszy ich wzrost. Wyka-
zywano podwyzszone spoczynkowe st¢zenia LTE; w moczu chorych na astmeg aspiry-
nowa w poréwnaniu z chorymi na astmg¢ dobrze tolerujacymi aspiryng¢ [90, 91]. Pomi-
mo réznic w $rednich wartosciach istnieje nakladanie si¢ indywidualnych wynikow
chorych z obu grup. Tak wigc pomiar spoczynkowego wydzielania LTE; z moczem nie
moze by¢ jednoznacznym markerem w identyfikowaniu chorych na astmg¢ aspirynowa.
Natomiast wyrdznia te grupe chorych znaczny wzrost wydzielania LTE; z moczem po
prowokacji aspiryng [90, 92, 93].

Ta nadprodukcja leukotriendw cysteinylowych wiaze si¢ z nadmierng ekspresja
kluczowego enzymu dla syntezy leukotriendw, czyli syntazy LTC,. Badania bioptatéw
blony sluzowej oskrzeli wykazaly, ze ekspresja syntazy LTC,4 byla 5 razy silniejsza
u chorych na astmeg aspirynowg niz u chorych na astmg¢ dobrze tolerujacych aspiryng
i 19 razy silniejsza niz u oséb zdrowych [94]. Obecnos$¢ tego enzymu jest ograniczona
do okreslonych komoérek pochodzenia szpikowego, a najwigkszym jego zrodlem sa
eozynofile, w mniejszym stopniu mastocyty, makrofagi i bazofile. Eozynofile sa domi-
nujacymi komoérkami w $cianie oskrzeli chorych na astmeg aspirynowa [95].

Opisano polimorfizm genetyczny w zakresie genu kodujacego syntaze LTC, [96],
ktory polega na zamianie adeniny na cytozyn¢ w pozycji oddalonej o 444 nukleotydy
przed miejscem startu translacji. Czestos¢ wariantu allelicznego 444C jest wedlug nie-
ktorych autorow zwigkszona u chorych na astmg aspirynowa o cigzkim przebiegu [97].

Udziat innych mediatoréw mastocytow w patogenezie poaspirynowego skurczu
oskrzeli jest o wiele stabiej poznany. Inhalacja aspiryny lizynowej przez chorych na
astm¢ aspirynowa spowodowala obturacje oskrzeli, ktérej towarzyszyt znamienny
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wzrost wydzielania 9a,11B-PGF, z moczem [55]. W wyniku dozylnego podania aspi-
ryny lizynowej chorym na astmg¢ aspirynowg doszio nie tylko do wzrostu stezen LTE,,
ale rowniez 9a,11B-PGF, oraz N'-metylohistaminy w moczu [98]. Pomiar produktow
cyklooksygenazy w BAL nie przyni6st jednoznacznych rezultatéw. Pomiar niektorych
eikozanoidow w BAL przed dooskrzelowym zdeponowaniem aspiryny lizynowej i 15
minut potem wykazal, ze u chorych na astmg¢ aspirynowa aspiryna nie wplyn¢ta na
srednie stgzenie PGD,, PGFy, i 9a,11B-PGF; [99]. Analiza indywidualnych przypad-
kow wykazala, ze stezenie PGD, wzrosto u 2 chorych, nie ulegto zmianie u 3 oséb,
obnizyto si¢ zas u 6 badanych.

Przewlekle zapalenie w astmie aspirynowej mogtoby by¢ rowniez wynikiem prze-
wlektej infekcji wirusowej [100]. Jej obecnosé¢ mogtaby modyfikowaé przemiany na
szlaku metabolicznym cyklooksygenazy lub doprowadzaé¢ do powstawania nieznanych
metabolitow stymulujacych produkcj¢ leukotriendéw cvsteinylowych.

1.7. Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego adenozyng

Adenozyna jest wszechobecnym naturalnym nukleozydem purynowym, skladaja-
cym si¢ z adeniny polaczonej z ryboza. Jest ona uwalniana przez wigkszos¢ komorek
tak w warunkach fizjologicznych, jak i patologicznych, np. w niedotlenieniu i niedo-
krwieniu [101]. Wigkszos¢ adenozyny zewnatrzkomérkowej powstaje z 5’-monofos-
foranu adenozyny (5’-AMP) pod wplywem enzymu 5’-nukleotydazy. Uwolniona poza
komorki adenozyna moze by¢ wychwytywana zwrotnie przez sasiednie komorki, gdzie
jest metabolizowana z powrotem do adeniny lub degradowana do inozyny, hipoksanty-
ny i ostatecznie do kwasu moczowego pod wplywem deaminazy adenozynowej [102].
Pozostata zewnatrzkomdrkowa adenozyna oddzialuje na inne komérki w sposéb para-
krynny za posrednictwem specyficznych receptoréw zwiazanych z biatkiem G. Obec-
nie znane sa 4 typy receptorow adenozynowych: A, Aja, Asg, Aj [66, 101]. Za ich
posrednictwem adenozyna moduluje aktywnos$¢ cyklazy adenylowej i wplywa na po-
ziom cAMP, co przektada si¢ na specyficzne funkcjonowanie réznych komorek.
W ostatnim czasie coraz wigksze zainteresowanie budza badania in vitro oraz na mo-
delach zwierzgcych majace na celu dokladne poznanie wiasciwosci tych receptorow.
Wprawdzie istniejace réznice migdzygatunkowe nie pozwalaja w bezposredni sposob
przenies¢ tej wiedzy na organizmy ludzkie, to jednak wydaje si¢ obecnie, ze stymula-
cja receptorow A,g mieszczacych si¢ na powierzchni ludzkich mastocytow moze byc
giéwnym mechanizmem wyzwalajacym indukowany adenozyna skurcz oskrzeli [103].

Ponad 20 lat temu Cushley i wsp. [104] wykazali po raz pierwszy, ze inhalacja ade-
nozyna wywotuje skurcz oskrzeli u chorych na astme¢ alergiczna i niealergiczna, nato-
miast nie ma wplywu na droznos¢ oskrzeli u oséb zdrowych. Podobne dzialanie jak
adenozyna powoduje 5’-AMP, ktory jest lepiej rozpuszczalny od samej adenozyny
i z tego powodu chetniej stosowany w testach prowokacyjnych [105].

Mechanizm skurczu oskrzeli powodowany przez adenozyn¢ nie jest, jak dotad, do
konca wyjasniony. Juz dawno obserwowano skurcz izolowanych skrawkdw miesni
gladkich ludzkich oskrzeli pod wptywem tego nukleozydu [106], ale uwazano, ze re-
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zultat ten byl zbyt staby, aby w catosci ttumaczyé dziatanie skurczowe in vivo. Stad tez
zaklada sig, ze adenozyna dziata w sposob posredni poprzez komdrki zapalne, zwlasz-
cza mastocyty i wspomniany receptor Ajg, co doprowadza do uwalniania przez te ko-
morki odpowiednich mediatoréw [102]. Innym przypuszczalnym mechanizmem dzia-
tania skurczowego adenozyny w astmie jest mechanizm neurogenny, poniewaz leki
znieczulajace miejscowo oraz atropina zapobiegaly skurczowi oskrzeli indukowanemu
przez adenozyne [107]. Rozwazano réwniez udzial odruchu ze strony nerwu biednego,
poniewaz stwierdzono protekcyjne dzialanie lekdw antycholinergicznych w zapobie-
ganiu poadenozynowemu skurczowi oskrzeli [108]. Ostatnio poczyniono ciekawe ob-
serwacje in vitro, ze adenozyna za posrednictwem receptora A, zwig¢ksza uwalnianie
cytokin przez ludzkie komorki migsni gladkich oskrzeli [109]. Dokladne poznanie
wilasciwosci tego oraz pozostalych receptoréw adenozynowych, a nast¢pnie zastoso-
wanie specyficznych dla nich agonistéw i antagonistow moze otworzy¢ nowg erg
w leczeniu astmy oskrzelowe;j i innych chordb alergicznych.

Obecnie istnieje poglad, ze ocena nadreaktywnosci oskrzeli za pomoca testu z ade-
nozyna oraz innych testéw posrednich lepiej odzwierciedla toczacy si¢ aktualnie stan
zapalny w oskrzelach, niz czynia to testy bezposrednie [110]. Dowodem na to moze
by¢ obserwacja, ze zmniejszenie ekspozycji na alergen, uzyskane podczas przebywania
chorych na astmg alergiczng na duzych wysokosciach nad poziomem morza, spowo-
dowalo nie tylko zmniejszenie eozynofilii i poziomu bialka eozynofilowego we krwi
tych chorych, ale takze znaczne obnizenie nadreaktywnosci oskrzeli na adenozyne
[111]. W tym badaniu nadreaktywnos¢ na metacholing nie ulegta zmianie.

1.8. Mechanizmy skurczu oskrzeli indukowanego metacholing

Metacholina jest f-metylowym homologiem acetylocholiny i rézni si¢ od niej diuz-
szym czasem dzialania i wigksza selektywnoscig wzgledem receptoréw cholinergicz-
nych. Metacholina dziata poprzez receptory muskarynowe M; obecne na komorkach
migsni gladkich oskrzeli, zwlaszcza w ich czgsci centralnej [112]. Receptory M; znaj-
duja si¢ rowniez na komorkach nablonka oskrzeli, jak tez w srodblonku naczyn
oskrzeli, co warunkuje rozkurcz naczyn krwionosnych oskrzeli po stymulacji choliner-
gicznej [113]. Pod wptywem pobudzenia receptora My w komdrkach migsniowych
dochodzi do reakcji rozpadu fosfoinozytyddw, co jest katalizowane przez fosfolipaze C
i fosfoinozytydaze [114]. W procesie tym z depozytdw siateczki endoplazmatycznej
komdrek uwalniajg si¢ jony wapnia, co zapoczatkowuje skurcz migsni gladkich. Meta-
cholina, w poréwnaniu z acetylocholina, jest wolniej hydrolizowana przez acetylocho-
linesteraze.






2. ZALOZENIA | CELE PRACY

Obturacja oskrzeli w astmie oskrzelowej jest wynikiem skurczu migsni gtadkich
$ciany oskrzeli, obrzgku blony sluzowej oraz nadmiernej produkcji sluzowej wydzieli-
ny. Zmiany te sa skutkiem dziatania odpowiednich mediatoréow na narzad docelowy,
jakim sa w tym przypadku oskrzela. Mastocyty odgrywaja istotna role w patofizjologii
astmy oskrzelowej, bedac zroédlem licznych mediatoréw z nich uwalnianych. Obturacja
oskrzeli po ekspozycji na alergen jest typowym modelem klinicznym obrazujacym
aktywacje mastocytow w mechanizmie IgE-zaleznym. Skurcz oskrzeli mozna rowniez
sprowokowa¢ na drodze nieimmunologicznej za pomoca aspiryny, adenozyny, meta-
choliny. O ile metacholina zwgza oskrzela poprzez bezposrednie oddziatywanie na
migsnie gladkie sciany oskrzeli, o tyle w przypadku aspiryny i adenozyny mechanizm
ten jest posredni; postuluje sie w nim udzial mastocytéw i ich mediatorow. Sposrod
mediatorow preformowanych tryptaza jest najbardziej czulym markerem aktywacji
mastocytow, co w praktyce jest giéwnie wykorzystywane w diagnostyce ogélnoustro-
jowych reakcji anafilaktycznych. Najwazniejszymi mediatorami mastocytéw syntety-
zowanymi de novo sa PGD, i leukotrieny cysteinylowe. Te ostatnie silnie kurcza
oskrzela, jednakze ich Zrédtem komodrkowym sa nie tylko mastocyty, ale rowniez
eozynofile i wiele innych komorek uczestniczacych w patogenezie astmy oskrzelowe;j.
PGD, réwniez silnie kurczy oskrzela. W przeciwienstwie do leukotrienow jest ona
nieomal wylacznie produkowana przez mastocyty, dzigki czemu moze byé czulym
markerem ich aktywacji. Dotychczasowe badania nad PGD, w astmie oskrzelowej
sprowadzaly si¢ gtownie do pomiarow jej metabolitdw w moczu oraz w BAL. Dotych-
czas badania poswigcone oznaczaniu tej prostaglandyny we krwi u chorych na astmg sa
dos$¢ ograniczone.

Niniejsza praca zmierzata do okreslenia aktywacji mastocytdw w réznych typach
astmy i pod wplywem réznych bodzcdw o potencjalnych zdolnosciach do prowokowa-
nia skurczu oskrzeli.

Celami szczegotowymi pracy bylo uzyskanie odpowiedzi na nastepujace pytania:

1. Czy wziewna prowokacja alergenem u chorych na astm¢ alergiczng wplywa na

uwalnianie PGD,, tryptazy i leukotriendow cysteinylowych?

2. Czy doustna prowokacja aspiryng u chorych na astme¢ aspirynowa wplywa na

uwalnianie PGD,, tryptazy i leukotriendow cysteinylowych?

3. Czy doustna prowokacja aspiryna u chorych na astm¢ z dobra tolerancjq aspiryny

wplywa na uwalnianie PGD,?
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4. Czy podanie réznych dawek aspiryny osobom zdrowym wplywa na uwalnianie
PGD; i leukotrienéw cysteinylowych?

S. Czy wziewna prowokacja adenozyng u chorych na astm¢ wptywa na uwalnianie
PGD,, tryptazy i leukotrienéw cysteinylowych?

6. Czy wziewna prowokacja metacholing u chorych na astm¢ wplywa na uwalnia-
nie PGD,, tryptazy i leukotrienéw cysteinylowych?



3. ETAPY BADAN

1. Badanie markeréw aktywacji mastocytow przed wziewna prowokacja alergenem
u chorych na astmg alergiczng i po niej.

2. Badanie markeréw aktywacji mastocytéw przed doustng prowokacja aspiryna
i po niej:
a) u chorych na astme¢ z nadwrazliwoscia na aspiryng;
b) u chorych na astm¢ dobrze tolerujacych aspiryng;
€) uo0sdéb zdrowych.

3. Badanie markerow aktywacji mastocytow po wziewnej prowokacji adenozyna
u chorych na astmg.

4. Badanie markerow aktywacji mastocytow po wziewnej prowokacji metacholing
u chorych na astme.






4. MATERIAL | METODY

4.1. Badani w poszczegoinych etapach badan

4.1.1. Badanie markerdw aktywacji mastocytéw przed wziewna prowokacjq alergenem
u chorych na astme alergiczna i po niej (etap 1)

a. Chorzy na astmg alergiczng

Badaniem objeto 32 chorych na astmg¢ alergiczna (12 m¢zczyzn, 20 kobiet) w wieku
19-70 lat, Srednio 32,4 £ 2,16 roku. Wszyscy chorzy zglaszali w wywiadzie ataki
dusznosci astmatycznej po kontakcie z alergenami roztoczy kurzu domowego lub pyt-
kow traw. U wszystkich nadwrazliwos¢ na powyzsze alergeny potwierdzily dodatnie
wyniki testow skdrnych, a w surowicy stwierdzano odpowiednie specyficzne przeciw-
ciata IgE w klasie > 2. W chwili badania chorzy byli w okresie stabilizacji klinicznej
astmy i nie mieli zadnych zaostrzen choroby ani infekcji drég oddechowych w ciagu
poprzedzajacych 6 tygodni. Sredni czas trwania astmy wynosit 10,9 1,9 roku, $rednia
za$ wartos¢ FEV| — 3,2 £ 0,1 [, co stanowilo 94,8 + 2,3% wartosci nalezne;j. Sredni
poziom catkowitego IgE wynosit 295,0 + 63,7 IU/ml. Kortykosteroidy wziewne zazy-
walo 15 chorych (46,9%), w sredniej 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 stezen 9, 11B-PGF, i tryptazy oraz mocz (po 2-godzinnym gromadzeniu go
w pecherzu) na oznaczanie podstawowych stezen 9a,11B-PGF, i LTE,.

Ponadto u 10 chorych z tej grupy wybranych w sposob losowy przeprowadzono
wziewny test prowokacyjny z alergenem, na ktory ci chorzy byli nadwrazliwi. Prowo-
kacje z alergenem Dermatophagoides pteronyssinus wykonano u 4 osdb, z alergenami
mieszanych pytkow traw u 6 osob. Testy prowokacyjne z pytkami traw przeprowadza-
no poza sezonem pylenia.

W tej podgrupie chorych pobierano krew i mocz nie tylko wyjsciowo, ale rowniez
po zakonczeniu testu. Krew pobierano po S, 30, 60 i 120 minutach od wystapienia
dodatniej reakcji skurczowej oskrzeli, probki moczu pobierano z 2-godzinnych frakcji,
po 2, 4, 6, 8 godzinach od wystapienia reakcji i oznaczano te same metabolity co
w probkach podstawowych.
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b. Grupa kontrolna os6b zdrowych

Grupe kontrolna stanowilo 50 zdrowych 0s6b sposrdd personelu Il Katedry Choréb
Wewnetrznych CM UJ (17 mezczyzn, 33 kobiety) w wieku 25-61 lat, srednio 35,6 £
1,4 roku. Nikt z nich nie mial w przesztosci objawow alergii i astmy. Wszyscy mieli
ujemne wyniki testow skornych z powszechnymi alergenami wziewnymi, a w ich su-
rowicy nie wykryto obecnosci specyficznych przeciwcial IgE w jakosciowym tescie in
vitro (Phadiatop).

U wszystkich osob z tej grupy pobierano krew tylko na oznaczanie podstawowych
st¢zen 9a,11B-PGF, i tryptazy oraz mocz na oznaczanie podstawowych st¢zen 9a,11-
-PGF,i LTE,.

4.1.2. Badanie markerow aktywacji mastocytow przed doustng prowokacjq aspiryng i po niej
(etap 2)

a. Chorzy na astmg¢ oskrzelowa z nadwrazliwoscia na aspiryng

Badaniem obj¢to 65 chorych na astme oskrzelowq z nadwrazliwoscig na aspiryne
(24 mezczyzn, 41 kobiet) w wieku 17-63 lata, srednio 41,6 £ 1,5 roku. Wszyscy cho-
rzy zglaszali w wywiadzie co najmniej jeden atak dusznosci po zazyciu aspiryny lub
innego niesteroidowego leku przeciwzapalnego. Rozpoznanie astmy aspirynowej bylo
potwierdzone w przesziosci za pomocg doustnej proby prowokacyjnej z aspiryna.
W czasie przeprowadzania aktualnego badania chorzy byli w stabilnym okresie choro-
by i nie mieli zaostrzen w ciagu ostatnich 6 tygodni. Sredni czas trwania astmy wynosi}
w tej grupie 9,9 = 0,1 roku. Srednia warto$¢ FEV, wynosita 2,7 + 0,1 |, co stanowito
84,9 + 1,8% wartosci naleznej. W tej grupie 29 osob (44,6%) miato dodatni co naj-
mniej jeden test skorny z alergenem wziewnym. Srednia wartos¢ catkowitego IgE wy-
nosila 85,8 = 36,9 IU/ml. Kortykosteroidy wziewne zazywalo 58 chorych (89,2%)
w sredniej dawce dobowej 1090 pg w przeliczeniu na flutikazon (zakres dawek 320-
2000 pg). Kortykosteroidy doustne przyjmowato 25 chorych (38,5%) w sredniej dawce
dobowej 8,4 mg w przeliczeniu na metyloprednizolon (zakres dawek 2—12 mg).

U wszystkich badanych chorych pobierano rano krew na oznaczanie podstawowych
stezen 9a,11B-PGF; i tryptazy oraz mocz (po wczesniejszym, 2-godzinnym gromadze-
niu go w p¢cherzu) na oznaczanie podstawowych stgzen 9a,11p3-PGF,i LTE,.

Ponadto u 26 chorych, losowo wybranych z tej grupy, przeprowadzono doustng
prob¢ prowokacyjna z aspiryna, po zakonczeniu ktérej pobierano w odpowiednich
punktach czasowych krew i mocz na oznaczanie stgzenia tych samych metabolitow,
ktore pobierano rano. Krew pobierano po S, 30, 60 i 120 minutach od wystapienia
dodatniej reakcji skurczowej oskrzeli. W dniu podawania placebo, poprzedzajacym
wlasciwy test, krew pobierano przed zazyciem placebo oraz po zazyciu jego drugiej
dawki, w takich samych punktach czasowych jak po prowokacji aspiryng. Probki mo-
czu zbierano z 2-godzinnych frakcji, po 2, 4 i 6 godzinach od wystapienia reakcji skur-
czowej oskrzeli po prowokacji aspiryna, jak réwniez po podaniu drugiej dawki placebo.
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b. Chorzy na astme oskrzelowa dobrze tolerujacy aspiryng

Badaniem objeto 66 chorych na astme alergiczng i niealergiczng (27 mezczyzn, 39
kobiet) w wieku 19-70 lat, srednio 34,6 £ 1,6 roku. Wszyscy ci chorzy zazywali
z réznych powodow w ciagu ostatnich 2 lat aspiryng i inne NLPZ, nie obserwujac zad-
nych powiktan. Sredni czas trwania astmy wynosil w tej grupie 10,6 £ 1,2 roku. Sred-
nia wartos¢ FEV,| wynosita 3,1 £ 0,1 |, co stanowito 92,5 + 1,8% wartosci naleZnej; 55
0sob (83,3%) mialo dodatnie testy skorne z co najmniej 1 alergenem wziewnym. Sred-
nia wartos¢ catkowitego IgE wynosita 129,3 + 36,5 IU/ml. Kortykosteroidy wziewne
zazywato 45 chorych (68,2%) w sredniej dawce dobowej 1000 pg w przeliczeniu na
flutikazon (250-2000 pg). Natomiast kortykosteroidy doustne przyjmowalo 20 cho-
rych (30,3%) w sredniej dawce dobowej 10,6 mg w przeliczeniu na metyloprednizolon
(2-16 mg).

U wszystkich badanych chorych pobierano rano krew na oznaczanie podstawowych
stezen 9a,11B-PGF; i tryptazy oraz mocz na oznaczanie podstawowych stgzen 9a,11p-
-PGF,i LTE,.

U 12 chorych z tej grupy, wybranych losowo, podawano jednorazowe dawki aspi-
ryny poprzedzone zazyciem placebo, w sposob opisany w dalszej czg¢sci tego rozdziatu.

U tych chorych pobierano krew na oznaczanie stezen 9a.,11B-PGF; nie tylko przed
podaniem placebo i kazdej z dawek aspiryny, ale takze po 15, 30, 60 i 120 minutach od
ich podania.

Nie pobierano probek moczu po prowokacji.

c. Grupa kontrolna oséb zdrowych

Grupe kontrolna stanowilo 50 zdrowych oséb sposrod personelu 11 Katedry Chordb
Wewngtrznych CM UJ (17 mgzczyzn, 33 kobiety) w wieku 25-61 lat, $rednio 35,6 +
1,4 roku. Zadna z tych oséb nie miala w przesziosci objawow alergii i astmy. Wszyst-
kie mialy ujemne wyniki testow skdrnych z powszechnymi alergenami wziewnymi,
aw ich surowicy nie wykryto obecnosci specyficznych przeciwcial IgE w jakoscio-
wym tescie in vitro (Phadiatop). Srednia wartos¢ calkowitego IgE wynosila 38,8 + 9.2
IU/ml. Osoby te zazywaly bez powiktan aspiryng oraz inne NLPZ.

U wszystkich osob z tej grupy pobierano krew na oznaczanie podstawowych stgzen
9a,11B-PGF, i tryptazy oraz mocz na oznaczanie podstawowych stezen 9a,11B-PGF,
i LTE,.

Ponadto 24 osobom z tej grupy podawano aspiryn¢ i placebo w sposéb opisany
w dalszej czgsci tego rozdziatu i w odpowiednich punktach czasowych pobierano krew
na oznaczanie st¢zen 9a,11B-PGF, i tryptazy oraz mocz na oznaczanie st¢zen 9a,11p-
-PGF, i LTE,. Krew pobierano przed zazyciem, a nastgpnie po 15, 30, 60 i 120 minu-
tach od zazycia placebo oraz pojedynczych dawek aspiryny. Kiedy podawano 3 dawki
aspiryny/placebo w ciggu 1 doby, krew pobierano przed pierwsza dawka, 5 godzin
pozniej, tj. przed druga dawka oraz po 24 godzinach. Mocz gromadzono wyjsciowo
oraz we frakcjach 2-godzinnych, po 2, 4 i 6 godzinach od zazycia placebo i pojedyn-
czych dawek aspiryny. W przypadku zazywania 3 dawek aspiryny/placebo w ciagu
doby mocz pobierano tylko przed pierwsza dawka poranna, a nastgpnie po 24 godzi-
nach, zawsze po 2-godzinnym gromadzeniu moczu w pgcherzu.
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4.1.3. Badanie markerow aktywacji mastocytow przed wziewng prowokacjq adenozyng
i metacholing u chorych na astme oskrzelowa i po nich (etap 3i4)

Badaniami objeto 18 chorych nas astme oskrzelowa (9 megzczyzn i 9 kobiet) w wie-
ku 19-67 lat, srednio 37,2 £ 3,5 roku. W tej grupie 7 chorych miato astme¢ z nadwraz-
liwoscig na aspiryng, co bylo potwierdzone doustnym testem prowokacyjnym z tym
lekiem. Pozostalych 11 chorych dobrze tolerowalo aspiryne i inne NLPZ. Natomiast |1
chorych mialo astme¢ alergiczna, co potwierdzal wywiad, dodatnie testy skorne z pod-
stawowymi alergenami wziewnymi oraz obecnos$¢ specyficznych przeciwcial IgE wo-
bec tych alergenéw w klasie > 2. Pozostalych 7 chorych mialo astm¢ niealergiczna.
W chwili przeprowadzania badan wszyscy byli w okresie stabilnym choroby i pozo-
stawali bez zaostrze w ciagu ostatnich 6 tygodni. Sredni czas trwania astmy wynosit
14,3 + 1,9 roku. Srednia wartos¢ FEV, wynosita 3,06 £ 0,2 |, co stanowito 92,2 + 2,4%
wartosci naleznej. Kortykosteroidy wziewne zazywalo 15 chorych (83,3%) w s$redniej
dawce dobowej 380 pg w przeliczeniu na flutikazon (zakres dawek 50-1000 pg).

W tej czgsci badania ci sami chorzy byli poddani — w sposéb randomizowany —
w odstepie kilkunastu dni, dwém wziewnym testom prowokacyjnym: z adenozyng
i z metacholing. W trakcie kazdego z tych testéw pobierano krew wyjsciowo na ozna-
czanie podstawowych stezen 9a,11B-PGF; i tryptazy oraz mocz (po wczesniejszym,
2-godzinnym gromadzeniu go w pgcherzu) na oznaczanie podstawowych st¢zen LTE,,
a nastgpnie po zakonczeniu prowokacji, w odpowiednich punktach czasowych. Krew
pobierano po 5, 30, 60 i 120 minutach, a probki moczu z 2-godzinnych frakcji, po 2, 4
i 6 godzinach od wystapienia reakcji skurczowej oskrzeli.

4.2. Metody przeprowadzania testow prowokacyjnych

4.2.1. Wziewny test prowokacyjny z alergenem

Roztwory alergendw Dermatophagoides pteronyssinus i pytkow traw mieszanych
(Aquagen SQ, ALK, Hersholm, Dania) przygotowywano tuz przed rozpoczg¢ciem testu
poprzez 10-krotne rozcienczanie roztworu oryginalnego (100 000 SQ-U/ml) za pomoca
rozpuszczalnika ALK zawierajacego w 1 ml: 0,3 mg albuminy ludzkiej, S mg chlorku
sodu, 2,5 mg wodoroweglanu sodu i 5 mg fenolu. W ten sposob uzyskano 10-krotnie
wzrastajace stezenia alergenow 1-100 000 SQ-U/ml. Inhalacje przeprowadzano przy
uzyciu systemu komputerowego abcPneumo 2000 RS (abcMED, Krakéw, Polska)
polaczonego z systemem do kontrolowanego podawania aerozoli w inhalacji.

Do badania kwalifikowano chorych z FEV, > 80% wartosci naleznej. Prowokacje
rozpoczynano zawsze o tej samej porze, pomi¢dzy godzina 8.00 a 8.30, podajac do
inhalacji placebo w postaci 1 ml oryginalnego rozcienczalnika ALK, ktore chory
wziewal w trakcie 10 spokojnych wdechéw. Kazdy wdech trwal 500 milisekund,
a wziewanie aerozolu rozpoczynalo si¢ w 100 milisekund od rozpoczecia wdechu.
FEV,| mierzono przed inhalacja, a nastgpnie bezposrednio po zakonczeniu inhalacji
oraz po 5 i po 10 minutach. Jesli roznice pomigdzy poszczegdlnymi pomiarami FEV,
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przewyzszaty 15%, chory byt wykluczany z dalszej czgsci badania ze wzgledu na nie-
stabilnos¢ drzewa oskrzelowego. W pozostatych przypadkach obliczano srednig war-
tos¢ FEV, z trzech wartosci uzyskanych po inhalacji placebo. Ta wartos¢ byla nastep-
nie traktowana jako warto$¢ wyjsciowa. W tych samych punktach czasowych mierzono
PEF i obliczano jego wartos¢ wyjsciowa, podobnie jak dla FEV.

Nastepnie rozpoczynano inhalacje alergenu, poczawszy od najnizszego stgzenia,
czyli 1 SQ-U/ml. Przeprowadzano je w identyczny sposéb jak inhalacje placebo (roz-
cienczalnika). FEV, mierzono bezposrednio po zakonczeniu inhalacji kazdego st¢zenia
alergenu oraz po 5 i po 10 minutach. Test przerywano, jesli po ktérymkolwiek z kolej-
nych stezen uzyskano spadek FEV, > 20% wzgledem wartosci wyjsciowej, tj. sredniej
po placebo. Rozpoznawano wowczas wczesng reakcje¢ alergiczng. St¢zenie alergenu
powodujace ten spadek okreslano jako PCyy. Odnotowywano rowniez towarzyszace tej
reakcji objawy kliniczne.

Jedli zas spadek FEV, wynosit 15-20% wzglgdem wartosci wyjsciowej, wstrzy-
mywano si¢ od podania kolejnego stgzenia alergenu i kontynuowano pomiary FEV,
przez dalsze 10 minut, czyli po 15 i po 20 minutach od zakonczenia inhalacji. Gdy
w tym czasie nie dochodzito do dalszego spadku FEV,, podawano nastgpne stezenie
alergenu. Jesli za$ nastapit spadek FEV, >20% wzgledem wartosci wyjsciowej, test
przerywano i uznawano go za dodatni. Kiedy zas po zainhalowaniu najwyzszego ste-
Zenia alergenu nie obserwowano w ciagu 30 minut wymaganego spadku FEV,, wynik
testu uznawano za ujemny.

Po stwierdzeniu reakcji wczesnej lub po zainhalowaniu wszystkich stgzen bez reak-
cji kontynuowano obserwacje¢ i dalsze pomiary, mierzac PEF co 30 minut oraz FEV,
co 2 godziny w ciagu nastepnych 12 godzin, w celu stwierdzenia obecnosci ewentual-
nej reakcji péznej. Taka reakcj¢ rozpoznawano, jesli nastapil spadek PEF lub FEV,
o co najmniej 15% wzgledem wartosci wyjsciowe;j.

Przed testem odstawiano krotko dzialajace [B,-mimetyki na 8 godzin, dlugo dziata-
jace Bo-mimetyki i metyloksantyny na 24 godziny, leki antyhistaminowe na S dni. Cho-
rzy kontynuowali przyjmowanie kortykosteroidéw wziewnych.

4.2.2. Doustny test prowokacyjny z aspiryng u chorych na astme aspirynowa

Doustny test prowokacyjny z aspiryng przeprowadzano przez 2 kolejne dni. Co-
dziennie rozpoczynano go migdzy godzing 8.00 a 8.30. Do testu kwalifikowano osoby
z FEV, > 70% wartosci naleznej. Pomiary spirometryczne wykonywano za pomocg
spirometru abcPneumo 2000 (abcMED, Krakoéw, Polska). W pierwszym dniu chorzy
otrzymywali 2-krotnie w odstepach 2,5-godzinnych po 1 kapsulce placebo. FEV, mie-
rzono wyjsciowo, a nast¢pnie co 0,5 godziny w ciagu 2,5 godziny od zazycia kazdej
kapsutki placebo. Jesli wahania FEV, przekraczaly 15%, chory byt wykluczany z dal-
szego badania ze wzglgdu na niestabilnos¢ drzewa oskrzelowego. W pozostatych przy-
padkach, nastgpnego dnia podawano wzrastajace dawki aspiryny, tj. 27, 44, 117 i 312
mg, rowniez w odstepach 2,5-godzinnych. Laczna dawka kumulacyjna aspiryny wyno-
sita 500 mg. FEV| mierzono przed podaniem pierwszej dawki (wartos¢ wyjsciowa),
a nastepnie w odstepach 0,5-godzinnych, w czasie 2,5 godziny po kazdej kolejnej daw-
ce. Chorzy pozostawali caly czas pod nadzorem medycznym, i odnotowywano wszel-
kie objawy kliniczne wskazujace na reakcjg nadwrazliwosci na aspiryng, takie jak
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skurcz oskrzeli, ucisk w klatce piersiowej, swisty, wyciek wodnistej wydzieliny z nosa,
blokada nosa, zaczerwienienie spojowek, obrz¢ki powiek, zaczerwienienie skory twa-
rzy i klatki piersiowej. Test przerywano i uznawano za dodatni, jesli w ktoryms mo-
mencie stwierdzono spadek FEV, > 20% wzgledem wartosci wyjsciowej z obecnoscig
objawow pozaoskrzelowych lub bez nich. Probg okreslano jako ujemna, jesli podano
maksymalng dawke kumulacyjna aspiryny bez spadku FEV,. Dawkg, ktora prowoko-
wala dokladnie 20% spadek FEV,, obliczano poprzez interpolacje krzywej logaryt-
micznej dawki kumulacyjnej oraz odpowiedzi bronchospastycznej (FEV)) i okreslano
ja jako dawke progowa (PDyy).

Przed proba odstawiano krétko dziatajace B,-mimetyki na 8 godzin, dlugo dzialaja-
ce B>-mimetyki i metyloksantyny — na 24 godziny, leki antyhistaminowe — na S dni.
Chorzy kontynuowali leczenie kortykosteroidami wziewnymi. W razie koniecznosci
przewleklego stosowania kortykosteroidow doustnych dopuszczalna dawka wynosita
8 mg w przeliczeniu na metyloprednizolon.

4.2.3. Podawanie aspiryny w grupie chorych na astme dobrze tolerujacych aspiryne

Chorym na astmg¢ dobrze tolerujacym aspiryn¢ podawano jednorazowo 100 mg
aspiryny. Dawka ta odpowiadata sredniej dawce progowej wyliczonej w grupie cho-
rych na astme aspirynowa. Podanie pierwszej dawki aspiryny bylo poprzedzone dzien
wczesniej podaniem pojedynczej dawki placebo. Kilka tygodni pozniej ci sami chorzy
otrzymali jednorazowo 600 mg aspiryny. FEV| mierzono przed zazyciem oraz co 0,5
godziny w czasie 2,5 godziny od zazycia placebo i kazdej z dawek aspiryny.

4.2.4. Podawanie aspiryny w grupie kontrolnej oséb zdrowych

Dziesigciu osobom zdrowym podano jednorazowo 100 mg aspiryny. Kilka tygodni
pozniej te same 10 oséb otrzymalo jednorazowo 600 mg aspiryny. Podanie kazdej
dawki bylo poprzedzone dzien wczesniej podaniem pojedynczej dawki placebo. Na-
stepnie 14 innych zdrowych oséb otrzymato 3 dawki aspiryny w ciagu jednej doby, tj.
100 mg rano, 600 mg w S godzin pdzZniej i kolejne 600 mg nastgpnego dnia rano. Tak
wigc catkowita dawka otrzymana przez jedna osobg w ciagu doby wynosita 1300 mg.

4.2.5. Wziewny test prowokacyjny z adenozyng

Do testu stosowano sol sodowg S’-monofosforanu adenozyny (Sigma-Aldrich,
Niemcy), jako tatwiej rozpuszczalng niz sama adenozyna. Rozpuszczano ja kazdora-
zowo w soli fizjologicznej bezposrednio przed rozpoczgciem badania. W pierwszym
etapie uzyskiwano roztwor 400 mg/ml, ktéry nastgpnie rozcienczano za kazdym razem
2-krotnie. W ten sposob otrzymywano nastgpujace wzrastajace stgzenia: 3,15, 6,25,
12,5, 25,0, 50,0, 100,0, 200,0 i 400,0 mg/ml.

Prowokacje przeprowadzano metoda 5 oddechéw opracowang przez European Re-
spiratory Society Task Force [110]. Aerozol byt wytwarzany przy uzyciu nebulizatora
DeVilbiss 646 (Sunrise Medical, USA) potaczonego z dozymetrem, umozliwiajacym
zainhalowanie w czasie 0,6 sekundy 0,9 ul roztworu adenozyny.
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Do testu kwalifikowano osoby z FEV,| > 60% wartosci naleznej. W pierwszym eta-
pie inhalowano sél fizjologiczna (jako placebo) w ciagu S spokojnych wdechéw po-
przedzonych spokojnym wydechem do poziomu FRC. Kazdy wdech trwat 5 sekund,
po czym chory zatrzymywal oddech na szczycie wdechu (na poziomie TLC) na na-
stgpne S sekund. FEV; mierzono przed pierwszym wdechem, a nast¢pnie po 60 i po
180 sekundach od zakonczenia ostatniego wdechu. Warunkiem przejscia do inhalacji
adenozyny byl brak wigkszych niz 10% wahan wartosci FEV, po inhalacji placebo.
Wyzszy z dwoch pomiarow FEV, zmierzonych po inhalacji placebo stuzyt jako war-
tos¢ wyjsciowa do pdzniejszego obliczania spadku FEV, po adenozynie. Zasady inha-
lacji kolejnych, 2-krotnie wzrastajacych stezen adenozyny byly identyczne jak w przy-
padku inhalacji placebo. Test przerywano i uznawano go za dodatni, jesli po ktérym-
kolwiek ze stgzen dochodzilo do spadku FEV, > 20% wzgl¢dem wartosci wyjsciowe;j
i obliczano wartos¢ PC,,. Brak reakcji po zainhalowaniu najwyzszego ze stgzen adeno-
zyny pozwalat na uznanie testu za ujemny.

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

4.2.6. Wziewny test prowokacyjny z metacholing

Do testu uzywano chlorowodorku metacholiny (Provocholine, Methapharm, ACIC,
Cypr). Roztwér do inhalacji przygotowywano kazdorazowo przed rozpoczgciem bada-
nia, stosujac sol fizjologiczna jako rozpuszczalnik. W pierwszej kolejnosci sporzadza-
no roztwor 16 mg/ml, ktéry nastgpnie rozcienczano za kazdym razem 4-krotnie. W ten
sposob uzyskiwano nast¢pujace stgzenia: 0,0625, 0,25, 1,0, 4,0 i 16 mg/ml.

Prowokacje przeprowadzano metoda S oddechéow opracowang przez American
Thoracic Society [115], uzywajac tego samego sprz¢tu co do testow z adenozyna.

Do testu byli kwalifikowani chorzy z FEV, > 60% wartosci naleznej. Badanie roz-
poczynano od inhalacji soli fizjologicznej w identyczny sposdb jak w tescie prowoka-
cyjnym z adenozyna, z ta réznica, ze FEV, mierzono przed pierwszym wdechem,
a nastgpnie po 30 i po 90 sekundach od zakonczenia piatego wdechu i wymagano, aby
wahania FEV, po inhalacji placebo nie przekraczaly 15%. Wyzszy z dwoch pomiaréw
FEV, zmierzonych po inhalacji placebo wybierano jako wartos¢ wyjsciowa do poz-
niejszego obliczania spadku FEV, po inhalacji metacholiny. Inhalacje kolejnych,
4-krotnie wzrastajacych stezen metacholiny odbywaly si¢ w identyczny sposob jak
inhalacje soli fizjologiczne;j. Jesli po ktorymkolwiek ze stezen nastapit spadek FEV, >
20% wzgledem wartosci wyjsciowej (po soli fizjologicznej), test przerywano i uzna-
wano go za dodatni. Nastgpnie obliczano st¢zenie powodujace 20% spadku wartosci
FEV, poprzez interpolacj¢ krzywej logarytmicznej st¢zenia metacholiny i odpowiedzi
bronchospastycznej (FEV)), okreslajac je jako st¢zenie progowe (PCy). Jesli po zain-
halowaniu najwyzszego ze stgzen nie nastgpowal wymagany spadek FEV,, test kon-
€Zono i uznawano go za ujemny.

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

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

Metabolit PGD,, czyli 9a,11B-PGF,, oznaczano w osoczu i w moczu metodg chro-
matografii gazowej potaczonej ze spektrometria mas, technikg ujemnej jonizacji che-
micznej na spektrometrze (Hewlett Packard, Palo Alto, USA) zgodnie z metoda opisa-
na przez Obata i wsp. [57].

Probki krwi wirowano przez 10 minut natychmiast po pobraniu (3500 obrotow/
min). Do 1 ml uzyskanego osocza dodawano 0,5 ng PGF,, znakowanej deuterem
([*H4]PGF,), jako wewnetrznego standardu zas do 0,2 ml probki moczu dodawano
1,0 ng [*H4]PGFyq. Po zakwaszeniu do pH 3,0 oba rodzaje probek ekstrahowano octa-
nem etylu. Gérna warstwe ekstraktu odparowywano do suchosci w atmosferze prze-
pltywajacego azotu. Pozostalos¢ derywatyzowano bromkiem pentafluorobenzylowym
(PFBBr) do estru pentafluorobenzylowego. Nastgpnie rozdzielano metoda chromato-
grafii cienkowarstwowej na plytkach szklanych pokrytych zelem krzemionkowym.
Wyizolowany ester pentafluorobenzylowy 9a,11B-PGF, derywatyzowano trifluoro-
-N,O-bis-(trimetylosilylo)-acetamidem (BSTFA) w obecnosci pirydyny do eteru tri-
metylsilylowego, ktéry analizowano przy uzyciu chromatografu gazowego sprz¢zone-
go ze spektrometrem mas. Uzywano 30-metrowej kolumny HP-Sms (ID 0,25 mm)
o grubosci filmu 0,25 pm. Oznaczane zwiazki analizowano technika selected ion mo-
nitoring (SIM), rejestrujac jony o m/z 569 dla 9a,11B-PGF, oraz o m/z 573 dla stan-
dardu wewngtrznego.

Stezenia mierzonych eikozanoidéw we krwi wyrazano w pg/ml, w moczu zas
w ng/mg kreatyniny.

4.3.2. Oznaczanie stezenia tryptazy w surowicy

Tryptaz¢ oznaczano w surowicy metoda fluoroenzymatyczna przy uzyciu zestawu
UniCAPTryptase (Pharmacia & Upjohn Diagnostics, Uppsala, Szwecja).

Prébki surowicy badanych osob inkubowano z przeciwcialami przeciwko tryptazie
zwigzanymi kowalencyjnie z faza stala (Immuno-CAP) w temperaturze pokojowej
przez 30 minut. Po odptukaniu nadmiaru surowicy powstate kompleksy tryptaza-anty-
tryptaza inkubowano z przeciwcialami przeciwko tryptazie znakowanymi enzymem
(B-galaktozydaza) w temperaturze pokojowej przez 150 minut. Nastgpnie odplukiwano
nadmiar niezwigzanych kompleksow. Natomiast kompleksy zwigzane inkubowano
w obecnosci roztworu rozwijajacego, zawierajacego substrat fluorescencyjny (4-me-
tyloumbeliferyl-B-D-galaktozyd) w temperaturze pokojowej przez 10 minut, generujac
w ten sposob fluorescencj¢. Nastgpnie probki eluowano ptynem hamujacym (4% we-
glan sodu). W uzyskanym eluacie mierzono fluorescencje¢ za pomocg czytnika Fluoro-
Count 96. Fluorescencja kazdej z badanych probek byla proporcjonalna do stezenia
tryptazy zawartej w tej probce. Dla przedstawienia wynikéw testu fluorescencja probki
byla poréwnywana bezposrednio z krzywa standardowa.

Wyniki przedstawiano w pg/l.
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4.3.3. Oznaczanie stezenia LTEs w moczu

Stezenie LTE4 w moczu oznaczano metoda immunoenzymatyczna (ELISA, Cayman
Chemicals, AnnArbor, USA), zgodnie z metoda opisang przez Kumlin i Dahléna [116].

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

Po rozmrozeniu i ponownym wirowaniu mocz rozcienczano buforem znajdujacym
si¢ w zestawie w proporcji 1:4, umieszczano w dolkach plytki optaszczonych mono-
klonalnym przeciwciatem (Mo-AntiRb IgG) i inkubowano z acetylocholinesteraza
skoniugowang z LTE, (LTE, tracer) oraz antysurowica specyficzng dla LTE, przez 18
godzin w temperaturze pokojowej. Niezwiazane reagenty usuwano, a ptytk¢ ptukano
buforem. Nastgpnie dodawano odczynnik Ellmana zawierajacy substrat dla acetylo-
cholinesterazy i catos¢ inkubowano przez | godzing w temperaturze pokojowe;j. Pro-
dukt reakcji enzymatycznej (barwy zottej) mierzono spektrofotometrycznie, odczytujac
absorpcje¢ przy dtugosci fali 405 nm.

Stezenie LTE, odczytywano z krzywej standardowej i po przeliczeniu podawano
wynik w pg/mg kreatyniny.

4.3.4. lioSciowe oznaczanie specyficznych przeciwcial IgE

Specyficzne przeciwciala IgE w surowicy oznaczano metoda fluoroenzymatyczng
przy uzyciu zestawu Pharmacia CAP System Specific IgE FEIA (Pharmacia & Upjohn
Diagnostics, Uppsala, Szwecja).

Probki surowicy inkubowano z alergenem zwigzanym kowalencyjnie z faza stala
(kubeczki — Immuno-CAP) w temperaturze pokojowej przez 30 minut. Po odptukaniu
nadmiaru surowicy powstale kompleksy antygen-przeciwcialo inkubowano ponownie
z przeciwcialami anty-IgE znakowanymi enzymem (B-galaktozydaza) w temperaturze
pokojowej przez 150 minut. Nastepnie odptukiwano nadmiar niezwigzanych komplek-
sow. Natomiast kompleksy zwiazane inkubowano po raz kolejny w obecnosci roztworu
rozwijajacego w temperaturze pokojowej przez 10 minut, generujac fluorescencje.
Nastepnie probki eluowano ptynem hamujacym. W uzyskanym eluacie mierzono flu-
orescencj¢ za pomocg czytnika FluoroCount 96. Fluorescencja kazdej z probek bada-
nych byta proporcjonalna do st¢zenia specyficznego IgE zawartego w tej probce. Do
sklasyfikowania wynikdw testu fluorescencja probki byla porownywana bezposrednio
z krzywg standardowa.

Wartosci ponizej 0,35 kU/I wskazywaly na brak lub nieoznaczalne stg¢zenie specy-
ficznych przeciwcial IgE. Wartosci > 0,35 kU/l swiadczyly o wzroscie wzglgdnego
stgzenia tych przeciwcial. Wyniki liczbowe (stezenia) uzupetniono kwalifikacjg w kla-
sach, w zaleznosci od przedzialu stgzen:

klasa 0 < 0,35 kU/I

klasal 0,35-0,7 kU/I

klasa2 0,7-3,5 kU/I

klasa3 3,5-17,5 ku/l

klasa4 17,5-50,0 kU/I

klasa5 50,0-100 kU/I

klasa 6 > 100 kU/I
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4.3.5. Jakosciowe oznaczanie specyficznych przeciwciat IgE

Jakosciowa oceng specyficznych IgE w surowicy przeprowadzano metoda fluoro-
enzymatyczng przy uzyciu zestawu PharmaciaCAP System Phadiatop (Pharmacia &
Upjohn Diagnostics, Uppsala, Szwecja).

Probki surowicy inkubowano z mieszaning najbardziej popularnych alergenéw
wziewnych zwigzanych kowalencyjnie z faza stata (Immuno-CAP) w temperaturze
pokojowej przez 30 minut. Dalsze etapy badania odbywaly si¢ w sposéb analogiczny
jak w opisanej ilosciowe) metodzie oznaczania specyficznych przeciwciat IgE. Fluore-
scencje probek surowic badanych poréwnywano z krzywa standardowa.

Za punkt odcigcia dla wynikéw dodatnich i ujemnych przyjmowano stgzenie 0,35
kU/L.

4.3.6. Oznaczanie catkowitego IgE

Calkowite IgE w surowicy oznaczano metoda nefelometryczng przy uzyciu zesta-
woéw NLatex IgE mono (Dade Behring, Newark, USA) za pomoca aparatu Behring
Nephelometer Analyzer 11 (Dade Behring, Newark, USA). Rozcienczone buforem
probki surowicy inkubowano z anty-IgE optaszczonymi na lateksie przez 6 minut
w temperaturze 37°C, w wyniku czego powstawaly agregaty dajace zmg¢tnienie. Inten-
sywnos¢ rozproszenia swiatta proporcjonalng do st¢zenia IgE odczytywano na nefelo-
metrze.

Wyniki podawano w 1U/m}.

4.4, Testy skdrne

Testy skorne prick wykonywano z czternastoma powszechnymi alergenami wziew-
nymi przy uzyciu zestawu Soluprick (ALK, Hersholm, Dania). Jako kontrole dodatnig
stosowano chlorowodorek histaminy (1 mg/ml), jako zas kontrol¢ ujemna — oryginalny
rozcienczalnik alergenéw firmy ALK. Za wynik dodatni przyjmowano babel o sredni-
cy co najmniej 3 mm wigkszej od srednicy babla kontroli ujemne;.

4.5. Skala punktowa objawdw po prowokacji doustnej aspiryng u chorych na astme
aspirynowgq

Reakcji skurczowej oskrzeli po prowokacji doustnej aspiryna u chorych na astme
aspirynowga czgsto, oprocz dusznosci, towarzysza objawy pozaoskrzelowe, dlatego tez
w tej grupie chorych opracowano 3-stopniowa skalg ich oceny. Brano w niej pod uwa-
ge nastgpujace objawy: dusznosé, wodnista wydzieling z nosa, blokadg nosa, objawy
oczne ($wiad i/lub zaczerwienienie spojowek), rumien twarzy i szyi, bol glowy, obja-
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wy zotadkowe (nudnosci i/lub wymioty). Kazdemu z wymienionych objawéw przypi-
sywano 1-3 punkty, w zaleznosci od stopnia jego nasilenia. Nastgpnie uzyskane punkty
sumowano i w ten sposéb otrzymywano indywidualny faczny wskaznik (score) obja-
wow dla kazdego chorego, ktory stuzyt do pordwnywania z nasileniem wydzielania
poszczegdlnych mediatorow.

4.6. Analiza statystyczna

Wyniki badan wyrazano jako srednia arytmetyczna i blad standardowy sredniej
(Standard Error of the Mean — SEM).

Analizg poréwnan pomigdzy dwiema grupami w zakresie podstawowych wartosci,
oznaczonych w spoczynku, przeprowadzano za pomocg testu t-Studenta dla grup nie-
zaleznych w przypadku, kiedy zmienne zalezne miaty rozktad normalny, lub za pomo-
cg testu U Manna-Whitneya w przypadku rozkladu zmiennych zaleznych réznego od
normalnego. Przy pordwnywaniu réznic pomigedzy trzema grupami w zakresie wartosci
podstawowych stosowano jednoczynnikowa analizg wariancji ANOVA. W razie stwier-
dzenia istotnych réznic migdzy grupami kazda par¢ grup porownywano testem post-
-hoc Tukeya.

Poréwnan pomigdzy wartosciami podstawowymi a wartosciami zmierzonymi
w odpowiednich punktach czasowych po prowokacji dokonywano za pomoca analizy
wariancji dla powtarzanych pomiarow oraz nieparametrycznej analizy wariancji z po-
wtarzanymi pomiarami Friedmana, a w wypadku stwierdzenia istotnych roznic migdzy
pomiarami stosowano seri¢ testow Wilcoxona w celu ustalenia, ktéry pomiar rézni sig
od ktorego.

Do oceny zaleznosci pomigdzy dwiema zmiennymi stosowano wspdlczynnik kore-
lacji Pearsona lub Spearmana, w zaleznosci od normalnosci rozktadu.

Za graniczny poziom istotnosci statystycznej we wszystkich analizach przyjgto
a =0,05.

Analiz¢ przeprowadzono za pomoca pakietu komputerowego Statistica for Win-
dows wersja 6.0 (StatSoft, Inc. Tulsa, USA).






5. WYNIKI BADAN

5.1. Prowokacja wziewna alergenem (etap 1)

5.1.1. Wartosci podstawowych stezen badanych mediatoréw we krwi i w moczu

Nie obserwowano istotnych réznic w zakresie Srednich podstawowych stgzen
9a,11B-PGF, w osoczu i w moczu, jak rowniez tryptazy w surowicy miedzy grupa
chorych na astme alergiczna a grupg kontrolna osoéb zdrowych (tab. 1). Jedynym me-
diatorem, ktdry wyrdznial si¢ znamiennie wyzsza srednig wartoscia w grupie chorych
na astme alergiczna, w porownaniu z grupa oséb zdrowych, bylo stezenie LTE,
w moczu (tab. 1).

Tabela 1

Srednie warto$ci podstawowych stezen eikozanoidow i tryptazy w grupie chorych na astme
alergiczng (AA) oraz w grupie kontrolnej oséb zdrowych

AA (n = 32) zdrowi (n = 50) P
9a,11B-PGF2 w osoczu (pg/ml) 459125 5111173 > 0,05
tryptaza w surowicy (pg/l) 4,46 + 1,84 443 +154 > 0,05
9a,11B-PGF2 w moczu (ng/mg kreatyniny) 0,92 + 0,56 1,06 £ 0,51 > 0,05
LTE4 w moczu (pg/mg kreatyniny) 538,4 £4405 | 329,3+1875 <0,01

5.1.2. Markery aktywacji mastocytow po wziewnej prowokacji alergenem u chorych na astme
alergiczng

U wszystkich 10 chorych inhalacja alergenu wywotala wczesna reakcje astmatycz-
na manifestujaca si¢ dusznoscia oraz spadkiem FEV, > 20% wzgl¢gdem wartosci wyj-
Sciowej. Sredni spadek FEV, wynosit 31,2 £ 3,1%. Tylko u 2 0séb obserwowano do-
datkowo lekki katar i kichanie. U 5 sposrod 10 badanych chorych wystapita pozna
reakcja astmatyczna objawiajaca si¢ ponownym nawrotem dusznosci oraz spadkiem
FEV, > 15% wzgledem wartosci wyjsciowej. Stezenia i rodzaj alergenu wyzwalajace-
go reakcje astmatyczne oraz wielkosé spadku FEV, u poszczegdlnych chorych przed-
stawiono w tab. 2.
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Tabela 2

Rodzaj alergenu i odpowiedz ze strony oskrzeli u 10 chorych na astme alergiczng poddanych
wziewnej prowokacji alergenem

FEV; wyjSciowe EAR LAR
chory |alergen PC2 (SQ) (% wartosci (% spadku (% spadku
naleznej) FEVy) ** FEV,) **
1 trawy 100 000 99,7 46,5
2 trawy 10 000 92,0 27,9
3 D. pteronyssinus 100 000 99,2 311
4 trawy 10 000 98,5 253
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 100 000 102,6 331 16,0
9* | D. pteronyssinus 100 000 109,9 30,1 [ 24,5
10* | D. pteronyssinus 100 000 93,3 22,7 16,5

EAR - wczesna reakcja astmatyczna

LAR - pézna reakcja astmatyczna

* chorzy, u ktérych rozwinela sie LAR

** spadek FEV, liczony wzgledem sredniej wartosci wyjsciowej FEV, (po inhalacji rozpuszczalnika)

9a,11B-PGF; w osoczu po prowokacji alergenem

Inhalacja alergenu spowodowata znamienny (p < 0,01), wczesny wzrost $redniego
stezenia 9a.,1 13-PGF, w osoczu. Wartos¢ ta, zmierzona w czasie 5 minut od zakoncze-
nia prowokacji, wynosita 16,98 + 5,62 pg/ml i byta 5-krotnie wyzsza w poréwnaniu ze
$rednia wartoscia podstawowa sprzed prowokacji (3,38 £ 0,46 pg/ml) (rys. 4). Srednie
stezenie 9a,11B-PGF, stopniowo zmniejszalo sig, lecz byto jeszcze znamiennie wigk-
sze od wartosci podstawowej w 30 minut po prowokacji (8,87 = 2,37 pg/ml, p < 0,05).
W nastepnych punktach czasowych srednie stgzenia 9a,11B-PGF, w osoczu zblizaty
si¢ stopniowo do wartosci podstawowej i wynosily odpowiednio: 5,99 + 0,92 pg/ml
14,07 £ 0,59 pg/ml po 60 i 120 minutach od zakonczenia prowokacji. Wartosci te nie
roznily si¢ juz znamiennie od wartosci podstawowej (p > 0,05) (rys. 4).
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Rys. 4. Srednie stezenia 9«,11B-PGF; i tryptazy we krwi przed wziewna prowokacjq i po wziewnej
prowokacji alergenem u chorych na astme alergiczng

Kinetyka wydzielania 9a,11B3-PGF, do krwi byla podobna u wszystkich badanych
chorych (rys. 5a). Maksymalny wzrost st¢zenia tego eikozanoidu obserwowano w cia-
gu 5 minut od zakonczenia prowokacji. U jednej chorej wzrost ten wynosit az 2314%
wzgledem wartosci podstawowej, u 7 innych osob wzrosty miescily si¢ w granicach
pomig¢dzy 100% a 800%, u jednej osoby wynosit on ponizej 100%. Tylko u jednego
chorego wydzielanie 9¢.,11B-PGF, do krwi przebiegalo stabilnie w ciagu 2-godzinnej
obserwacji (rys. 6a). U chorej z najwyzszym wzrostem 9a,113-PGF; odnotowano jed-
noczesnie najwi¢kszy spadek FEV, w odpowiedzi na prowokacj¢ alergenem.

Analizujac cala grupg, nie stwierdzono jednakze istotnej korelacji pomigdzy 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 spowodowala istotnych zmian w wydzielaniu tryptazy do
krwi. Srednie stezenia tego mediatora mierzone w odpowiednich punktach czasowych
po zakonczeniu prowokacji alergenem nie réznity si¢ istotnie (p > 0,05) od sredniej
wartosci podstawowej (5,59 = 0,71 ng/l) (rys. 4). Wartosci te mierzone po 5, 30, 60
i 120 minutach wynosity odpowiednio: 5,11 + 0,74 pg/l, 5,24 £ 0,77 pg/l, 5,33 £ 0,88
ng/li5,04 + 0,82 pg/i(rys. 4).
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Rys. 5. Zachowanie sie stezen 9a,11B-PGF, w osoczu (a), tryptazy w surowicy (b), 9a,11B-PGF:
wmoczu (c) i LTE, w moczu (d) przed wziewng prowokacjq i po wziewnej prowokacji alergenem
u poszczegéinych chorych na astme alergiczng

W indywidualnych przypadkach dato si¢ zauwazy¢ wysokie i niskie wyjsciowe ste-
zenia tryptazy, a kinetyka wydzielania tego mediatora do krwi byla wzglednie stabilna
(rys. 5b). U 4 osdb zaobserwowano tagodne, maksymalne wzrosty tego mediatora
wzgledem wartosci podstawowych siggajace 10-16%, u S osdb nie zaobserwowano
wyraznych zmian. Tylko u jednej osoby stwierdzono spadek siggajacy —54%.

Nie stwierdzono korelacji migdzy spadkiem FEV, po prowokacji alergenem a mak-
symalng zmiana w wydzielaniu tryptazy do krwi (r =-0,12, p > 0,05).
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Rys. 6. Maksymalny procentowy wzrost lub spadek stezenia 9a,11B-PGF. w osoczu po prowokacji
alergenem (a), aspiryna (b), adenozyng (c) i metacholing (d), wyrazony w % warto$ci podstawowe;j

9a,118-PGF, w moczu po prowokacji alergenem

Inhalacja alergenu spowodowata 1,5-krotny wzrost sredniego st¢zenia 9a,11B-PGF,
(1,06 + 0,14 ng/mg kreatyniny), obliczonego w prébkach moczu zebranych w ciagu
pierwszych 2 godzin od zakonczenia prowokacji, w porownaniu ze Srednig wartoscig
podstawowg (0,72 £ 0,1 ng/mg kreatyniny) (rys. 7). R6znica ta miescila si¢ na granicy
istotnosci statystycznej (p = 0,04). Srednie wartosci mierzone dla pozostatych, 2-godzin-
nych przedzialéw czasowych nie réznily sig istotnie od wartosci podstawowej (p > 0,05)
i wynosilty: 0,76 + 0,09 ng/mg kreatyniny, 0,73 + 0,1 ng/mg kreatyniny, 0,69 + 0,07
ng/mg kreatyniny, odpowiednio dla wartosci zmierzonych w prébkach moczu zebra-
nych pomiedzy 2.a 4.,4.a 6. 6. a 8. godzing od zakonczenia prowokacji (rys. 7).
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Rys. 7. Srednie stezenia 9a,118-PGF, i LTE, w moczu przed wziewna prowokacja i po wziewnej pro-

wokacji alergenem u chorych na astme alergiczng
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Wykazano znaczng indywidualng zmiennos¢ u poszczegolnych chorych (rys. 5c).
Wzrost stezenia tego eikozanoidu w moczu w granicach 50-100% wzgledem wartosci
podstawowych dal si¢ zauwazy¢ u 3 chorych, w granicach 10-50% — u 5 chorych,
u jednego chorego stwierdzono spadek o —47%, a u jednej badanej osoby wartosci po
prowokacji oscylowatly wokol wartosci podstawowe;j.

Nie stwierdzono istotnej korelacji migdzy spadkiem FEV, po prowokacji a maksy-
malna zmiang w wydzielaniu tego eikozanoidu z moczem (r = 0,26, p > 0,05).

U 5 oséb, u ktérych rozwingla si¢ pézna reakcja astmatyczna, st¢zenia 9¢,1 13-PGF,
w moczu mierzone w tym czasie, tj. pomiedzy 6. a 8. godzina, nie roznily sie istotnie
(p> 0,05) od podstawowych, sprzed prowokacji.

LTEsw moczu po prowokacji alergenem

W poréwnaniu ze Srednig wartoscig podstawowa (397,8 + 131,2 pg/mg kreatyniny)
Srednie stgzenie LTE; w moczu, obliczone dla probek zebranych w czasie 2 pierw-
szych godzin po prowokacji (956.0 £ 293,6 pg/mg kreatyniny), wzrosto 2,5-krotnie
(rys. 7). Rdznica ta byta istotna statystycznie (p < 0,05). Znamiennie wyzsze (p < 0,05)
st¢zenia wzglgdem wartosci podstawowej utrzymywaly sig¢ takze dla srednich wartosci
obliczonych z probek moczu pobranych pomigdzy 2. a 4. oraz 4. a 6. godzina od za-
konczenia prowokacji i wynosily odpowiednio: 978,0 + 259,9 pg/mg kreatyniny, 607,7
+ 127,1 pg/mg kreatyniny. Srednie stezenie tego eikozanoidu w moczu powrécito do
wartosci sprzed prowokacji dopiero pomigdzy 6. a 8. godzina od zakonczenia prowo-
kacji i wynosilo 453,4 + 97,3 pg/mg kreatyniny (p > 0,05) (rys. 7).

Prowokacja alergenem doprowadzita do wzrostu wydzielania LTE; z moczem
u wszystkich 10 badanych oséb, chociaz maksymalny wzrost byt osiagany w réznych
przedzialach czasowych po prowokacji (rys. 5d). U 3 chorych wzrost ten byt znaczny
i wynosit 500-1000%, u 5 os6b miescit si¢ pomigdzy 100 a 400%, natomiast u pozo-
statych 2 osdb nie przekraczat 100% i miescit si¢ w granicach 20-75%.

Stwierdzono istotng korelacj¢ pomigdzy maksymalnym spadkiem FEV, po prowo-
kacji alergenem a maksymalnym wzrostem wydzielania LTE, z moczem (r = —0,79,
p <0,05) (rys. 8).

spadek FEV, (% w. wyjsciowej)
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Rys. 8. Korelacja pomiedzy maksymalnym wzrostem wydzielania LTE, z moczem (% wartosci podsta-
wowej) a maksymalnym spadkiem FEV, (% wartosci wyjsciowej) po prowokacji alergenem u chorych na
astme alergiczng
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Podobnie jak w przypadku 9a,11B-PGF, w moczu, u 5 osob, u ktérych rozwingla
si¢ pozna reakcja astmatyczna, st¢zenia LTE; w moczu mierzone w tym czasie, tj.
pomigdzy 6. a 8. godzing po prowokacji, nie roznity sie istotnie (p > 0,05) od wartosci
podstawowych.

5.2. Prowokacja doustna aspiryna (etap 2)

5.2.1. Chorzy na astme z nadwrazliwo$cig na aspiryng
5.2.1.1. Wartosci podstawowych stezen badanych mediatoréw we krwi i w moczu

9a,11B-PGF, w osoczu

Najwyzsza sredniaq wartos¢ 9a,11B-PGF, w osoczu stwierdzono w grupie chorych
na astmg¢ aspirynowa i byla ona znamiennie wigksza w porownaniu ze $rednia warto-
$cig uzyskana w grupie chorych na astme z dobra tolerancja aspiryny (p < 0,01) oraz ze
srednia wartoscig uzyskana w grupie 0osob zdrowych (p < 0,001). Nie stwierdzono
znamiennej réznicy pomigdzy srednimi wartosciami uzyskanymi w 2 ostatnio wymie-
nionych grupach (p > 0,05) (tab. 3).

Tabela 3

Srednie wartosci podstawowych stezen badanych mediatorow w 3 badanych grupach

AlA ATA zdrowi AlAvs | AlAvs | ATA vs
(n =65) (n = 66) (n =50) ATA zdrowi | zdrowi

9a,11p3-PGF2 7371054 |533+043(511+024|p<0,01|p<0,001|p>0,05
w osoczu (pg/ml)

tryptaza 7391112 [4211+033[425+026|p<005|p<0,05|p>0,05
w surowicy (ng/l)

9a,11B-PGF; 1.01+007 (091+008(106+007|p>0,05|p>005|p>0,05
w moczu (ng/mg
kreatyniny)
LTEswmoczu (14209 + 150,6(482,8 + 45,1|336,8 +28,5|p < 0,001 (p <0,001| p > 0,05
(pg/mg kreatyni-
ny)

AlA - astma aspirynowa
ATA — astma z dobra tolerancja aspiryny

Podwyzszona srednia warto$¢ tego eikozanoidu w osoczu krwi chorych na astme
aspirynowa byla stata i powtarzalna, co stwierdzono u 26 chorych poddanych prdbie
prowokacyjnej z aspiryna, u ktérych wartos¢ podstawowa tego parametru mierzono
2-krotnie, czyli w dniu podawania placebo i w dniu podawania aspiryny. Srednie war-
todci uzyskane z tych 2 pomiaréw nie roznity si¢ migdzy soba znamiennie (p > 0,05)
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i wynosilty: 6,68 £ 0,39 pg/ml (dzien podawania placebo) i 6,97 £ 0,64 pg/ml (dzien
prowokacji aspiryna) (tab. 4).

Tryptaza w surowicy

Najwyzsza srednig wartos¢ stezenia tryptazy w surowicy stwierdzono w grupie cho-
rych na astme aspirynowa. Byla ona znamiennie wyzsza w porownaniu ze Srednimi
wartosciami otrzymanymi w grupie chorych na astm¢ z dobra tolerancja aspiryny
(p < 0,05), jak rowniez w grupie 0oséb zdrowych (p < 0,05). Natomiast wartosci uzy-
skane w grupie chorych na astmg z dobra tolerancja aspiryny oraz w grupie oso6b zdro-
wych nie roznily si¢ miedzy soba znamiennie (tab. 3). W tym przypadku réwniez $red-
nie wartosci uzyskane w dniu podawania placebo (5,82 + 2,09 ng/l) i w dniu prowoka-
cji aspiryna (5,85 £ 2,01 pg/l) byty podobne (p > 0,05) (tab. 5).

9a,11B-PGF; w moczu

Srednie wartosci podstawowych stezen 9a,113-PGF, w moczu nie réznily si¢ zna-
miennie pomig¢dzy trzema badanymi grupami (tab. 3).

LTE4 w moczu

Grupa chorych na astm¢ aspirynowa cechowala si¢ najwyzsza srednig wartoscia
podstawowa stgzenia LTE,; w moczu. Byla ona znamiennie wyzsza od $redniej warto-
$ci uzyskanej w grupie chorych na astme z dobrg tolerancjq aspiryny (prawie 3-krotnie,
p <0,001) oraz w grupie osob zdrowych (ponad 4-krotnie, p < 0,001). Natomiast dwie
ostatnie z wymienionych grup nie réznily si¢ mi¢gdzy soba w zakresie tego parametru
(tab. 3).

5.2.1.2. Markery aktywacji mastocytéw po prowokacji doustnej aspirynq

U wszystkich 26 chorych, ktorzy zostali poddani doustnej prowokacji aspiryna, test
ten wypadt dodatnio. Wystapita duszno$¢ astmatyczna o réznym nasileniu oraz spadek
FEV, > 20% wzgledem wartosci wyjsciowej. Sredni spadek FEV, wynosit 26,0 +
0,9%. U wigkszosci chorych obserwowano réwniez objawy pozaoskrzelowe. Objawy
ze strony nosa w postaci wodnistej wydzieliny pojawily si¢ u 17 chorych, blokada nosa
zas u 10 z nich. Siedmiu chorych miato $wiad i zaczerwienienie oczu. Rumien twarzy
i szyi obserwowano u 3 oséb, bol glowy — u 5 0séb, natomiast objawy ze strony zotad-
ka — u 4 badanych osob. Podane dzien wczesniej placebo bylo dobrze tolerowane przez
wszystkich chorych.

9a,11B-PGF; w osoczu po prowokacji aspiryng

Doustna prowokacja aspiryng spowodowala znamienny wzrost wydzielania
9q,11B-PGF, do krwi. Srednia wartos¢ tego parametru zmierzona w probkach osocza
pobranych 5 minut po wystapieniu reakcji skurczowej oskrzeli byta 1,4-krotnie wyzsza
w pordwnaniu ze $rednia wartoscia podstawowa, zmierzong w probkach osocza pobra-
nych przed prowokacja. Rdznica ta byla znamienna statystycznie (p < 0,05) (tab. 4).
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Srednie wartosci mierzone po 30 i 60 minutach od wystapienia reakcji skurczowe;j
oskrzeli byly réwniez wyzsze od sredniej wartosci podstawowej. Roznice nie osiagnely
jednak istotnosci statystycznej (p > 0,05) (tab. 4). Po 120 minutach $rednia warto$¢
tego parametru powrécita do wartosci sprzed prowokacji.

Podanie placebo nie wplyneto na zachowanie si¢ srednich stezen 9a,11B-PGF,
w osoczu. Srednie wartosci tego parametru mierzone po zazyciu placebo w takich sa-
mych punktach czasowych jak po prowokacji aspiryna nie réznily si¢ znamiennie
(p > 0,05) w poréwnaniu ze srednig wartoscia podstawowa, zmierzong w probkach
osocza pobranych przed zazyciem placebo (tab. 4).

Tabela 4

Srednie stezenia 9a,118-PGF; w osoczu krwi przed doustna prowokacja i po doustnej pro-
wokacji aspiryng u chorych na astme aspirynowg; poréwnanie z placebo

9a,113-PGF2 w osoczu (pg/ml)

warto$¢ podstawowa 5 minut 30 minut 60 minut 120 minut
placebo 6,68 + 0,42 6,06+044 | 6,19+048 | 62+046 | 6,13+0,44
aspiryna 6,97 £+ 0,68 9569+129*| 881+122 | 77+101 | 687 +1,43

*p<0,05

Analiza indywidualnych przypadkéw wykazala, ze zachowanie si¢ 9a,113-PGF;
w osoczu po doustnej prowokacji aspiryng nie bylo jednorodne. U 6 chorych obserwo-
wano wzrosty stezen tego parametru wzglgdem wartosci podstawowych mieszczace si¢
w granicach 100-600%, u 3 oséb — 50—-100%, u 10 osob zas — 10-50%. U 4 chorych
wartosci uzyskane przed prowokacja i po prowokacji prawie nie roznily si¢ miedzy soba
(x 8%). U pozostatych 3 chorych obserwowano spadki st¢zen tego eikozanoidu od
—27% do —50% w poréwnaniu z wartosciami zmierzonymi przed prowokacja (rys. 6b).

Maksymalne st¢zenia 9a,11B-PGF, w surowicy korelowaly istotnie ze stopniem
nasilenia dusznosci i innych objawow pozaoskrzelowych ocenionych w umownej skali
punktowej (r = 0,47, p <0,05) (rys. 9). Natomiast nie korelowaly one istotnie ze spad-
kiem FEV, po prowokacji (r =-0,53, p > 0,05).
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Rys. 9. Korelacja pomigdzy maksymalnym wzrostem lub spadkiem wydzielania 9a,11B-PGF, do krwi

(% wartosci wyjsciowej) a skala nasilenia duszno$ci i objawow pozaskrzelowych po prowokacji aspirynq
u chorych na astme aspirynowa
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Tryptaza w surowicy po prowokacji aspiryng

Pomiary stgzen tryptazy w surowicy przeprowadzono u 10 sposrod 26 chorych na
astme aspirynowa poddanych prowokacji aspiryna. Prowokacja aspiryng spowodowala
istotne statystycznie (p < 0,05), w poréwnaniu ze $rednig wartoscia podstawowg, wzro-
sty srednich wartosci tego mediatora mierzonych we wszystkich punktach czasowych
po prowokacji (tab. 5). Obserwowano stopniowe narastanie tych wartosci w 5, 30, 60
i 120 minut po wystapieniu poaspirynowego skurczu oskrzeli.

Srednie stezenia tryptazy w surowicy zmierzone w odpowiednich punktach czaso-
wych po podaniu placebo nie réznity si¢ istotnie (p > 0,05) w poréwnaniu z wartoscia
podstawowa (tab. 5).

Tabela 5

Srednie stezenia tryptazy w surowicy przed doustng prowokacja i po doustnej prowokacii
aspiryng u chorych na astme aspirynowa; poréwnanie z placebo

tryptaza w surowicy (pg/l)

wartos¢ podstawowa 5 minut 30 minut 60 minut 120 minut
placebo 5,82 +0,79 508+075 |505+069|514+072 | 5151064
aspiryna 5,85+ 0,67 732+1,16*(822+16* (847 +1,77*| 10,75 £ 2,34
*p<0,05

Sposrod 10 badanych chorych wzrost wydzielania tryptazy w surowicy obserwo-
wano u wszystkich osob, z czego u 2 osob przekraczat on 100%, u 5 0so6b zas miescit
si¢ w granicach 50-80%. U pozostatlych 3 os6b maksymalne wzrosty wartosci tego
mediatora zmierzone po prowokacji aspiryng wynosity 10-30%.

Nie obserwowano istotnej korelacji pomigdzy maksymalnym uwalnianiem tryptazy
do krwi a stopniem nasilenia objawdéw po prowokacji aspiryng ocenionych w skali
punktowej (r = —0,16, p > 0,05), jak rowniez pomi¢dzy spadkiem FEV, po takiej pro-
wokacji (r =-0,36, p > 0,05).

9a,11B-PGF; w moczu po prowokacji aspiryna

Prowokacji aspiryna nie towarzyszyly istotne zmiany w wydzielaniu 9a,! 1 B-PGF,
z moczem. Srednia warto$é stgzenia tego mediatora zmierzona przed prowokacja nie
roznita si¢ istotnie (p > 0,05) od srednich wartosci zmierzonych w ciagu trzech kolej-
nych 2-godzinnych zbidrek moczu po zakonczeniu prowokacji, czyli pomig¢dzy 2. a 4.
i4.a6. godzing (tab. 6).

Podobny przebieg mialy $rednie st¢zenia tego mediatora w moczu mierzone przed
podaniem i po podaniu placebo. Srednia wartos¢ podstawowa nie roznita sig istotnie
(p > 0,05) od zadnej ze srednich wartosci zmierzonych po zazyciu placebo (tab. 6).



53

Tabela 6

Srednie stezenia 9a,11B-PGF, w moczu przed doustna prowokacjg i po doustnej prowokacji
aspiryng u chorych na astme aspirynowg; poréwnanie z placebo

9a,11B-PGF,; w moczu (ng/mg kreatyniny)

warto$¢ 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 12+0,14 1,02 £ 0,08 1,156+0,08

Analiza wynikow uzyskanych dla poszczegélnych chorych wykazala, ze zaledwie
u 2 z nich maksymalny wzrost wydzielania 9,1 13-PGF, z moczem miescit si¢ w gra-
nicach 100-160%, u 3 osdb wzrost ten wynosit 50-76%. U 8 badanych os6b wzrost ten
byl tagodny i utrzymywat si¢ w zakresie 10—-40%. U 3 chorych nie obserwowano wy-
raznych zmian, u pozostatych zas 10 chorych doszto do tagodnego spadku wydzielania
tego eikozanoidu z moczem wynoszacego od —10% do —45%.

W tym przypadku rowniez nie obserwowano istotnej korelacji migdzy maksymal-
nym wydzielaniem 9a,11B-PGF; z moczem a stopniem nasilenia objawow po prowo-
kacji aspiryna ocenionych w skali punktowej (r = —0,18, p > 0,05), a takze wielkoscia
spadku FEV, (r=0,34, p> 0,05).

LTE, w moczu po prowokacji aspiryng

Srednie stgzenia LTE, w moczu po prowokacji aspiryna byly istotnie wigksze w po-
réwnaniu ze srednig wartosciag podstawowa. Istotny (p < 0,05), 1,7-krotny wzrost ob-
serwowano juz w ciggu pierwszych 2 godzin od wystapienia reakcji skurczowej
oskrzeli. Srednie wartosci uzyskane z pomiarow w nastgpnych 2-godzinnych prze-
dziatach czasowych byty jeszcze kilkakrotnie wyzsze w poréwnaniu z wartoscia pod-
stawowa tak, ze pomigedzy 4. a 6. godzing wzrost ten byl az ponad S-krotny (p < 0,01)
(tab. 7).

Srednie stgzenia LTE, w moczu mierzone przed podaniem i po podaniu placebo
byly stabilne i nie roznily sig¢ istotnie pomigdzy sobg (p > 0,05) (tab. 7).

Tabela 7

Srednie stezenia LTE4 w moczu przed doustng prowokacjq i po doustnej prowokaciji aspiry-
ng u chorych na astme aspirynowg; poréwnanie z placebo

LTE4 w moczu (pg/mg kreatyniny)

wartosé 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 24476 + 509,4*| 54733 £ 1183,7*** | 7743,3 + 1946,0*"*

*p<005 **p<001;, ***p<0,001

Test prowokacyjny z aspiryna spowodowat u wszystkich 26 chorych wzrost wy-
dzielania LTE, z moczem. Poszczegdlni chorzy roznili si¢ intensywnoscia maksymal-
nych wzrostéw tego mediatora w poréwnaniu z wartosciami podstawowymi sprzed
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prowokacji. U 6 osob byly one znaczne i siggaly 1000-2500%, u 9 oséb miescity si¢
one w granicach 500-1000%, u 7 innych za$ chorych — w granicach 100-400%. Tylko
w 4 przypadkach wzrosty te byly tagodne (10-70%).

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomi¢dzy maksymalnym wydzielaniem LTE,
z moczem a stopniem nasilenia objawow po prowokacji aspiryna mierzonych w skali
punktowej (r = 0,11, p > 0,05). Natomiast uwalnianie to korelowalo znamiennie z na-
sileniem spadku FEV, po prowokacji (r =—-0,44, p < 0,05) (rys. 10).
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Rys. 10. Korelacja pomigdzy maksymalnym wzrostem wydzielania LTE. z moczem (% wartosci pod-
stawowej) a maksymalnym spadkiem FEV, (% wartosci wyjSciowej) po prowokacji aspiryng u chorych
na astme aspirynowq

5.2.2. Chorzy na astme dobrze tolerujacy aspiryne
9a,11B-PGF; w osoczu po podaniu aspiryny

Jednorazowe podanie 100 mg aspiryny chorym na astmg¢ oskrzelowa z dobrg tole-
rancja aspiryny nie mialo wplywu na droznos¢ oskrzeli, jak rdwniez nie spowodowalo
istotnych zmian w wydzielaniu 9a,11B-PGF, do krwi. Srednie wartoéci mierzone
w poszczegdlnych punktach czasowych po podaniu aspiryny byly poréwnywalne ze
srednig wartoscig podstawowa (tab. 8). Podobnie na droznosé¢ oskrzeli oraz wydziela-
nie 9a,11B-PGF; do krwi nie miala wptywu dawka 600 mg aspiryny (tab. 8). Zacho-
wanie si¢ tego eikozanoidu w osoczu po podaniu kazdej z dawek aspiryny byto podob-
ne jak po podaniu placebo (tab. 8).



55

Tabela 8

Srednie stezenia 9a,11B-PGF, w osoczu przed podaniem i po podaniu placebo oraz 2 poje-

dynczych dawek aspiryny u chorych na astme z dobrg tolerancjq aspiryny

9a,113-PGF2 w osoczu (pg/ml)

warto$¢ podstawowa | 15 minut 30 minut | 60 minut | 120 minut
placebo 337103 335+0,29| 34+029(341+031(328+0,3
aspiryna 100 mg 3,35+0,23 3,38+0,27({3,48+0,31(344+024|345+0,26
aspiryna 600 mg 3,76+ 0,28 386+025!3,74+0,27(351+028|34+0,25

5.2.3. Osoby zdrowe
9a,11B-PGF, w osoczu po podaniu aspiryny

Podanie trzech réznych dawek aspiryny osobom zdrowym nie miato wptywu na za-
chowanie si¢ 9a,11f3-PGF, w osoczu. Srednie wartosci mierzone w odpowiednich
punktach czasowych po przyjgciu aspiryny nie roznity sig istotnie (p > 0,05) w poréw-
naniu ze srednia wartoscig podstawowa. Podobnie nie stwierdzano istotnych réznic
(p > 0,05) w srednich wartosciach tego mediatora po podaniu placebo, ktore poprze-
dzato podanie kazdej z dawek aspiryny (tab. 9a, b).

Tabela 9

Srednie stezenia 9u,11B-PGF2 w osoczu przed podaniem i po podaniu placebo, 100 mg
i 600 mg aspiryny (a) oraz placebo i {acznej dawki aspiryny 1300 mg (b) u oséb zdrowych

a)

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

wartos¢ podstawowa { 15 minut 30 minut 60 minut | 120 minut
placebo 438104 493+04 |451+04 [478+039(4,1+0,25
aspiryna 100 mg 457 £ 0,46 454+05 |481+061|514+£0,7 (521+0,53
placebo 4811057 533+0,62(5,01+0,55(553+0,76 5,24 + 0,86
aspiryna 600 mg 5,73+0,63 597 +0,64|557+057(553+0,51|542+0,69
b)
9a,113-PGF; w osoczu (pg/mi)

warto$¢ 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 t 0,66
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9, 11B-PGF, w moczu po podaniu aspiryny

Przyjecie przez osoby zdrowe trzech réznych dawek aspiryny oraz poprzedzajacego
je placebo rowniez nie wplynelo istotnie (p > 0,05) na wydzielanie 9a,11B-PGF,
z moczem (tab. 10a, b).

Tabela 10

Srednie stezenia 9a,11p-PGF, w moczu przed podaniem i po podaniu placebo, 100 mg
i 600 mg aspiryny (a) oraz placebo i tagcznej dawki aspiryny 1300 mg (b) u 0séb zdrowych

a)

9a,11B-PGF2 w moczu (ng/mg kreatyniny)

warto$¢ 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 1411024 1,32+0,17 145+0,18
b)
9a,11B-PGF2 w moczu (ng/mg kreatyniny)

wartosé 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 LTE; z moczem nie wykazalo istotnych réznic (p > 0,05) pomiedzy
wartosciami podstawowymi a Srednimi wartosciami zmierzonymi w odpowiednich
punktach czasowych po zazyciu placebo i aspiryny, niezaleznie od dawki aspiryny
przyjetej przez osoby zdrowe (tab. 11a, b).
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Tabela 11

Srednie stezenia LTE, w moczu przed podaniem i po podaniu placebo, 100 mg i 600 mg
aspiryny (a) oraz placebo i tacznej dawki aspiryny 1300 mg (b) u oséb zdrowych

a)

LTE4 w moczu (pg/mg kreatyniny)

warto$¢ podstawowa 0-2 godzin 2-4 godzin 4-6 godzin
placebo 356,0£91,6 243,7 £ 801 269,0 £ 43,2 236,7 £ 28,2
aspiryna 100 mg 2423715 188,7 £ 271 230,01+ 54,0 1747 £ 36,6
placebo 3154 +784 2458 + 69,8 269,4 £ 40,9 23391228
aspiryna 600 mg 4094 +41,0 326,8 £ 50,2 389,56+ 86,4 309,3+37,8
b)
LTE4 w moczu (pg/mg kreatyniny)

wartos¢ podstawowa 24 godziny

placebo 407,31 56,5 3132+316
aspiryna 1300 mg 313,11 316 386,4 + 68,8

5.3. Prowokacja wziewna adenozyna i metacholing (etap 3 i 4)

5.3.1. Markery aktywacji mastocytow po prowokacji wziewnej adenozyng

U wszystkich 18 chorych na astm¢ poddanych wziewnej prowokacji adenozyna
stwierdzono reakcj¢ skurczowa oskrzeli w postaci spadku FEV, > 20% wzgledem
wartosci wyjsciowej, srednio 27,7 £ 0,9%. Klinicznie obserwowano duszno$¢ umiar-
kowanego stopnia bez zadnych towarzyszacych objawow pozaoskrzelowych.

9a,11B-PGF; w osoczu krwi po prowokacji adenozyng

Inhalacji adenozyna towarzyszyl tagodny 1,2-krotny, aczkolwiek znamienny
(p < 0,05) wzrost wydzielania 9a,11B-PGF, do krwi. W poréwnaniu ze srednia warto-
Scia podstawowg (3,7 = 0,28 pg/ml) srednie wartosci zmierzone w probkach osocza
pobranych w ciagu 5 i 30 minut po zakonczeniu prowokacji wynosity odpowiednio:
4,34 £ 0,34 pg/ml i 4,48 +£ 0,39 pg/ml. Wartosci mierzone po 60 i 120 minutach wyno-
sity odpowiednio: 3,87 + 0,23 pg/ml i 3,93 + 0,3 pg/ml i nie roznily si¢ istotnie od
wartosci podstawowej (p > 0,05) (rys. 11).
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Rys. 11. Srednie stezenia 9a,113-PGF, i tryptazy we krwi przed wziewna prowokacja i po wziewnej
prowokacji adenozyng u chorych na astme

Analiza poszczegélnych przypadkéw wykazala, ze u 3 chorych maksymalne wzro-
sty tego eikozanoidu we krwi miescily si¢ w zakresie 100—200% w poréwnaniu z war-
tosciami podstawowymi, a u 7 0séb siggaty one 10-70%. U pozostatych 8 chorych nie
obserwowano wyraznych zmian (rys. 6c).

Nie zaobserwowano istotnej korelacji pomigdzy spadkiem FEV, a maksymalng
zmiang w uwalnianiu 9a,113-PGF, do krwi (r = 0,006, p > 0,05).

Tryptaza w surowicy po prowokacji adenozyna

Inhalacja adenozyny nie wplynela istotnie na wydzielanie tryptazy do krwi. Srednie
wartosci stezen tego mediatora mierzone po wystapieniu reakcji skurczowej oskrzeli
nie roznily sig¢ istotnie (p > 0,05) od sredniej wartosci podstawowej (6,85 £ 1,2 pg/l)
i wynosity: 6,66 = 1,2 pg/l, 6,81 £ 1,22 pug/l, 6,68 + 1,24 pg/l i 6,72 £ 1,2 pg/! dla po-
miaréw dokonanych odpowiednio po: 5, 30, 60 i 120 minutach od zakonczenia prowo-
kacji (rys. 11).

Analiza indywidualnych przypadkéw wykazala, ze w badanej grupie byly osoby
oduzym i matym stgzeniu tryptazy, jednakze kinetyka wydzielania tego mediatora
do krwi byla wzglednie stabilna. U 4 oséb stwierdzano wzrosty siggajace zaledwie
10-20% wzgledem wartosci podstawowych. U 8 osdb wartosci maksymalne oscylo-
waly wokot wartosci wyjsciowych (x 8%). U 6 osdb obserwowano spadki nieprzekra-
czajace —30%.

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomi¢dzy spadkiem FEV, a maksymalng zmiang
w uwalnianiu tryptazy do krwi (r = 0,42, p > 0,05).

LTE,; w moczu po prowokacji adenozyna

Srednie stgzenia tego eikozanoidu mierzone po zakonczeniu prowokacji byty zbli-
zone do sredniej wartosci podstawowej (567,1 £ 127,1 pg/mg kreatyniny, p > 0,05)
i wynosity 603,4 + 108,9 pg/mg kreatyniny i 528,8 + 95,6 pg/mg kreatyniny, zmierzo-
ne odpowiednio w przedzialach czasowych od 0 do 2 i od 2 do 4 godzin od zakoncze-
nia testu. Srednia warto$¢ zmierzona pomigdzy 4. a 6. godzing po prowokacji byla
nizsza od warto$ci podstawowej (356,1 + 58,3 pg/mg kreatyniny). Réznica ta osiagnela
znamiennos¢ statystyczng (p < 0,05) (rys. 12).
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Rys. 12. Srednie stezenia LTE, w moczu przed wziewng prowokacja i po wziewnej prowokacji adeno-
2ynq u chorych na astme

W indywidualnych przypadkach obserwowano wzrost tego mediatora w granicach
100-270% u 4 chorych, u 4 os6b miescit si¢ on w zakresie 10-60%. Lagodny spadek
od —50% do —-70% obserwowano u 5 o0sob, u pozostalych zas 5 oséb wartosci byly
stabilne (£ 4%).

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomig¢dzy spadkiem FEV, a maksymalng zmiana
wydzielania LTE, z moczem (r = 0,19, p > 0,05).

5.3.2. Markery aktywacji mastocytow po prowokacji wziewnej metacholing

Wziewna prowokacja metacholing spowodowata spadek FEV, > 20%, Srednio 26,4
+ 1,2%, u wszystkich badanych chorych. Odczuwali oni duszno$¢ o stabszym nasileniu
niz podczas prowokacji adenozyna, mimo ze sredni spadek FEV, w obu testach byt
porownywalny: 27,7 £ 0,9% (prowokacja adenozyna) vs 26,4 + 1,2% (prowokacja
metacholing) (p > 0,05). Nie obserwowano zadnych objaw6éw pozaoskrzelowych.

9a,11B-PGF, w osoczu po prowokacji metacholing

Inhalacja metacholiny nie spowodowata istotnych zmian w wydzielaniu 9a., 1 13-PGF,
do krwi. Srednia warto$¢ podstawowa tego eikozanoidu (4,44 + 0,24 pg/ml) byla po-
rdbwnywalna ze wszystkimi srednimi warto$ciami zmierzonymi w poszczegdlnych
punktach czasowych po prowokacji (p > 0,05). Wynosity 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 pomiaréw doko-
nanych po 5, 30, 60 i 120 minutach od zakonczenia testu (rys. 13). Srednia wartos¢
podstawowa 9a,11B-PGF, obliczona przed testem z metacholing (4,44 + 0,24 pg/ml)
nie réznifa si¢ istotnie (p > 0,05) od Sredniej wartosci podstawowej obliczonej przed
testem z adenozyna (3,7 + 0,28 pg/ml).
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Rys. 13. Srednie stezenia 9a,11B-PGF; i tryptazy we krwi przed wziewnga prowokacjq i po wziewnej
prowokacji metacholing u chorych na astme

W indywidualnych przypadkach jedynie u 7 chorych daly si¢ zauwazy¢ tagodne
(10-80%) maksymalne wzrosty tego parametru. U 2 osob obserwowano tagodne spad-
ki do —20%, u pozostatych 9 osdb zas wartosci 9a,11B-PGF, pozostawaty prawie nie-
zmienione w poréwnaniu z warto$ciami podstawowymi (rys. 6d).

Nie stwierdzano istotnej korelacji pomigdzy spadkiem FEV, po prowokacji a mak-
symalng zmiang w uwalnianiu 9a,11p-PGF, do krwi (r = 0,44, p > 0,05).

Tryptaza w surowicy po prowokacji metacholing

Inhalacja metacholiny nie miala wpltywu na wydzielanie tryptazy. Srednia wartos¢
sprzed prowokacji (6,64 £ 1,15 pg/l) nie réznita si¢ istotnie (p > 0,05) od srednich
wartosci zmierzonych po 5, 30, 60 i 120 minutach od zakonczenia testu, ktére wyno-
sity odpowiednio: 6,7 + 1,12 pug/l, 6,43 £ 1,06 ug/l, 6,4 £ 1,1 pg/l i 6,53 = 0,24 ng/l
(rys. 13).

W indywidualnych przypadkach obserwowano jedynie lagodne wzrosty tryptazy
(10-18%) u 8 o0séb. U 4 oséb stwierdzono spadek tego mediatora nieprzekraczajacy
—24%. W pozostalych 6 przypadkach wartosci maksymalne oscylowaty wokot wartosci
podstawowych (£ 7%).

W tym przypadku réwniez nie istniata istotna korelacja pomigdzy spadkiem FEV,
po prowokacji a maksymalng zmiang w uwalnianiu tego mediatora do krwi (r = 0,05,
p > 0,05).

LTE, w moczu po prowokacji metacholing

Srednie wartosci LTE, zmierzone w probkach moczu zgromadzonych w przedzia-
tach czasowych od 0 do 2 godzin i od 2 do 4 godzin wynosity odpowiednio: 785,1 +
143,9 pg/mg kreatyniny i 574,7 £ 113,7 pg/mg kreatyniny i nie réznity si¢ istotnie
(p > 0,05) od sredniej wartosci podstawowej (786,9 £ 157,1 pg/mg kreatyniny). Jedy-
nie Srednia wartos¢ zmierzona w czasie pomi¢dzy 4. a 6. godzing (409,4 + 79,6 pg/mg
kreatyniny) byta istotnie nizsza (p < 0,05) od sredniej wartosci podstawowej (rys. 11).
Srednia warto$¢ podstawowa LTE, (786,9 + 157,1 pg/mg kreatyniny) zmierzona przed
testem z metacholing nie réznita sig istotnie (p > 0,05) od $redniej wartosci podstawo-
wej zmierzonej przed testem z adenozyng (567,1 £ 127,1 pg/mg kreatyniny).
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Rys. 14. Srednie stezenia LTE, w moczu przed wziewna prowokacja i po wziewnej prowokacji meta-
choling u chorych na astme

Sposrod 18 badanych chorych tylko u 2 stwierdzano maksymalne wzrosty w wy-
dzielaniu LTE, z moczem siggajace 100-200%, u 8 osob zas wzrosty te byly tagodne
(10-50%). U 8 badanych osob obserwowano maksymalne spadki tego mediatora
wzgledem wartos$ci podstawowej, mieszczace si¢ w granicach od —50% do —80%.

Nie stwierdzono istotnej korelacji pomigdzy spadkiem FEV, po prowokacji a mak-
symalng zmiang w uwalnianiu tego eikozanoidu do moczu (r = -0,27, p > 0,05).






6. DYSKUSJA

W niniejszej pracy badano wydzielanie markeréw aktywacji mastocytow do krwi
i moczu przed prowokacja i po prowokacji skurczu oskrzeli za pomoca 4 réznych
czynnikow wywolujacych obturacje drzewa oskrzelowego. We krwi oznaczano
9a,11B-PGF,, bedaca aktywnym metabolitem PGD,, oraz tryptaze. W moczu za$
oznaczano 9a,11B-PGF, oraz LTE;. Wziewna prowokacj¢ alergenem przeprowadzono
u chorych na astmeg alergiczna. Doustna prowokacje aspiryng wykonano u chorych na
astme aspirynowa, a takze, w pewnej modyfikacji, u chorych na astme z dobra toleran-
cja aspiryny oraz u oséb zdrowych. Wziewne testy prowokacyjne z adenozyna i meta-
choling wykonano w odpowiednich odstepach czasu w innej grupie chorych na astme.
Kazdy z badanych chorych na tym etapie pracy miat przeprowadzona prowokacj¢ za-
réwno z metacholing, jak i z adenozyna. Ponadto podstawowe wydzielanie badanych
mediatorow poréwnywano mi¢dzy odpowiednimi grupami chorych na astme oraz gru-
pa kontrolng 0s6b zdrowych,

6.1. Markery aktywacji mastocytéw przed prowokacja alergenem i po nie;

Poréwnanie podstawowych pozioméw badanych mediatoréw wykazato, ze chorzy
na astmeg alergiczng roznili si¢ od oséb zdrowych jedynie znamiennie wigkszym wy-
dzielaniem LTE, z moczem. Wydaje si¢ wigc, ze u chorych na astme alergiczna istnieje
stata, zwigkszona produkcja leukotrienéow cysteinylowych w spoczynku. Nieliczne
doniesienia na ten temat sa dos¢ rozbiezne. Kumlin i wsp. [116] nie obserwowali ta-
kich réznic pomigdzy chorymi na astmg¢ alergiczna a osobami zdrowymi. Natomiast
podobne wyniki jak w niniejszej pracy uzyskali Asano i wsp. [117], poréwnujac mig-
dzy sobg male grupy osob dorostych chorych na astme alergiczng z osobami zdrowy-
mi, oraz Severien i wsp. [118], porownujac znacznie liczniejsze, odpowiednie dwie
grupy dzieci. Jednoczesny brak roznic w podstawowym wydzielaniu 9a,11B-PGF,
i tryptazy, obserwowany w niniejszym badaniu, mdgiby sugerowac, ze w astmie aler-
gicznej w warunkach spoczynkowych mastocyty zachowuja si¢ wzglgdnie stabilnie,
a wydzielane w nadmiarze LTE, pochodzi z innych Zrodet komérkowych, takich jak
eozynofile, bazofile, makrofagi. Do aktywacji mastocytdw dochodzi za$ dopiero po
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inhalacji alergenu, czego dowodem jest wzrost swoistych markeréw aktywacji tych
komorek we krwi lub w moczu, jak rowniez wzrost wydzielania LTE, z moczem.

Wziewna prowokacja alergenem u chorych na astmg¢ alergiczna, uczulonych na ten
alergen, spowodowala znamienny wzrost wydzielania 9a,113-PGF, do krwi w krotkim
czasie po wystapieniu reakcji skurczowej oskrzeli, a wigc w czasie wczesnej reakcji
astmatycznej. Ocena wydzielania tego eikozanoidu do krwi podczas p6znej reakcji
astmatycznej nie byta mozliwa, poniewaz krew pobierano tylko w czasie pierwszych
dwoch godzin po zakonczeniu prowokacji. Jest to pierwsza praca w pismiennictwie
swiatowym, w ktorej oceniano wydzielanie 9a,!13-PGF, do krwi u chorych na astmg¢
alergiczna po prowokacji swoistym alergenem i jedna z pierwszych prac zajmujacych
si¢ badaniem tej prostaglandyny we krwi [119]. Wczesniej stwierdzono tylko u trojga
dzieci hospitalizowanych z powodu zaostrzenia astmy wigksze stgzenia 9a,l11B-PGF,
we krwi w chwili przyjecia do szpitala w poréwnaniu z tymi, jakie stwierdzono przy
wypisie, a wigc w stanie poprawy [57]. W innym badaniu oceniano wydzielanie do
krwi dwoch aktywnych metabolitow PGD, (PGD-M i 9a,11B-PGF;) u zdrowych
ochotnikéw po spozyciu 500 mg niacyny, ktéra ma zdolnos¢ indukcji endogennego
uwalniania tego eikozanoidu [35]. Jako pierwsza pojawiala si¢ u wszystkich badanych
0sob 9a,11B-PGF,, ktdra swoje szczytowe stezenie osiagata w czasie 3045 minut po
spozyciu niacyny i wracata do wartosci podstawowych po 2 godzinach. Natomiast
uwalnianie PGD-M bylo opodznione i osiagato najwyzsze stgzenie po 2 godzinach, aby
powroci¢ do wartosci poczatkowych w ciagu nastepnych 6-8 godzin. Ta kinetyka
uwalniania 2 réznych metabolitow PGD, pokrywa si¢ ze szlakiem przemian metabo-
licznych tej prostaglandyny, w ktérym to 9a,11p-PGF, jest wczesnym, a PGD-M kon-
cowym metabolitem jej przemian. W niniejszej pracy obserwowano podobnie wczesne,
bo juz nawet w pigtej minucie od zakonczenia prowokacji, maksymalne uwalnianie
9a,l11B-PGF; do krwi, utrzymywanie si¢ jeszcze znamiennie wyzszych wartosci
w trzydziestej minucie oraz powrot do wartosci podstawowych, sprzed prowokacji
w czasie 2 godzin.

Dotychczasowe badania nad zachowaniem si¢ PGD,, jako syntetyzowanego de
novo mediatora aktywacji mastocytow, w czasie wczesnej i poznej reakcji astmatycz-
nej koncentrowaly si¢ gldwnie na pomiarach jej metabolitéw w moczu.

W przeciwienstwie do wynikéw z krwi w niniejszej pracy obserwowano tylko fa-
godny (1,5-krotny), aczkolwiek znamienny, wzrost poziomu 9a,l1B-PGF, w moczu
w czasie wczesnej reakcji astmatycznej, lecz nie w czasie reakcji poznej. Ocena ta byla
mozliwa, poniewaz zachowanie si¢ 9a,l1B3-PGF, w moczu monitorowano w ciagu 8
godzin od zakonczenia prowokacji alergenem.

Stadek i wsp. [54] stwierdzali rowniez znamienny, ale znacznie bardziej nasilony
(3,8-krotny) wzrost PGD-M we wczesnej fazie reakcji astmatycznej i brak ponownego
wzrostu w fazie poznej w malej grupie 8 chorych na astm¢ po inhalacji progowej daw-
ki alergenu. Bardziej intensywne wydzielanie metabolitu PGD, w powyzszym badaniu,
w poréwnaniu z niniejsza praca, mozna tlumaczy¢é tym, ze jego autorzy oznaczali
PGD-M, ktéra jest najobficiej reprezentowanym w moczu produktem przemian meta-
bolicznych PGD,. Natomiast z obu badan wynika podobny wniosek, ze mastocyty
uczestniczg aktywnie tylko we wczesnej fazie reakcji astmatycznej. Odmienne wnioski
wyplywaja z badania przeprowadzonego przez O’Sullivana i wsp. [53]. U 12 chorych
z fagodna astma alergiczng podanie w inhalacji 2 dawek alergenu w odst¢pie 15 minut
spowodowato znamienny (2,8-krotny) wzrost wydzielania 9a,11B-PGF, z moczem
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w czasie reakcji wczesnej i rowniez znamienny, lecz o sltabszym nasileniu, wzrost
w czasie reakcji poznej. Z tego badania mozna by z kolei wnioskowaé, ze mastocyty
uczestnicza aktywnie rowniez w fazie poznej reakcji astmatycznej. Autorzy swoj wnio-
sek wzmacniaja faktem, iz péznemu wydzielaniu 9a,11B-PGF, z moczem towarzyszyt
ponowny wzrost wydzielania N'-metylohistaminy oraz LTE,, ktdrych potencjalnym
zrodlem komorkowym mogty byé rowniez mastocyty. W innym badaniu tych samych
autorow stwierdzano wczesny, znamienny, az 3,5-krotny wzrost 9a,11B-PGF, w mo-
czu po inhalacji jednorazowej dawki alergenu przez 9 chorych na astme¢ alergiczna
[55]. W tym badaniu fazy pdZnej nie oceniano.

O ile rola mastocytow we wczesnej fazie reakcji astmatycznej wydaje si¢ jedno-
znacznie ustalona, o tyle ich bezposredni udzial w poznej fazie tej reakcji nie jest osta-
tecznie okreslony. Jesli nawet komorki te nie zostaja ponownie aktywowane w kilka
godzin po wziewnej prowokacji alergenem, to z pewnoscia maja posredni wplyw na t¢
faze reakcji poprzez produkowane cytokiny. TNF-a stymuluje ekspresje molekut ad-
hezyjnych na komorkach srédblonka i utatwia w ten sposob wedrowke leukocytow do
miejsca toczacego sie zapalenia [120]. IL-4, IL-5 i IL-13 odgrywaja wazna rol¢ w re-
krutacji eozynfilow [121]. Eotaksyna jest rowniez silnym chemoatraktantem dla eozy-
nofilow [122]. IL-8 przyciaga do miejsc reakcji alergicznej nie tylko neutrofile, ale
takze eozynofile [123]. MCP-1, MCP-3 i MCP-4 s3 czynnikami chemotaktycznymi dla
monocytow [124]. Wsrod eikozanoidow znane jest zjawisko chemotaksji neutrofilow
przez LTE,; i PGD, [124]. Najnowsza wiedza na temat specyficznych receptoréw dla
PGD, pozwala szerzej spojrze¢ na potencjalna, posrednig rol¢ tej prostaglandyny
w poznej fazie reakcji astmatycznej. Moze ona rekrutowa¢ do miejsca toczacego sig¢
zapalenia alergicznego eozynofile, limfocyty Th2, bazofile, jako ze posiadaja one na
swojej powierzchni specyficzne dla PGD, receptory CRTH2 [50]. Obecnos¢ tych re-
ceptorow sprawia rowniez, ze za ich posrednictwem PGD, moze powodowac degra-
nulacje eozynofilow [50]. Z kolei obecnosé na eozynofilach drugiego ze specyficznych
receptorow, czyli receptora DP, powoduje zahamowanie apoptozy i dluzsza przezy-
walnosé tych komorek [47].

Grupy chorych w niniejszej pracy i w cytowanych badaniach byly podobne pod
wzgledem liczebnosci, dlatego przyczyn rozbieznosci pomi¢dzy poszczegdlnymi ba-
daniami co do intensywnosci wydzielania metabolitow PGD, z moczem w czasie reak-
cji wezesnej, jak rowniez odnosnie do ich ponownego pojawiania si¢ w czasie reakcji
pdznej mozna si¢ doszukiwac¢ w roznych protokotach przeprowadzania testow prowo-
kacyjnych z alergenem, jak tez w réznych metodach laboratoryjnych stuzacych do
oznaczania tych metabolitéw w moczu.

W niniejszej pracy oraz w badaniu Sladka i wsp. postugiwano si¢ w tym celu meto-
da chromatografii gazowej potaczonej ze spektrometriq mas, technika ujemnej joniza-
cji chemicznej (GC-NICI-MS), w badaniach za$ O’Sullivana i wsp. korzystano z me-
tody immunoenzymatycznej (EIA). Pierwsza z tych metod jest bardziej czasochlonna
i wymaga drogiej aparatury, lecz jest bezwzglednie czulsza i bardziej swoista. Druga
zas z nich jest prosta, szybka i wzglednie tania. Poréwnanie obu tych metod przez
O’Sullivana i wsp. [125] wykazalo, ze stgzenia 9a,11B-PGF, w identycznych prébkach
moczu oznaczanych za pomocg metody GC-NICI-MS byly mniejsze niz uzyskane za
pomoca EIA. Dokfadna analiza wykazala, ze metoda immunoenzymatyczna wykrywa
nie tylko 9a,11B-PGF,, ale dodatkowo 2 inne, krotsze zwiazki, z ktdorymi reagowaty
krzyzowo stosowane w tej metodzie przeciwciala i nie odréznialy ich od wlasciwej
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9a,11B-PGF,. Pierwszy z tych zwiazkow mial identyczna strukture jak 9a,l1p-2,3-
-dinor-PGF,, ktory to powstaje z 9a, 1 1 B-PGF; na drodze B-oksydacji. Drugiego z nich
nie udalo si¢ doktadnie zidentyfikowaé, ale najprawdopodobniej byt on izoforma
pierwszego. Tak wigc 9a,11B-PGF, w moczu zmierzony metoda EIA tak naprawde
odpowiada nie jednemu, ale sumie trzech metabolitow PGD,. Wynika wigc z tego
wniosek, ze metoda GC-NICI-MS jest bardziej czula, poniewaz mierzy wytacznie
stgzenie 9a,11B-PGF,. Stad tez wszelkie metody oparte na GC-NICI-MS sa obecnie
uwazane za referencyjne w zakresie ilosciowych pomiardw eikozanoidéow u ludzi
[126].

Podobnie jak Medrala i wsp. [127], takze w niniejszej pracy nie stwierdzono wzro-
stu st¢zenia tryptazy w surowicy po wziewnej prowokacji alergenem. Tryptaza jest
powszechnie uznawanym markerem aktywacji mastocytow i jej zwigkszone st¢zenia
stwierdzano w surowicy u chorych z ogdlnoustrojowymi reakcjami anafilaktycznymi
oraz w mastocytozie [11, 17, 128]. Brak wzrostu tryptazy po prowokacji alergenem
mozna probowac ttumaczy¢ tym, ze tylko masywna, systemowa degranulacja masto-
cytow powoduje pojawienie si¢ jej we krwi. Czynnik aktywujacy te komorki, dzialaja-
cy lokalnie, moze by¢ w tym przypadku za slaby. By¢ moze tryptaza jako tetramerowa
proteaza o wzglednie duzej masie czasteczkowej, uwalniana z mastocytéw w komplek-
sach z heparyna [15], z trudnoscia penetruje do krwi. Jesli jest uwalniana tylko z ma-
stocytow okreslonego narzadu, to pojawia si¢ wylacznie lokalnie, w najblizszym jego
srodowisku. Prawdopodobnie z tego powodu Wenzel i wsp. [129] stwierdzili wzrost
stezenia tryptazy w BAL po dooskrzelowym wprowadzeniu alergenu u chorych na
astme alergiczng. Podobnie lokalny wzrost stezenia tryptazy obserwowano w poptu-
czynach nosowych od chorych na alergiczny niezyt nosa po donosowej prowokacji
alergenem [130]. Mozna wigc przypuszczaé, ze w trakcie prowokacji wziewnej lub
dooskrzelowej alergen aktywuje w oskrzelach tylko podnablonkowa subpopulacjg
mastocytow (tzw. mastocyty BAL), nie zas t¢ lezaca glebiej, ponizej btony podstawne;j
(ludzkie mastocyty ptucne) [61]. Stad tez w niniejszej pracy nie stwierdzano wzrostu
st¢zenia tryptazy w surowicy. Skoro jednak w tym samym czasie obserwowano wzrost
9a,11B-PGF,, szczegdlnie wyraznie zaakcentowany w surowicy, mozna uznac ten
metabolit PGD, za bardziej czuly marker aktywacji mastocytow niz tryptaza.

Zwigkszone wydzielanie LTE, z moczem w nastgpstwie wziewnej prowokacji aler-
genem zostalo po raz pierwszy opisane przez Taylora i wsp. [131]. Stgzenie tego leu-
kotrienu mierzone w probkach moczu zebranych w czasie pierwszych 3 godzin po
prowokacji alergenem bylo znamiennie wigksze niz zmierzone w tydzien pézniej, kie-
dy to poddani badaniu chorzy byli juz w stanie stabilnym. W niniejszej pracy obser-
wowano nie tylko wigksze spoczynkowe stgzenie LTE; w moczu, lecz takze dalszy
jego wzrost po wziewnej prowokacji alergenem. O ile wzrost st¢zenia 9a,11B-PGF,
w moczu byt sfaby i krotkotrwaly, o tyle stezenie LTE, narastalo bardziej intensywnie,
a stan taki utrzymywal si¢ dluzej. Znamiennie wigksze stgzenia tego leukotrienu ob-
serwowano jeszcze do 6 godzin po zakonczeniu prowokacji alergenem. Podobnie jak
w przypadku oceny 9a,113-PGF; we krwi, tak i w przypadku oceny LTE4 w moczuy,
wszyscy poddani prowokacji chorzy odpowiedzieli wzrostem wydzielania tego eikoza-
noidu. Odpowiedz biochemiczna na prowokacj¢ alergenem, mierzona za pomoca
9a,11B-PGF, w moczu, byla niejednorodna w badanej grupie.

Podobnie jak w niniejszej pracy, Smith i wsp. [132] oraz Stadek i wsp. [133] nie
obserwowali ponownego wzrostu poziomu LTE, w moczu w czasie péznej fazy reakcji
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astmatycznej. Obecnos$¢ wigkszych st¢zen tego eikozanoidu w pierwszych godzinach
po prowokacji i stopniowy spadek w podzniejszych przedzialach czasowych nalezy
raczej kojarzy¢ z ciaglym uwalnianiem do moczu zapaséw LTE, powstatych w czasie
fazy wczesnej, niz z ich ponownym wytwarzaniem w czasie fazy poznej. Natomiast
O’Sullivan i wsp. [53] stwierdzali w moczu po prowokacji alergenem wyrazny, po-
nowny, aczkolwiek o mniejszej intensywnosci, wzrost wydzielania LTE, w czasie
poznej fazy reakcji astmatycznej, ktoremu towarzyszyt rowniez ponowny wzrost wy-
dzielania 9a,11p-PGF,. Tak wigc udzial LTE,, podobnie jak 9c,113-PGF,, w tej dru-
giej fazie reakcji astmatycznej nie jest jednoznaczny. Obserwowany w niniejszej pracy
wzrost stezenia LTE, w moczu, juz w pierwszych 2 godzinach po wziewnej prowoka-
cji alergenem wraz z towarzyszacym mu znacznym, wczesnym wzrostem wydzielania
9a,11B-PGF; do krwi oraz z o wiele stabszym i krétkotrwalym wzrostem wydzielania
tej prostaglandyny z moczem, przemawia jednoznacznie za aktywnym udzialem ma-
stocytow we wczesnej fazie reakcji astmatycznej. Stanowig one bowiem potencjalne
Zrédlo komédrkowe dla obu tych mediatoréw. Znacznie bardziej nasilone, w pordwna-
niu z 9a,11B-PGF;, wydzielanie LTE; z moczem moze potwierdzaé istnienie jeszcze
innych komérkowych zrédet tego eikozanoidu niz mastocyty. W przypadku PGD, sa
nimi niemal wytacznie mastocyty. Bezposrednia rola tych komérek w pdznej fazie
reakcji astmatycznej nie jest wiec jednoznacznie okreslona. Jesli nawet LTE, jest
wowczas ponownie uwalniany, to moze on pochodzié¢ z innych komdrek niz mastocy-
ty, ktore naptywaja do oskrzeli w tej fazie reakcji astmatyczne;.

6.2. Markery aktywacji mastocytow przed prowokacjq aspiryng i po niej

Grupa chorych na astme aspirynowa cechowala si¢ najwyzszym podstawowym wy-
dzielaniem LTE, z moczem. U chorych tych stwierdzono rowniez znamiennie wigksze
podstawowe stgzenia 9a,11B-PGF, w osoczu oraz tryptazy w surowicy w porownaniu
z grupa chorych na astmg dobrze tolerujacych aspiryne oraz z grupa osob zdrowych.
Dwie ostatnie grupy nie roznily si¢ mi¢dzy soba pod wzgledem wartosci podstawo-
wych stgzen powyzszych mediatorow. Jedynym parametrem, ktérego podstawowe
stgzenia byly porownywalne w 3 badanych grupach, bylo stg¢zenie 9a,11{3-PGF,
W moczu.

Smith i wsp. [90] poréwnywali podstawowe wydzielanie LTE; z moczem w takich
samych 3 grupach i podobnie jak w niniejszej pracy stwierdzili znamiennie wigksze
stezenia tego eikozanoidu w grupie chorych na astmg aspirynowa, w poréwnaniu
zchorymi na astmg z dobra tolerancja aspiryny i z osobami zdrowymi. Podobnie nie
zaobserwowali oni réznic pomigdzy dwiema pozostalymi badanymi grupami. Rowniez
inni autorzy stwierdzali znamiennie wigksze stezenia LTE; w moczu w warunkach
spoczynkowych u chorych na astmg¢ aspirynowg niz u chorych na astmg, ktérzy dobrze
tolerowali aspiryng [91, 92, 98, 116, 134].

W niniejszej pracy na uwage zastuguje to, ze badana w tym etapie grupa chorych na
astm¢ z dobra tolerancja aspiryny miala nieco nizsza srednig wartos¢ podstawowego
stezenia LTE; w moczu niz grupa chorych na astme alergiczna, bioraca udzial
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w pierwszym etapie badan. Sprawito to, ze grupa chorych na astm¢ uczestniczaca
w drugim etapie badan nie roznita si¢ znamiennie pod wzgledem tego parametru od
grupy kontrolnej 0s6b zdrowych. Jest to najprawdopodobniej spowodowane faktem, ze
kazda z grup chorych na astmeg tworzyta inna populacja chorych i grupy réznity sie pod
wzgledem liczebnosci. Ponadto w pierwszym etapie byla to wyselekcjonowana grupa
chorych na astmg alergiczna o lzejszym przebiegu. Natomiast w drugim etapie badan
uczestniczyli chorzy zarébwno na astme alergiczng, jak i niealergiczna. W wigkszosci
przypadkdw mieli oni chorob¢ o ci¢zszym przebiegu i zazywali wigksze dawki korty-
kosteroidow wziewnych, a niektorzy nawet kortykosteroidy doustne. Jednakze nawet
w poréwnaniu z grupg chorych na astme alergiczng srednia wartos¢ LTE, w moczu
obliczona u chorych na astmg¢ aspirynowa byfa zdecydowanie wigksza.

Tak wigc w niniejszej pracy potwierdzono po raz kolejny, ze chorzy na astme aspi-
rynowa cechuja si¢ wzmozong produkcja leukotrienéw cysteinylowych juz w warun-
kach spoczynkowych. W tym badaniu wykazano za$ po raz pierwszy, ze towarzyszy
temu wzmozone, podstawowe uwalnianie tryptazy i 9a,11B-PGF, do krwi [135]. Skoro
sq to 2 specyficzne markery aktywacji mastocytow, moze to przemawiac¢ za spoczyn-
kowgq aktywacja mastocytow w tej szczegolnej postaci astmy oskrzelowe;.

Rola eozynofiléw, jako glownych komdrek zapalnych w astmie aspirynowej, jest
ogdlnie uznana [95, 132]. Niniejsza praca wykazala, ze rdwnie istotng rol¢ mozna
przypisa¢ w tej chorobie mastocytom. Ponadto wzajemna interakcja tych komorek
moze mie¢ znaczenie w samopodtrzymywaniu si¢ procesu zapalnego. Eozynofile syn-
tetyzuja i uwalniajg SCF, ktdry jest niezbedny do dojrzewania mastocytow, a nastgpnie
silnie aktywuje dojrzale formy tych komorek do uwalniania mediatoréw [137]. Tak
wigc by¢ moze wzmozona aktywacja mastocytow, ktora stwierdzono w niniejszej pra-
cy, jest efektem dzialania eozynofilow. Natomiast pochodzaca z mastocytow PGD,,
dzigki swoim wlasciwosciom chemoatrakcyjnym przyciaga eozynofile, a takze bazofile
i limfocyty Th2 do miejsc toczacego si¢ zapalenia [50]. By¢ moze stata aktywacja
mastocytow i uwalnianie PGD, do krwi s3 odpowiedzialne za szczegélnie cigzki prze-
bieg astmy aspirynowe;j.

Zmierzone w niniejszej pracy podstawowe st¢zenia 9a., 1 1B-PGF; w moczu nie réz-
nity si¢ istotnie pomiedzy 3 badanymi grupami. O’Sullivan i wsp. [55] uzyskali takie
same wyniki, pordwnujac 3 podobne, aczkolwiek mniej liczebne grupy. Réwniez Mita
i wsp. [98] nie stwierdzili réznic w podstawowych st¢zeniach 9a,l1B3-PGF, w moczu
pomiedzy grupa chorych na astme¢ aspirynowa i grupg chorych na astme¢ z dobra tole-
rancja aspiryny. Autorzy tego ostatniego badania nie stwierdzili takze réznic w wy-
dzielaniu innego mediatora mastocytow z moczem, jakim byla N'-metylohistamina. To
jeszcze raz przekonuje, ze pomiar 9a,11B-PGF; we krwi jest czulszym markerem ak-
tywacji mastocytow niz jej pomiar w moczu.

Doustna prowokacja aspiryng przeprowadzona u chorych na astmg aspirynowa
spowodowala wprawdzie slabo nasilony, ale znamienny, wczesny wzrost stgzenia
9a,11B-PGF, we krwi. Wzrost ten byl slabiej nasilony niz w grupie chorych na astmg¢
alergiczng po prowokacji alergenem i nie byl tak homogenny. Ponad potowa chorych
odpowiedziala wyraznym wzrostem wydzielania tego eikozanoidu do krwi, u pozosta-
tych odpowiedz ta byla znacznie stabiej nasilona, kilku zas chorych zareagowato wrgcz
spadkiem. Taka niehomogenng odpowiedz biochemiczng obserwowano juz wczesniej
u chorych na astme aspirynowa po prowokacji aspiryna, kiedy to mierzono PGD,
w poptuczynach oskrzelowo-pgcherzykowych [99, 138} i w moczu [139]. By¢ moze
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jest to spowodowane rozna ekspresja COX-2 u poszczegolnych chorych. Sousa i wsp.
[140] wykazali wzmozona ekspresj¢ tego enzymu w nabtonku i blonie podsluzowej
oskrzeli u chorych na astmeg aspirynowa. Mogloby to decydowac o sile, z jaka aspiryna
hamuje cyklooksygenazg. Natomiast zastanawia, dlaczego aspiryna, jako inhibitor
cyklooksygenazy, u czgsci chorych wrecz pobudzata uwalnianie PGD,. Najprawdopo-
dobniej odgrywa w tym role jakis blizej nieznany mechanizm stymulacji mastocytow.
Stad tez w pewnych, szczegdlnych warunkach hamowanie cyklooksygenazy moze
paradoksalnie doprowadzi¢ do aktywacji mastocytow i spowodowa¢é zwigkszone uwal-
nianie produktu tego enzymu, jakim jest PGD,. Przyktadem takiej szczegdlnej sytuacji
jest systemowa mastocytoza, w ktorej obserwowano zwigkszone uwalnianie PGD,,
histaminy i tryptazy wiasnie po zazyciu aspiryny [141].

W niniejszej pracy wykazano po raz pierwszy, ze zjawisko wzmozonego uwalnia-
nia metabolitu PGD, do krwi w odpowiedzi na doustng prowokacj¢ aspiryng jest cechg
szczegolng chorych na astme aspirynowg [135]. Podanie wzrastajacych dawek aspiry-
ny chorym na astme¢ z dobrga tolerancja aspiryny oraz osobom zdrowym nie spowodo-
walo takiego skutku. Przeprowadzone przez Mastalerz i wsp. [142] badania w grupie
chorych z pokrzywka i/lub obrzgkiem naczynioruchowym po aspirynie potwierdzily,
ze doustna prowokacja aspiryna réwniez i w tej grupie chorych powodowala wzrost
st¢zenia 9a,11B-PGF, we krwi, aczkolwiek podstawowe stgzenia tego metabolitu byly
w tym przypadku poréwnywalne z wartosciami uzyskanymi u oséb zdrowych.

Dodatkowym potwierdzeniem, ze podana doustnie aspiryna aktywuje mastocyty
chorych na astm¢ aspirynowa, byl stwierdzany podobnie wczesny jak w przypadku
9a,11B-PGF,, bo juz w 5. minucie, wzrost stgzenia tryptazy w surowicy u wszystkich
10 chorych, u ktdrych te oznaczenia wykonano. Obserwowany przez Stadka i wsp. [93]
wzrost stgzenia tryptazy w surowicy chorych na astm¢ aspirynowa po doustnej prowo-
kacji aspiryna, natomiast jego brak po prowokacji wziewnej, potwierdza wysunigte
uprzednio w niniejszej pracy przypuszczenie, ze tylko systemowe, nie zas miejscowe
dzialanie czynnika prowokujacego jest w stanie pobudzi¢ mastocyty do uwalniania
tryptazy do krwi. Wyniki uzyskane przez innych autoréw nie byly tak jednoznaczne.
Bosso i wsp. [143] stwierdzili znaczny wzrost tryptazy we krwi tylko u 3 sposrod 17
chorych poddanych doustnej prowokacji aspiryna. Chorzy ci wyrdzniali si¢ obecnoscia
cigzkich reakcji ze strony oskrzeli z towarzyszacymi objawami pozaoskrzelowymi.

W przeciwienstwie do wziewnej prowokacji alergenem, po doustnej prowokacji
aspiryng nie obserwowano wzrostu stezenia 9a,11B-PGF, w moczu. Inhalacja alergenu
wywolala znacznie masywniejszy wyrzut tego metabolitu do krwi niz zazycie aspiryny,
stad tez ten niewielki, ale znamienny wzrost stezenia 9, 113-PGF, w moczu obserwo-
wany w ciagu 2 pierwszych godzin po wziewnej prowokacji alergenem byt niejako
odzwierciedleniem obecnych w tym czasie wigkszych ilosci metabolitu PGD, we krwi.
Poniewaz po doustnej prowokacji aspiryng wzrost wydzielania 9¢.,113-PGF, do krwi
byt stabiej nasilony, a u cz¢sci chorych dochodzilo nawet do jego spadku, stad tez mo-
glo to nie znalez¢ odzwierciedlenia w pomiarach dokonywanych w moczu. Te obser-
wacje po raz kolejny potwierdzaja hipotezg, ze oznaczanie 9a,113-PGF; we krwi jest
bardziej czulym markerem aktywacji mastocytow niz jej oznaczanie w moczu. Zostato
to pozniej potwierdzone przez Swierczynska i wsp. [144], ktorzy oceniali stezenia
9a,11B-PGF; we krwi i w moczu u chorych reagujacych rownoczesnie reakcjami tak
ze strony nosa, jak i oskrzeli na doustne podanie aspiryny. Podobnie jak w niniejszej
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pracy po doustnej prowokacji aspiryna obserwowali oni znamienny wzrost st¢zenia
tego eikozanoidu tylko we krwi, a nie w moczu.

Istnieja jednakze doniesienia przynoszace wrecz odmienne wyniki. Wzrost poziomu
9a,11B-PGF;, w moczu u chorych na astme aspirynowg stwierdzali O’Sullivan i wsp.
[55] po wziewnej oraz Mita i wsp. [98] po dozylnej prowokacji aspiryna. Mozna to
tlumaczy¢ odmiennymi drogami podawania aspiryny lub tez innymi metodami labora-
toryjnymi stuzacymi do oznaczania stezenia 9a,11p3-PGF, w moczu. W obu cytowa-
nych powyzej badaniach byta to metoda immunoenzymatyczna.

W niniejszej pracy nie obserwowano istotnych korelacji pomigdzy maksymalnym
spadkiem FEV, a maksymalnym wzrostem badZ tez spadkiem st¢zenia 9a,11B-PGF,
we krwi i w moczu oraz tryptazy we krwi. Natomiast stwierdzono istotng dodatnig
korelacj¢ pomiedzy skalg nasilenia objawdw oskrzelowych i pozaoskrzelowych, po-
wstatych po prowokacji aspiryna, a maksymalnym wzrostem badz tez spadkiem stg¢ze-
nia 9a,11B-PGF, we krwi. Przyjeta w niniejszej pracy skala objawow wydaje si¢ lep-
szym wskaznikiem klinicznym odzwierciedlajacym odpowiedz na doustna prowokacjg
aspiryng niz sam pomiar FEV,. Obejmuje ona nie tylko reakcj¢ ze strony oskrzeli, ale
takze wszelkie objawy pozaoskrzelowe, ktérych obecnos¢ i intensywnos¢ swiadczy
o stopniu nadwrazliwosci chorego na aspiryne. Spadek zas FEV, okresla tylko reakcje
ze strony samych oskrzeli i niekoniecznie odzwierciedla jej cigzkos¢, poniewaz z zalo-
zenia prowokacja zostaje przerwana w momencie, gdy FEV, obniza si¢ o umowne
20% w stosunku do wartosci wyjsciowej. Stad tez, pomimo roéznego nasilenia i kon-
stelacji objawow klinicznych, procentowe spadki FEV, zmierzone u poszczegéinych
chorych poddanych prowokacji nie réznity si¢ znacznie pomigdzy soba i miescily sie
w granicach od —20% do —35%. Tak wigc zalezno$¢ pomigedzy nasileniem objawdw
klinicznych po prowokacji aspiryna a wyrzutem 9c,11B-PGF; do krwi potwierdza raz
jeszcze, ze mastocyty uczestniczg aktywnie w patogenezie astmy aspirynowej, a po-
miar 9a,11B-PGF, we krwi jest czutym markerem aktywacji tych komorek.

Podobnej skali objawéw nie opracowano dla chorych poddanych prowokacji aler-
genem, poniewaz w tych przypadkach reakcja ograniczala si¢ prawie wylacznie do
oskrzeli. Stopien obturacji byt bardziej zr6znicowany niz po prowokacji aspiryna, gdyz
maksymalne spadki FEV, wahaly si¢ u poszczegdlnych chorych pomiedzy -20%
a -50%. W grupie chorych na astmg alergiczna nie znaleziono jednakze zaleznosci
pomigdzy nasileniem obturacji a maksymalnym uwalnianiem 9a,11B-PGF, do krwi,
jak tez wzrostem lub spadkiem wydzielania 9a,11B-PGF, do moczu oraz tryptazy do
krwi.

Wzrost wydzielania 9a,11B-PGF; do krwi po doustnej prowokacji aspiryng obser-
wowano jedynie u chorych na astmg aspirynowa. Zazycie jednorazowej dawki tego
leku wynoszacej nie tylko 100 mg, ale nawet 600 mg przez chorych na astm¢ dobrze
tolerujacych aspiryn¢ nie wplyng¢lo na st¢zenie 9a, 1 13-PGF, we krwi. Podobne wyniki
uzyskano w innym badaniu, w ktorym dozylne podanie aspiryny chorym na astme
z dobra tolerancja aspiryny rowniez nie wplynglo istotnie na wydzielanie 9¢a,113-PGF,
z moczem [98]. Tak wigc u chorych na astmg aspirynowa szlak syntezy PGD, z kwasu
arachidonowego moze pozostawac pod kontrola blizej nieznanych czynnikdw regulato-
rowych.

U osdb zdrowych, zaréwno 2 rézne dawki aspiryny podane jednorazowo, jak i duza
laczna dobowa dawka aspiryny wynoszaca 1300 mg, pozostawaly bez wplywu na ste-
zenie 9a,11B-PGF, we krwi i w moczu. Pozostaje to w sprzecznosci z hamujacym
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wplywem aspiryny in vitro na syntez¢ innych prostanoidéw powstatych na szlaku cy-
klooksygenazy [145].

Chorzy na astme¢ aspirynowa cechowali si¢ nie tylko podwyzszonym spoczynko-
wym wydzielaniem LTE,; z moczem, ale i dalszym wzrostem tego wydzielania po
doustnej prowokacji aspiryng. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy potwierdzaja do-
tychczasowe obserwacje. Christie i wsp. [92] obserwowali 4-krotny wzrost stgzenia
LTE; w moczu po doustnej prowokacji aspiryng przeprowadzonej u 6 chorych na
astme aspirynowa. Stadek i wsp. [93] stwierdzili 7-krotny wzrost st¢zenia LTE,
w moczu po 6 godzinach od zazycia aspiryny przez 10 chorych na astmg¢ aspirynowa,
Knapp i wsp. [146] zas opisali 3,6-krotny wzrost tego eikozanoidu w moczu w podob-
nie przeprowadzonym badaniu. Réwniez w wyniku innych sposobéw prowokacji aspi-
ryng dochodzilo do znacznego wzrostu wydzielania LTE, z moczem. Christie i wsp.
[147] stwierdzili 3-krotny jego wzrost w moczu u 6 chorych na astmg aspirynowa po
inhalacji aspiryny lizynowej. Podobne wyniki otrzymali Kumlin i wsp. [134] u 9 cho-
rych na astme aspirynowa poddanych prowokacji wziewnej aspiryng lizynowa. Mita
i wsp. [98] podawali dozylnie aspiryn¢ 10 chorym na astmg aspirynowa i uzyskali az
13-krotny wzrost tego eikozanoidu w moczu. Stadek i wsp. [138] wykazali wzrost
stezenia leukotrienow cysteinylowych w BAL u 10 chorych na astmg aspirynowa w 30
minut po dooskrzelowej prowokacji aspiryna lizynowa. Uzyskane w niniejszym bada-
niu wyniki potwierdzaja dotychczasowe obserwacje, a sa one tym bardziej przekonuja-
ce, ze zostaly przeprowadzone na znacznie liczniejszej grupie chorych.

6.3. Markery aktywacji mastocytéw po prowokacji adenozyng i metacholing

Wyniki dwodch poprzednich etapéw badan wykazaty, ze pomiar 9a,11B-PGF, we
krwi jest czulszym sposobem oceny aktywacji mastocytow niz jej pomiar w moczu.
Inhalacji alergenu towarzyszyl bowiem niewielki, aczkolwiek znamienny wzrost po-
ziomu tego mediatora w moczu, w przypadku zas doustnego testu z aspiryna jego stg-
zenia przed prowokacja i po prowokacji nie roznily si¢ znamiennie. Obserwowano
natomiast wyrazna odpowiedZ we krwi na kazda z tych prowokacji. Dlatego tez w tym
etapie badan, ktorego celem byla ocena zachowania si¢ mediatorow aktywacji masto-
cytow w odpowiedzi na wziewna prowokacj¢ adenozyna i metacholina, pomiar
9a,11B-PGF, ograniczono jedynie do krwi.

Sposréd badanych mediatoréw jedynym, ktérego stgzenie wzrastalo w odpowiedzi
na prowokacj¢ adenozyna, byta wiasnie 9,1 1B-PGF, w osoczu. Do zwigkszonego
uwalniania tej prostaglandyny do krwi dochodzilo wczesnie, bo juz w piatej minucie
od wystapienia reakcji skurczowej oskrzeli. Bylo ono jednakze stabsze niz w przypad-
ku dwoch poprzednich bodzcow, mimo ze odpowiedz skurczowa oskrzeli mierzona za
pomoca spadku FEV, byla podobna jak po prowokacji alergenem i aspiryna. Poszcze-
g6lni chorzy nie wykazywali tak duzych wzrostow wydzielania 9a,11p3-PGF, do krwi,
jak miato to miejsce u chorych na astmg¢ uczestniczacych w dwoch poprzednich eta-
pach badan. Stabszg odpowiedZ biochemiczna po prowokacji adenozyna niz alerge-
nem, charakteryzujaca si¢ uwalnianiem mniejszych ilosci 9a,11p-PGF, do krwi, moz-
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na probowaé ttlumaczyé miedzy innymi tym, ze alergen jest bardziej stabilny i trwaly.
Adenozyna jest natomiast zwrotnie wychwytywana przez komoérki i ponownie meta-
bolizowana, a wigc aktywuje mastocyty slabiej i krocej [101]. Pomimo stabszej odpo-
wiedzi biochemicznej po adenozynie niz po alergenie, mozna dostrzec pewne analogie
miedzy tymi dwoma testami prowokacyjnymi. W obu przypadkach odpowiedz ta byia
pozytywna lub tez, jak u czg¢sci chorych poddanych prowokacji adenozyna, jej nie
bylto. Nie obserwowano natomiast wyraznych spadkow stezenia 9,1 1B-PGF, we krwi,
tak jak mialo to miejsce po prowokacji aspiryna.

Zachowanie si¢ tryptazy po prowokacji adenozyng bylo rowniez podobne jak
w przypadku prowokacji alergenem. Nie obserwowano istotnych zmian w wydzielaniu
jej do krwi; daly si¢ zauwazy¢ osoby z duzymi i matymi, aczkolwiek stabilnymi stgze-
niami tego mediatora.

W przeciwienstwie do prowokacji alergenem i aspiryna prowokacja adenozyna nie
wplynela istotnie na wydzielanie LTE; z moczem. Réwniez w przeciwienstwie do
chorych poddanych obu tym prowokacjom chorzy poddani prowokacji adenozyna
reagowali nie tylko wzrostem, ale takze spadkiem st¢zenia tego eikozanoidu w moczu.

Mimo ze inhalacja metacholiny spowodowala podobny stopien obturacji oskrzeli
jak inhalacja adenozyny, to jednak nie towarzyszyla temu zadna odpowiedz bioche-
miczna w postaci uwalniania 9a,11B-PGF; i tryptazy do krwi oraz LTE; z moczem.
Subiektywne odczucie dusznosci po prowokacji metacholing oceniane przez tych sa-
mych chorych, ktérzy byli w innym czasie poddawani prowokacji adenozyna, byto
oceniane przez nich jako stabsze.

Niniejsza praca jest jak dotad pierwsza, w ktorej podjgto si¢ oceny zachowania
metabolitu PGD, we krwi w odpowiedzi na wziewna prowokacje oskrzeli adenozyna
i metacholina. Cushley i wsp. [148] obserwowali skurcz oskrzeli po inhalacji adenozy-
ng, ktéremu jednak nie towarzyszyt wzrost poziomu histaminy i NCF (neutrophil che-
motactic factor) we krwi. Upowaznito to tych autorow do wysunigcia wniosku, ze
skurcz oskrzeli nie byl konsekwencja wzmozonej aktywacji mastocytow i uwalnianych
przez nie mediatoréw. Mimo ze w badaniu tym kromoglikan sodu wykazywal dziata-
nie protekcyjne, podwyzszajac prog odpowiedzi skurczowej oskrzeli na adenozyng,
zjawisko to tlumaczono udzialem innych mechanizméw niz stabilizacja mastocytow
przez ten lek. W przeciwienstwie do cytowanego powyzej badania, Polosa i wsp. [149]
obserwowali skurcz oskrzeli po podaniu dooskrzelowym adenozyny w trakcie bron-
chofiberoskopii, ktéremu towarzyszyl znamienny wzrost pozioméw PGD,, tryptazy
i histaminy w BAL. Podanie soli fizjologicznej nie wywolywalo takich skutkdw.

W niniejszej pracy inhalacja adenozyny spowodowata we krwi wzrost st¢zenia
metabolitu PGD,, nie za$ tryptazy. Chociaz cytowane powyzej i niniejsze badanie
roznity si¢ drogg podania alergenu (dooskrzelowa, wziewna) i mediatory mierzono
w roznych piynach ustrojowych (BAL, krew), to jednak markerem aktywacji masto-
cytdw, ktory wzrastal w obu przypadkach po prowokacji, byla PGD, lub jej metabolit.
W niniejszym badaniu prowokacja adenozyna, podobnie jak prowokacja alergenem,
nie spowodowaly wzrostu stezenia tryptazy w surowicy. Ta obserwacja potwierdza
poprzednie spostrzezenia, ze pomiar 9a,11B-PGF, we krwi jest czulszym markerem
aktywacji mastocytow niz pomiar tryptazy. Poniewaz droga podawania czynnika po-
budzajacego oskrzela do skurczu byla w obu zastosowanych modelach prowokacji
identyczna (inhalacyjna) i réznila si¢ od doustnej, a wigc ogoélnoustrojowej drogi po-
dawania aspiryny, stad tez stuszna wydaje si¢ hipoteza, ze dopiero masywna, ogolno-
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ustrojowa prowokacja mastocytow doprowadza do uwalniania przez nie tryptazy. Wy-
niki niniejszej pracy potwierdzaja rowniez hipoteze, ze adenozyna poprzez swoje re-
ceptory na mastocytach jest w stanie aktywowac te komorki na drodze nieimmunolo-
gicznej. Brak jakiejkolwiek odpowiedzi biochemicznej po prowokacji metacholing
potwierdza, ze doprowadza ona do skurczu oskrzeli bezposrednio, bez udziatu masto-
cytow i ich mediatoréw.

Wydaje sie, ze mechanizmy, za posrednictwem ktérych dziala adenozyna w dro-
gach oddechowych, nie sa jeszcze do konca poznane. Potrzeba dalszych badan, ktore
pozwola szczegdlowo ocenié¢ zaangazowanie innych niz mastocyty komoérek w odpo-
wiedz skurczowa oskrzeli na adenozyne u ludzi oraz dokladniej zidentyfikowac rolg
innych niz A,p receptoréw adenozynowych w tym zjawisku. Ostatnio wykazano in
vitro, Ze receptor A,p jest dominujacym typem receptora adenozynowego obecnym na
komérkach ludzkich miesni gladkich oskrzeli [151]. Tak wigc dodatkowy komponent
bezposredniego dzialania skurczowego adenozyny nabiera w swietle tych badan coraz
wiekszego znaczenia. Rowniez w badaniach eksperymentalnych in vitro wykazano, ze
ten sam typ receptora dominuje na komoérkach ludzkich fibroblastow i posredniczy
w ich roznicowaniu w kierunku miofibroblastow [151]. To zas przemawialoby za rolg
adenozyny w procesie remodelingu. Receptor adenozynowy A, cechuje si¢ duzym
migdzygatunkowym zroznicowaniem pod wzgledem struktury, dystrybucji tkankowe;j
oraz funkcji. Badania na modelach mysich wykazaly, ze odgrywa on wazng rol¢
w indukowanej adenozyng degranulacji mastocytow [152] oraz migracji eozynofilow
do ptuc [153]. Dotychczas nie stwierdzono jego obecnosci na ludzkich mastocytach
[154]. Badania in vitro zas wykazaly obecnos¢ receptora Aj na ludzkich eozynofilach,
gdzie mialby by¢ on odpowiedzialny za hamowanie chemotaksji tych komérek [154].
Tymczasem rola receptora A, w zapaleniu alergicznym u ludzi nie jest doktadnie po-
znana [155]. Natomiast cieszy sie on duzym zainteresowaniem w badaniach ekspery-
mentalnych na zwierzgtach. Ostatnio wykazano, ze pelni on funkcje¢ przeciwzapalng
u myszy pozbawionych deaminazy adenozyny, a wigc w obecnosci wyzszych stezen
endogennej adenozyny w plucach [156].

W przeciwienstwie do prowokacji alergenem i aspiryna, prowokacji adenozyna nie
towarzyszyt wzrost wydzielania LTE, z moczem. Udzial leukotrienow cysteinylowych
w indukowanym adenozyng skurczu oskrzeli nie jest dokladnie poznany. Dowody na
ich role w tym zjawisku sa posrednie i pochodza migdzy innymi z badan, w ktorych
obserwowano dzialanie protekcyjne lekow antyleukotrienowych na skurcz oskrzeli
prowokowany za pomoca adenozyny in vitro [157] i in vivo [158, 159]. Brak wzrostu
st¢zenia LTE,; w moczu nie wyklucza udziatu leukotriendw cysteinylowych w skurczu
oskrzeli prowokowanym tym czynnikiem. Jak wiadomo, poza mastocytami uwalniajq
je rowniez inne komorki, a wérdd nich eozynofile. Van de Berge i wsp. [160] wykazali,
ze prowokacja adenozyna, nie za$ metacholing, zwigkszala odsetek eozynofilow
w plwocinie chorych na astme oskrzelowa. Tak wigc obserwowany w niniejszej pracy
brak wzrostu st¢zenia LTE; w moczu po prowokacji adenozyna mozna probowac ttu-
maczy¢ tym, Zze adenozyna aktywuje mastocyty do uwalniania ré6znych mediatorow,
wsrdd ktérych mogg znajdowacd sie czynniki chemotaktyczne dla eozynofiléw. Moze to
powodowaé migracje eozynofilow z krwi obwodowej do drog oddechowych. Zgroma-
dzenie wigkszej liczby eozynofiléw w $cianie oskrzeli moze odzwierciedla¢ si¢ uwal-
nianiem wigkszych ilosci LTE, do swiatla oskrzeli, nie zas do moczu. W cytowanym
powyzej badaniu [160] metacholina, dzialajaca bezposrednio na komoérki miesni glad-
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kich oskrzeli, nie powodowata wzrostu odsetka eozynofilow w indukowanej plwocinie.
Bucchioni i wsp. [161] stwierdzili u chorych na astmg¢ wzrost st¢zenia leukotriendw
cysteinylowych w kondensacie powietrza wydechowego po prowokacji adenozyna, nie
za$ metacholing. Nie obserwowali natomiast zmian w zachowaniu si¢ histaminy. Uzy-
skane wyniki pozwolily im wysunaé przypuszczenie, ze skoro histamina pochodzi
z mastocytow i bazofilow, a nie z eozynofildw, to wzrost ste¢zenia leukotriendéw cyste-
inylowych w kondensacie powietrza wydechowego byt efektem uwalniania ich przez
ostatnie sposréd wymienionych komorek.

Phillips i wsp. [162] przeprowadzili badanie, w ktérym poddali grupg oséb z ce-
chami atopii, ale niechorujacych na astmg, trzem réznym wziewnym testom prowoka-
cyjnym, tj. z alergenem, z adenozyna i z metacholina. Przed prowokacja i po kazdej
z nich mierzono st¢zenie histaminy we krwi. Wzrost stgzenia histaminy byt wigkszy po
prowokacji alergenem niz po prowokacji adenozyna, natomiast nie obserwowano go po
prowokacji metacholing, pomimo ze stopien obturacji oskrzeli osiagniety we wszyst-
kich trzech testach byt porownywalny. Wyniki uzyskane w niniejszej pracy byly ana-
logiczne, chociaz badania zostaly przeprowadzone wsrdd chorych na astme, a we krwi
oceniano wzrost st¢zenia innego, bardziej specyficznego mediatora mastocytow, czyli
9a,11B-PGF,. Inhalacja alergenu spowodowata najwigkszy, bo az 5-krotny jego
wzrost, adenozyna stabszy — 1,2-krotny, a skurczowi oskrzeli wywotanemu inhalacja
metacholiny nie towarzyszyly istotne zmiany w wydzielaniu tego eikozanoidu do krwi,
mimo ze S$redni spadek FEV; spowodowany kazda z prowokacji byl podobny. Brak
odpowiedzi biochemicznej po prowokacji metacholing, przy obecnosci takiej odpowie-
dzi, chociaz o réznej intensywnosci, po prowokacji adenozyng, alergenem oraz aspiry-
na przemawia za tym, ze inhalacja metacholiny jest w stanie spowodowaé obturacje
oskrzeli bezposrednio, bez udziatlu mediatorow. Powyzsze obserwacje pozwalaja po-
nadto sadzi¢, ze uwalnianie mediatorow z mastocytow nie nastepuje wtornie, w odpo-
wiedzi na skurcz oskrzeli, ale ze jest to zjawisko pierwotne, dzi¢ki ktoremu dochodzi
do tego skurczu. Zwrdcili na to uwage O’Sullivan i wsp. [55], ktorzy obserwowali
wzrost wydzielania 9a,11B-PGF, i LTE; z moczem tylko po wziewnej prowokacji
aspiryng lizynowa, nie zas histamina, mimo ze w obu testach dochodzito do poréwny-
walnego skurczu oskrzeli.

W niniejszej pracy wielokrotnie obserwowano szczyt wydzielania 9a,113-PGF, do
krwi bardzo wczesnie, bo juz w piatej minucie po zakonczeniu testu prowokacyjnego.
Mozna przypuszczaé, ze PGD, uwalniala si¢ z aktywowanych mastocytéw juz wcze-
sniej, w ktérym$ momencie po rozpoczgciu testu prowokacyjnego. Nastepnie prosta-
glandyna ta lub tez powstaly z niej aktywny metabolit wywieraly swoj wplyw biolo-
giczny na poziomie oskrzeli, powodujac ich skurcz. U czesci chorych moglo to si¢
zbiegaé w czasie z maksymalnym wzrostem st¢zenia 9,1 13-PGF; we krwi. By¢ moze
u chorych, u ktérych nie obserwowano takiego wzrostu, tak naprawde miat on miejsce
juz wczesniej, tylko nie zostat on wychwycony, gdyz pomiary rozpoczynano dopiero
po wystapieniu reakcji skurczowej oskrzeli. Ocenia si¢, ze podwyzZszone stezenia
PGD, i LTE; w BAL mozna wykrywa¢ w czasie 5-15 minut po dooskrzelowym
wprowadzeniu alergenu [163]. Murray i wsp. [52] obserwowali wzrost PGD, w BAL
w ciagu pierwszych 9 minut po wprowadzeniu do oskrzeli alergenu Dermatophagoides
pteronyssinus uczulonym na niego chorym.

Rozna konstelacja uwalnianych mediatorow aktywacji mastocytow w poszczegol-
nych modelach testow prowokacyjnych, a wiec wzrost stezenia tryptazy we krwi tylko
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po doustnej prowokacji aspiryna, wzrost 9a,113-PGF, w moczu tylko po wziewnej
prowokacji alergenem, wzrost LTE, w moczu po prowokacji wziewnej alergenem
i doustnej aspiryng oraz wzrost 9a.,11B-PGF; we krwi po prowokacji alergenem, aspi-
ryng i adenozyna, umacnia hipoteze, ze pomiar 9a,11B3-PGF, we krwi jest najczulszym
markerem aktywacji mastocytdw in vivo, odgrywajacym wazng rol¢ w patomechani-
zmie obturacji oskrzeli.

Analizujac profil uwalnianych mediatorow oraz intensywnos$¢ ich wydzielania do
krwi i moczu pod wpltywem poszczegdlnych czynnikéw bronchoprowokacyjnych zasto-
sowanych w niniejszej pracy, mozna stwierdzi¢, ze mechanizm odpowiedzi skurczowe;j
oskrzeli jest wieloczynnikowy. Udzial poszczegdlnych mediatoréw jest rozny, w za-
leznosci od czynnika prowokujacego. Niewatpliwa role odgrywac tez moga predyspo-
zycje osobnicze chorego na astmeg, typ astmy oraz stopien zaawansowania choroby.

Jak w przeszltosci przelomowym wydarzeniem okazato si¢ odkrycie roli leukotrie-
now i ich receptorow w astmie, tak obecnie dokladne poznanie zaangazowania PGD,
i adenozyny oraz ich receptorow w patomechanizmy skurczu oskrzeli oraz patogenezg
astmy oskrzelowej moze otworzy¢ nowe perspektywy dla zapobiegania i leczenia tej
choroby.






7. WNIOSKI

1. W réznych modelach napadu astmy, indukowanych u wrazliwych chorych przez tak
odr¢bne bodzce, jak alergeny, aspiryna, czy adenozyna, dochodzi do wzrostu stgze-
nia PGD; — swoistego markera aktywacji mastocytdw w osoczu. Zjawiska tego nie
obserwuje si¢ po prowokacji metacholina, o ktérej wiadomo, ze kurczy oskrzela
w sposob bezposredni, bez udziatu mastocytow.

2. Pomiar aktywnego metabolitu PGD; — 9a,11B-PGF, w osoczu jest bardziej czuly
metoda oceny aktywacji mastocytdw niz jej pomiar w moczu.

3. Sposréd swoistych markeréw aktywacji mastocytow, mierzonych we krwi, pomiar
9a,11B-PGF; jest bardziej czuly niz pomiar tryptazy. Do wzrostu poziomu tryptazy
w surowicy dochodzi jedynie pod wptywem ogélnoustrojowej aktywacji mastocy-
tow, tak jak to jest w przypadku doustnej prowokacji aspiryna u chorych na astme¢
aspirynowa. Wziewne, lokalne prowokacje alergenem i adenozyna takiego skutku
nie wywoluja.

4. Chorzy na astmg¢ aspirynowa, w poréwnaniu z chorymi na astmg z dobrg tolerancja
aspiryny oraz osobami zdrowymi, cechujg si¢ nie tylko wzmozonym spoczynko-
wym wydzielaniem LTE, z moczem, ale réwniez wzmozonym uwalnianiem
9a,11B-PGF; i tryptazy do krwi, co przemawia za spoczynkowa aktywacja masto-
cytdw w tym typie astmy.

S. Rola PGD,, jako markera aktywacji mastocytow, wydaje si¢ istotna, niezaleznie od
mechanizmu aktywacji, typu astmy i bodZca prowokujacego skurcz oskrzeli.






8. STRESZCZENIE

Obturacja oskrzeli w astmie oskrzelowej jest wynikiem skurczu migsni gtadkich scia-
ny oskrzeli, obrzgku blony Sluzowej oraz nadmiernej produkcji sluzowej wydzieliny.
Zmiany te sa rezultatem dziatania odpowiednich mediatoréw na narzad docelowy, jakim
sq w tym przypadku oskrzela. Mastocyty odgrywajq istotng role w patofizjologii astmy
oskrzelowej, bedac zrédtem licznych mediatorow. PGD,, jako jeden z najwazniejszych
mediatoréw mastocytow syntetyzowanych de novo, jest obdarzona silnymi zdolnosciami
do skurczu oskrzeli. Poniewaz jest ona nieomal wyltacznie produkowana przez te komor-
ki, dlatego pomiar jej stgzenia w ptynach ustrojowych pozwala na oceng udzialu masto-
cytdw w zjawisku obturacji i jednoczesnie stanowi specyficzny marker ich aktywacji.
Dotychczasowe badania nad rolag PGD, w astmie oskrzelowej sprowadzaly si¢ glownie
do pomiaréw jej metabolitdw w moczu oraz w BAL. Badania poswig¢cone oznaczaniu tej
prostaglandyny we krwi u chorych na astmg sa bardzo nieliczne.

Niniejsza praca zmierzata do okreslenia aktywacji mastocytow w roznych typach
astmy i pod wplywem réznych bodzcéw o potencjalnych zdolnosciach do prowokowa-
nia skurczu oskrzeli. Szczegdlng uwagg zwrdcono na wydzielanie 9, 11B-PGF,, beda-
cej aktywnym metabolitem PGD,, do krwi. Uwalnianie tego metabolitu poréwnywano
z uwalnianiem innych mediatoréw wytwarzanych przez mastocyty. Stanowity je:
tryptaza, uznana za swoisty marker aktywacji mastocytow, oraz LTE,, ktory jest
wprawdzie syntetyzowany rowniez przez inne komorki, ale podobnie jak PGD; silnie
kurczy oskrzela. Badaniami objeto chorych na astme alergiczna poddanych wziewnej
prowokacji alergenem, chorych na astm¢ aspirynowa poddanych doustnej prowokacji
aspiryng oraz chorych na astm¢ o ré6znym podlozu poddanych prowokacji adenozyna
i metacholing. Ponadto przeprowadzono doustne proby prowokacyjne z aspiryna
u chorych na astme¢ z dobra tolerancja aspiryny oraz u osob zdrowych. Prowokacja
alergenem stuzyta jako typowy model kliniczny skurczu oskrzeli, obrazujacy aktywa-
cj¢ mastocytow w mechanizmie IgE-zaleznym. Prowokacje skurczu oskrzeli za pomo-
ca aspiryny, adenozyny i metacholiny odzwierciedlaly rozne modele skurczu oskrzeli,
w ktorych odgrywaja rol¢g mechanizmy nieimmunologiczne. O ile metacholina zweza
oskrzela poprzez bezposrednie oddziatywanie na migsnie gladkie sciany oskrzeli, o tyle
w przypadku aspiryny i adenozyny mechanizm ten jest posredni; zaklada si¢ w nim
udzial mastocytow i ich mediatorow.

W poszczegolnych badanych grupach pobierano krew na oznaczanie 9a,11B-PGF,
i tryptazy oraz mocz na oznaczanie 9a,l1B-PGF, i LTE,, zarbwno w warunkach spo-
czynkowych, jak i po prowokacji odpowiednim bodzcem. 9a,!1B-PGF, w osoczu
i w moczu oznaczano metoda chromatografii gazowej polaczonej ze spektrometria
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mas, technika ujemnej jonizacji chemicznej (GC-NICI-MS). Tryptazg oznaczano
w surowicy metoda fluoroenzymatyczna, LTE, w moczu za$ — metoda immunoenzy-
matyczng (EIA).

W astmie alergicznej inhalacja swoistego alergenu spowodowata skurcz oskrzeli,
ktoremu towarzyszyt znamienny wzrost wydzielania 9a,11B-PGF; do krwi, o wiele
stabszy do moczu oraz znamienny wzrost wydzielania LTE, z moczem. Nie obserwo-
wano natomiast wzrostu wydzielania tryptazy do krwi. Obturacji oskrzeli wywotanej
doustng prowokacja aspiryna u chorych na astmg¢ aspirynowq towarzyszyt stabszy, ale
znamienny wzrost wydzielania 9a,11B-PGF, tylko do krwi, nie zas z moczem. Jedno-
czesnie stwierdzono znamienne wydzielanie tryptazy do krwi i LTE; z moczem. Po-
nadto ta grupa chorych, w poréwnaniu z chorymi na astmg z dobra tolerancja aspiryny
oraz osobami zdrowymi, wyrdzniata si¢ juz w warunkach spoczynkowych, przed pro-
wokacja wzmozonym uwalnianiem 9a,11B-PGF; i tryptazy do krwi oraz LTE, z mo-
czem. Zazycie aspiryny przez chorych na astme, ktorzy dobrze tolerowali aspiryne,
oraz przez osoby zdrowe nie spowodowato reakcji ze strony oskrzeli ani nie doprowa-
dzilo do wzrostu uwalniania ktéregokolwiek z badanych eikozanoidow. Prowokacji
wziewnej adenozyna towarzyszyt jedynie wzrost wydzielania 9a,113-PGF; do krwi.
Natomiast skurczowi oskrzeli wywolanemu przez metacholing nie towarzyszyla zadna
odpowiedz biochemiczna w zakresie badanych mediatorow.

Wyniki przeprowadzonych badan wskazuja, ze PGD, jest waznym, swoistym mar-
kerem aktywacji mastocytow, uczestniczacym w obturacji oskrzeli, a stopien jej uwal-
niania odzwierciedla posrednio zaangazowanie mastocytdéw w to zjawisko. Dowodem
tego byto stwierdzenie wzrostu st¢zenia jej aktywnego metabolitu — 9a,113-PGF,
w osoczu chorych na rozne postacie astmy oskrzelowej po prowokacji za pomocg 3
réznych bodzcow o potencjalnych zdolnosciach do skurczu oskrzeli, tj. alergenu, aspi-
ryny i adenozyny. Zjawiska tego nie obserwowano po prowokacji metacholina. W niniej-
szej pracy stwierdzono po raz pierwszy, ze pomiar 9, 11p3-PGF; w osoczu jest bardziej
czula metoda oceny aktywacji mastocytéw niz jej pomiar w moczu. Slabo nasilony
wzrost wydzielania 9a,11B-PGF,; z moczem stwierdzono tylko po prowokacji alerge-
nem u chorych na astme alergiczng, ktéremu towarzyszyl znaczny wyrzut tego meta-
bolitu do krwi, nie za$ po prowokacji aspiryng u chorych na astme aspirynowa, kiedy
wydzielanie do krwi bylo stabiej nasilone. Sposrod markerow aktywacji mastocytow
mierzonych we krwi, pomiar 9a,l1B-PGF, jest bardziej czuly niz pomiar tryptazy.
Wzrost stezenia tryptazy w osoczu krwi obserwowano jedynie po prowokacji doustnej
aspiryng u chorych na astmg¢ aspirynowa, kiedy to dochodzi do ogélnoustrojowej akty-
wacji mastocytow. Wziewne, a wigc lokalne prowokacje alergenem i adenozynga takie-
go skutku nie wywotywaly. Zjawisko wzmozonego uwalniania metabolitu PGD, przez
mastocyty po prowokacji aspiryng jest wylaczna cechg chorych na astm¢ aspirynowa,
poniewaz nie zaobserwowano takiej reakcji u chorych na astm¢ z dobra tolerancja
aspiryny oraz u osob zdrowych. Zwigkszonemu uwalnianiu 9a,1183-PGF; do krwi to-
warzyszyt wzrost wydzielania LTE, z moczem po prowokacji alergenem i aspiryna, nie
za$ po prowokacji adenozyna, chociaz udzialu tego eikozanoidu w skurczu oskrzeli
prowokowanym tym bodzcem nie mozna wykluczy¢. Chorzy na astme aspirynows,
w poréwnaniu z chorymi na astme¢ z dobra tolerancja aspiryny oraz osobami zdrowymi,
cechuja si¢ nie tylko wzmozonym spoczynkowym wydzielaniem LTE; z moczem, ale
réwniez wzmozonym uwalnianiem 9a,11B-PGF; i tryptazy do krwi, co przemawia za
spoczynkowa aktywacjg mastocytdw 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. PGD,, 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 PGD, 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 PGD, 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,11B-PGF», an
active PGD, 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 LTE, (admittedly, also synthesized
by other cells, but — very much like PGD, — 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,11B-PGF; and tryptase, and urine samples for determination of 9a,11B-PGF, and
LTE,, taken both at rest and after provocation with an adequate stimulus. Concentra-
tions of 9a,11B-PGF, 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 LTE, 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,11B-PGF; secretion into the blood, much
lower into urine, and a significant increase of LTE, 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,11B-PGF; into the blood only.
At the same time significant secretion of tryptase into the blood and significant dis-
charge of LTE, 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,11B-PGF, and tryptase into blood and LTE, 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,11B-PGF; 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 PGD, 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,11B-PGF, 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
9al1B-PGF; in plasma is a more sensitive method for assessing mast cell activation
than its measurement in urine. Weak increase of 9a,11-PGF, 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,l1B-PGF, 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 PGD, 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,11B-PGF; into the blood was accompanied by an in-
creased release of LTE, 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 LTE, into urine at rest, but also by an increased release
of 9a,11B-PGF, and tryptase into the bloodstream, which points to steady mast cell
activation in this type of asthma.
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