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Seznam zKkratek

4-HN 4-hydroxynonenal

8-1P 8-isoprostan

ARA kyselina arachidonova

Arg arginin

ASL airway surface liquid

ATS American Thoracic Society

BALF tekutina ziskana bronchoalveolarni lavazi
BCC komplex Burkholderia cepacia

BMI body mass index

CF cysticka fibréza

CFRD diabetes mellitus vazany na cystickou fibrozu
CFTR cystic fibrosis transmembrane conductance regulator
CRP C-reaktivni protein

CR Ceska republika

DC dychaci cesty

DNA kyselina deoxyribonukleova

eCO obsah CO ve vydechovaném vzduchu
ELISA enzyme-linked immunosorbent assay

ENaC epitelidlni natriovy kanal

eNO obsah NO ve vydechovaném vzduchu

ERS European Respiratory Society

FEV, usilovné vydechnuty objem za prvni sekundu
FN fakultni nemocnice

HO-1 hemoxygenaza 1

CHOPN chronickd obstrukéni plicni nemoc

IGA Interni grantova agentura

IKS inhala¢ni kortikosteroidy

IQR mezikvartilové rozpéti

KAT katalaza

KVV kondenzat vydechovaného vzduchu

LF lékarska fakulta



MDA
MPO
Mzd
NF-xB
NOS
n.s.
OS
PCR
PUFA
Px

ROS
SOD
Tyr
UK

malondialdehyd
myeloperoxidaza
Ministerstvo zdravotnictvi
nukledrniho faktoru kB

NO syntetaza

neni signifikantni

oxidacni stres

polymeréazova fetézova reakce
polynenasycené mastné kyseliny
peroxidaza

reaktivni metabolity dusiku
reaktivni metabolity kysliku
superoxiddismutéaza

tyrosin
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1. Uvod

Oxidacni stres se podili na patogenezi fady chorob. Rovnéz u cystické fibrozy (CF) hraje
dileZitou roli. Jeho ovlivnéni tak ma potencial zpomalit progresi této choroby. K hodnoceni
stupné¢ oxidaCniho stresu a jeho ovlivnéni terapeutickémi zéasahy jsou tieba spolehlivé
markery. Odbér biologického materialu pro jejich stanoveni se li§i invazivitou, v piipade

kondenzatu vydechovaného vzduchu (KVV) jde o pIné¢ neinvazivni metodu.

1.1. Cysticka fibroza

CF je vrozené onemocnéni vyvolané mutacemi genu pro transmembranovy regulator
vodivosti (CFTR). Onemocnéni vede k dysfunkci 714z se zevni sekreci s vysokou koncentraci
chloridl v potu a tvorbou abnormalné vazkého hlenu v dychacim, travicim a rozmnozovacim
tstroji. Vyskyt CF v Ceské republice &ini asi 1:2700 az 1:4000 Zivé narozenych. Klinicky se
projevuje predevsim chronickym sinopulmondlnim onemocnénim, insuficienci zevni sekrece
pankreatu, poruchami stievni pasdze a stavu vyZzivy, syndromem ztraty soli a muzskou
neplodnosti. Vyznamnou komplikaci je u ¢asti nemocnych v détském veéku hepatopatie a v
dospélosti diabetes mellitus (CFRD) a metabolicka kostni nemoc.

V diagnostice je k prikkazu dysfunkce CFTR proteinu vyuzivan potni test a vySetieni mutaci
CFTR genu. Dilezitym pokrokem bylo zavedeni novorozeneckého screeningu (v Ceské
republice od fijna 2009).

V Ié€be se uplatiiuje piedevSim respiracni fyzioterapie s inhalacemi mukolytik, agresivni
antibiotickd 1écba a vysokokalorickd strava spolu sadekvatni substituci pankreatickymi
enzymy. Pro nemocné s CFRD je dilezita v€asné zahdjena insulinova lécba, vybrané pacienty
s pokrocCilym plicnim onemocnénim zafazujeme na Cekaci listinu transplantace plic. Zcela
zésadni je prevence kolonizace dychacich cest patogeny typickymi pro CF, pfedevSim
Pseudomonas aeruginosa. S vyuzitim modernich lécebnych metod se podafilo vyznamné
zlepsit prognézu nemocnych tak, ze v soucasnosti narozené¢ déti s CF maji predpokladané

pieziti 40-50 let (Fila L., 2011).

1.2. Oxidacéni stres

ey

Organizmy zijici v kyslikové atmosféfe disponuji fadou mechanizmd, ktreré brani poskozeni

reaktivnimi metabolity kysliku (reactive oxygen species, ROS), resp. dusiku (reactive



nitrogen species, RNS). V ptipad¢ prevahy oxidanti nad antioxidanty, resp. pii nedostatecné
reparaci Skod vzniklych oxida¢nimi procesy mluvime o oxida¢nim stresu. Oxidac¢ni stres vede
k modifikacim proteinti, lipidd a DNA s poruchou bunécné signalizace, metabolizmu a
genové exprese s moznosti zmény antigennich vlastnosti, apoptdzy az nekrdzy ¢i podilu na
nadorové transformaci bunky. Hraje tak roli pfi starnuti organizmu a utady onemocnéni
(kancerogeneze, chronické zanéty a degenerativni onemocnéni, reperfiizni poskozeni, diabetes
mellitus, syndrom akutni respiracni tisné a dalsi). Podrobna znalost kaskad oxida¢nich reakci
vcetné definovani markert vhodnych k detekci oxidacniho stresu je dilezita pro diagnostiku i

lécebné ovlivnéni uvedenych stavi (Adly A.A., 2010).

1.3. Kondenzat vydechovaného vzduchu

Vysetteni vydechovaného vzduchu a KVV je neinvazivnim, dobie tolerovanym a snadno
opakovatelnym postupem. Lze jej vyuzit experimentalné 1 klinicky, a to ke studiu fyziologie a
patofyziologie, v diagnostice a ke sledovani efektu lécby. Prvni ,,State of the art* Clanek
vénovany biomarkerim ve vydechovaném vzduchu a v KVV byl publikovan pied jiz vice nez
deseti lety (Kharitonov S.A., Barnes P.J., 2001). Klinicky vyuzitelné¢ a komeréné dostupné
jsou v soucasnosti ptistroje k vySetieni oxidu dusnatého a oxidu uhelnatého ve vydechovaném
vzduchu a peroxidu vodiku v KVV.

Ptedpoklada se, ze slozeni KVV odrazi slozeni periciliarni tekutiny. K odbéru KVV se
vyuzivaji pftistroje, které ochlazuji vydechovany vzduch a vzniklou kapalinu zachycuji
v nadobce. Takto ziskany KVV Ize vysettit ihned (napt. méteni pH nebo koncentrace H,O,) a
nebo zamrazit k uskladnéni a vySetfeni s odstupem. Doporuceni pro standardizaci odbéru
KVV bylo publikovano experty American Thoracic Society a European Respiratory Society
v roce 2005 (Horvath 1. ef al., 2005).

V KVV byla studovana fada markerti, nejcastéji markery zanétu a oxida¢niho stresu. Dale
napi. markery tkanového poSkozeni a bakteralni kolonizace a rovnéz nddorové markery.
Vzhledem k nizkym koncentracim téchto laitek v KVV je nezbytné pouzivat vysoce citlivé
metody detekce, jako je kapalinova chromatografie, ELISA, PCR, hmotnostni spektrometrie
¢1 elektrochemickd detekce. Mezi nemoci nejvice studované v souvislosti s KVV patii
bronchidlni astma, chronicka obstrukéni plicni nemoc a CF. Piehledny ¢&lanek vénovany

vysetteni KVV u CF byl recentné publikovan i v Ceském jazyce (Fila L., Musil J., 2010).
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1.4. Markery oxidacniho stresu v kondenzitu vydechovaného vzduchu

Ve vydechovanym vzduchu i1 v KVV lze detekovat fadu markert oxida¢niho stresu. Jde
jednak o vlastni ROS/RNS, jednak o jimi modifikované molekuly. Vzhledem k tomu, zZe
k oxidacnimu poSkozeni jsou nejcitlivéjsi lipidy, patii fada téchto latek mezi produkty

lipoperoxidace. Prehled markerti oxida¢niho stresu vySetfovanych u CF je uveden na obr. 1.

Obrazek 1.1. Markery oxida¢niho stresu vySetfované ve vydechovaném vzduchu a

v kondenzatu vydechovaného vzduchu u cystické fibrozy (voln¢ podle Braga P.C., 2006)

HO-1
hem —

koufeni ——» CO

KAT, Px
etan, pentan
PUFA
HO* » MDA, 4-HN

0 ——— > O —» 2\

Fe’*
H,O, >
MPO l / N‘
HCIO 8 1P

Tyr
ONOO~ > NO,* > NO,-Tvr

NOS

NO* > NO..NO;

Markery vySetfované ve vydechovaném vzduchu jsou vyznaceny tu¢né kurzivou (CO, etan,

P:
5]

NO

pentan, NO*) a v kondenzatu vydechované¢ho vzduchu tu¢né podtrzené¢ (H,O,, MDA, 8-1P,
NO,-Tyr, NO,, NOs3, R-SNO). * jsou oznaceny volné radikaly.

Pouzité zkratky (chemické latky): 4-HN...4-hydroxynonenal, 8-IP...8-isoprostan,
ARA.. kyselina arachidonové, Arg...arginin, CO...oxid uhelnaty, HO¥*...hydroxylovy
radikal, HO-1...hemoxigenaza 1, KAT.. katalaza, MDA...malondialdehyd,
MPO...myeloperoxidaza, NOS...NO syntetaza, NO*...oxid dusnaty, NO,*...oxid dusicity,
NO,-Tyr...3-nitrotyrosin, O,* ...superoxid, ONOO ...peroxynitrit, PUFA...polynenasycené
mastné kyseliny, Px...peroxidazy, R-SH.. .tioly, R-SNO...nitrosotioly,
SOD...superoxiddismutdza, Tyr...tyrosin.
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Z ROS je v KVV detekovatelny peroxid vodiku, o kterém bude blize pojednano v kapitole
1.4.1. RNS a jejich metabolity 1ze detekovat ve vydechovaném vzduchu (oxid dusnaty) i
v KVV (nitrity, nitraty, 3-nitrotyrosin a nitrosotioly). Tém je vénovana kapitola 1.4.2. Dale
jde o produkty oxida¢niho metabolizmu mastnych kyselin. Z nich je ve vydechovaném
vzduchu detekovatelny oxid uhelnaty, etan a pentan; v KVV pak 8-isoprostan (blize
v kapitole 1.4.3) a malondialdehyd.

Malondialdehyd (MDA) poskozuje ptedevsim bilkoviny a nukleové kyseliny. U CF bylo
vysetteni MDA v KVV dosud vé€novano ve srovnani s dalSimi chronickymi plicnimi
chorobami malo pozornosti. Napt. v malé studii dospélych nemocnych CF byly zjiStény vyssi
koncentrace MDA v KVV u Zen oproti muzim (25,9 vs. 3,7 nmol/l; p <0,05) (Fila L. et al.,
2005).

Etan a pentan byla ve vydechovaném vzduchu u CF studovany spolu s dalS§imi tékavymi
organickymi latkami. Obsah etanu i pentanu ve vydechovaném vzduchu byl u CF vys§i oproti
kontrolam, u etanu nesignifikantné (0,39 vs. 0,10 ppb), u pentanu pak rozdil dosahl statistické
vyznamnosti (0,36 vs. 0,21 ppb; p <0,05). Obsah pentanu ve vydechovaném vzduchu byl u
nemocnych CF navic vyssi v ptipadé¢ plicni exacerbace, horSiho stavu plicnich funkei a stavu
vyzivy a rovnéz u kolonizace dychacich cest P. aeruginosa (Barker M. et al., 2006).

Obsah CO ve vydechovaném vzduchu (eCO) zavisi na fad¢ faktori. Kromé lipoperoxidace je
dalezitym zdrojem metabolizmus hemu, pfedev§im enzymem hemoxigenazou (HO). HO-1 je
inducibilni izoformou tohoto enzymu, jejiz aktivita se zvySuje rovnéz vlivem oxida¢niho
stresu. Na eCO se podili 1 exogenni zdroje, piedevsim koufeni cigaret (Dolinay T. et al.,
2010). U CF byly zjistény vyssi hodnoty eCO oproti kontrolam (2,7 vs. 2,0 ppm; p <0,001),

dalsi zvySeni bylo pozorovano v ptipad¢ plicni exacerbace (Antuni J.D. ef al., 2000).

1.4.1. Peroxid vodiku

Peroxid vodiku (H»O,) patii mezi neradikalové ROS. V organizmu vznikd dismutaci
superoxidu (spontanni nebo katalyzovana superoxiddismutdzou) a ¢innosti nékterych enzymi
(xantinoxiddza, monoaminooxiddza). H,O, je malo reaktivni a je metabolizovan
glutationperoxiddzou nebo katalazou na vodu. Nebezpetnd je vSak jeho reakce
s redukovanymi prechodnymi kovy (Fe*", Cu") za vzniku vysoce reaktivniho a toxického

hydroxylového radikdlu (Fentonova reakce), ktery oxidacn¢ poSkozuje biomolekuly
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v blizkosti svého vzniku. Déle je H,O, metabolizovan ve fagocytech na vysoce reaktivni
kyselinu chlornou enzymem myeloperoxidazou (Platenik J., 2005).

Obecné je H,O, povazovan na vhodny marker oxida¢niho stresu v dychacim ustroji, napt. u
syndromu akutni respiracni tisn¢ (acute respiratory distress syndrome, ARDS) (Kietzmann D.
et al., 1993). Pro tyto nemocné je v soucasnosti dostupné on-line monitorovani koncentrace
H,0, v KVV pomoci ptistroje ECoCheck® (Gerritsen W.B. et al., 2005).

Rovnéz u CF byla problematika H,O, v KVV studovana. U nemocnych s plicni exacerbaci
byl prokazan pokles koncentrace H;O, v KVV po antibiotické 1e¢bé (0,12 vs. 0,28 pumol/l; p =
0,002) (Jobsis Q. et al., 2000). Ve stabilni fazi plicniho onemocnéni vSak rozdily oproti
kontrolam zjisténé nebyly (0,97 vs. 1,11 umol/l; p = 0,427) (Worlitzsch D., 1998). Jako
mozné vysvétleni je uvadén dostatek redukovanych tiol a glutationperoxidazy v respiracnich
sekretech nemocnych CF (Dauletbaev N., 2005). Koncentrace H;O, v KVV rovnéz nebyla
vhodnym prediktivnim markerem jak tiZe plicnitho onemocnéni, tak plicnich exacerbaci u CF
(Robroeks C.M. et al, 2008). Na zakladé téchto dat neni koncentrace H,O, v KVV
povazovana za vhodny marker zanétlivého postizeni dychacich cest u CF (Loukides S. et al.,

2010).

1.4.2. Metabolity oxidu dusnatého

Oxid dusnaty (NO) ma v dychacim tustroji fadu tloh. Jde pfedevSim o ovlivnéni tonu
hladkych svalii cév a praduSek, regulaci frekvence kmith cilii fasinkovych bun€k a o
antimikrobialni plisobeni. Jeho produkei zajistuji predev§sim NO syntetazy (NOS) z argininu,
mensi Cast je tvofena z nitritl (enzymaticky 1 neenzymaticky, naptf. v kyselém prosttedi)
(Barnes P.J. et al., 2010, Weitzberg E. et al., 2010).

Obsah NO ve vydechovaném vzduchu (eNO) u nemocnych CF byl opakované studovan. Ve
srovnani s kontrolami byly zji§tovany obvykle niz8§i hodnoty eNO (de Winter-de Groot K.M.,
van der Ent C.K., 2005) Nov¢jsi prace svedci vSak pro skutecnost, ze se liSi ndlezy u déti
s minimalnim bronchopulmondlnim postizenim od dospélych s pokrocilym plicnim
onemocnénim. U déti s CF je alveolarni koncentrace NO oproti kontroldm vyssi (2,2 vs. 1,5
ppb; p = 0,029), zatimco bronchidlni slozka produce NO se od kontrol signifikantné nelisi
(0,45 vs. 0,51 nl/s), stejné jako hodnota eNO (9,4 vs. 10,4 ppb) (Suri R. et al., 2007). U
dospélych s CF je alveolarni koncentrace obdobna jako u kontrol (1,7 vs. 1,2 ppb), kdezto
bronchialni slozka produkce NO je ve srovnani s kontrolami snizend (0,31 vs. 0,70 nl/s; p

<0,001) (Hofer M. et al., 2009). Hodnoty eNO u nemocnych CF jsou tedy zpocatku obdobné
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jako u zdravych osob a teprve s progresi plicniho onemocnéni klesaji (Franklin P.J. ef al.,
2006). Pfic¢in snizeni eNO s progredujicim plicnim postizenim je celd fada. S nartstajici
urovni neutrofilniho zanétu klesd exprese NOS v alveolarnich makrofazich a v respiracnich
epiteliich (Wooldridge J.L. ef al., 2004), dale klesd dostupnost argininu pro NOS vlivem
stoupajici aktivity arginazy v respiracnich sekretech (Grasemann H. ef al., 2005) a stupniuje se
oxidacni metabolizmus NO vlivem jeho retence v respiracnich sekretech (Grasemann H. et
al., 2004, Jones K.L. et al., 1998).

Oxidativnim metabolizmem NO vznikaji nitrity a nitraty detekovatelné v KVV (viz kapitola
1.4.2.1.), reakci NO se superoxidem pak vysoce reaktivni peroxynitrit. Peroxynitrit vede
k oxidacnim (cestou hydroxylového radikdlu) a nitracnim (pravdépodobné cestou
nitroniového kationu, NO,") reakcim, jejichz markerem je stabilni 3-nitrotyrosin (viz kapitola
1.4.2.2.) (Stipek S., 2000a).

NO se rovnéz reverzibilng vaze na tiolové skupiny aminokyselin za vzniku nitrosotiolti (R-
SNO), které maji vyznam v regulaci funkce proteinli a lze je rovnéz povazovat za zasobni
formu NO v organizmu (Gaston B. et al, 2006). U nemocnych CF byly studovany
koncentrace R-SNO v tekutiné ziskané¢ bronchoalveolarni lavazi (BAL) a v KVV. Vysledky
jsou vSak rozporné. Zatimco v BAL byly oproti kontroldm zjisténé niz8i koncentrace (0 vs 80
nmol/l) (Grasemann H. et al., 1999), v KVV byly koncentrace u nemocnych CF zvysené (0,35
vs 0,11 pmol/I; p <0,01) (Corradi M. ef al., 2001). Nicméné¢, v souladu s ndzorem ze u CF jde
o deficit NO, je zvazovano terapeutické vyuziti donort NO u CF, napt. N-nitrosoglutationu

(Zaman K. et al., 2000).

1.4.2.1. Nitrity a nitraty

Nitrity a nitraty jsou oxida¢nimi metabolity NO. Jejich koncentrace, stejn¢ jako soucet jejich
koncentraci (NOx ) v KVV byly u nemocnych s CF opakované studovany. Koncentrace nitrith
v KVV u CF byly ve srovnani s kontrolami zvySené (1,93 vs. 0,33 umol/l; p <0,05, resp. 2,02
vs. 0,41 pmol/I; p <0,05) (Formanek W. et al., 2002, Ho L.P. et al., 1998) nebo obdobné (3,9
vs. 3,2 umol/l) (Balint B. et al., 2001). Taktéz v ptipadé¢ NOx byly u CF zjistény hodnoty
vys$i (29,9 vs. 11,4 umol/l; p = 0,002) (Ojoo J.C. et al., 2005) ¢i shodné (25,4 vs. 21,9
umol/l) (Balint B. et al., 2001). Odlisna vSak byla situace u nitrati, jejichz koncentrace
v KVV byly u nemocnych CF oproti kontroldm snizené (4,2 vs. 16,0 umol/l) (Griese M. et
al., 2003) nebo obdobné (7,8 vs. 8,2 umol/l) (Zetterquist W. et al., 2009).

14



Na koncentrace nitritd a ntratd v KVV ma kromé jiz uvedené retence v respiracnich sekretech
vliv fada faktort,, pfedev§im bakteridlni metabolizmus v dutin€ Ustni a alimentarni zdroje.
Retence NO a jeho metabolith v respiracnich sekretech favorizuje spiSe produkci nitritli na
ukor nitrath v piitomnosti bakteridlni kolonizace (napt. nitratreduktizy P. aeruginosa)
(Palmer K.L. ef al., 2007). Je rovnéz prokazano, ze po antibiotické 1€cb¢ plicni exacerbace
koncentrace nitrat ve sputu nemocnych CF stoupa (259 vs. 184 umol/l; p <0,02) (Grasemann
H. et al., 1998).

K obdobné situaci dochdzi 1 v dutin€ stni vlivem fyziologicky ptitomné bakterialni flory, kdy
nitraty secernované do slin jsou redukovany na nitrity (a po spolykani dale redukovany na NO
v kyselém zaludecnim prosttedi). Studie ukazuji, ze ptispévek nitrithh z dutiny astni do KVV
je vyznamny a po dezinfekci dutiny ustni koncentrace nitrith v KVV signifikanté klesa.
Naproti tomu koncetrace nitrati v KVV neni dezinfekci dutiny ustni ovlivnéna (Zetterquist
W. et al., 2009).

Diskutovan je 1 podil alimentarniho ptivoda nitratd, predevSim v zelening€. Je znamo, ze po
pfijmu nitrath v potravé stoupa eNO (Olin A.C. et al.,, 2001) a rovnéZ koncentrace nitratli
v KVV u zdravych osob (Marteus H. ef al., 2005). U CF vSak uvedené zavislosti studovany
nebyly. Navic je tato problematika u nemocnych CF modifikovdna nezbytnou
vysokokalorickou stravou (tedy predev§im potravinami zivo¢iSného plivodu bohatymi na

tuky), kterd je na zeleninu chuda.

1.4.2.2. Nitrotyrosin

3-nitrotyrosin  (NO,-Tyr) vznikd nitraci tyrosinovych zbytki v proteinech vlivem
peroxynitritu a je povaZzovan za uZiteCny marker oxidacniho, resp. nitracniho stresu. Ve
studiich byla koncentrace NO,-Tyr v KVV u dospélych s CF oproti kontrolam signifikantné
zvysena (25,3 vs. 6,3 pg/l; p <0,0001) (Balint B. ef al., 2001), kdezto u déti CF zvySeni
nedosahlo statistické vyznamnosti (1,97 vs. 1,46 nmol/l) (Celio S. et al., 2006).

U nemocnych CF byla rovnéZ zjiSténa zvySena koncentrace NO,-Tyr ve sputu (26,2 mg/ml)
oproti kontroldm (nedetekovatelny, resp. <0,5 mg/ml) (Jones K.L. et al., 2000). ZvySeny
obsah NO,-Tyr byl prokéazan i v plicni tkdni nemocnych CF (Morrissey B.M. ef al., 2002).

15



1.4.3. Metabolity kyseliny arachidonové

Metabolity kyseliny arachidonové (ARA) neboli eikosanoidy hraji vyznamnou roli
v regula¢nich procesech Zivych organizmi, piedev§im v regulaci zanétu (tonus hladkych
svalli, propustnost cévni stény, srazeni krve, signalizace bolesti a dalsi). Mezi klasické
eikosanoidy fadime prostanoidy (prostaglandiny, prostacykliny a tromboxany) a leukotrieny.
Dale existuje fada tzv. novych eikosanoidli, mezi n&Z patii napf. isoprostany, lipoxiny,
resolviny, endogenni kanabinoidy a dalsi latky (Funk C.D., 2001).

F,-isoprostany vznikaji neenzymatickou oxidaci ARA. Jde o stabilni latky detekovatelné
v raznych biologickych materidlech (sérum, mo¢, bioptické vzorky) véetné KVV. Bézné je
stanovovan 8-iso-prostaglandin F,,, oznaCovany rovnéz jako 8-isoprostan (8-IP). Jeho
zvySené koncentrace lze jako marker oxida¢niho stresu (resp. peroxidace lipidil) detektovat

napt. v mo¢i zdravych osob vystavenych cigaretovému koufti (Yan W. et al., 2007).

1.4.3.1. 8-isoprostan

Koncentrace 8-isoprostanu u nemocnych s CF byly studovany v krevni plazmé a v KVV,
nikoli v§ak ve sputu. V krevni plazmé byly ve srovndni s kontrolami zjistény zvySené hodnoty
8-isoprostanu (319,6 vs. 145,0 ng/l; p = 0,005) (Collins C.E. et al., 1999). Montuschi et al.
prokazali zvySené koncentrace 8-isoprostanu v KVV u nemocnych CF oproti kontrolam (42,7
vs. 15.2 ng/l; p <0.005). Koncentrace 8-isoprostanu v KVV navic korelovaly s hodnotami
eCO (r = 0,66; p <0,002) (Montuschi P. et al., 2000). Lucidiova et al. rovnéz prokazali u
pacienti s CF zvySené¢ koncentrace  8-isoprostanu v KVV ve stabilni fazi plicniho
onemocnéni oproti kontrolam (30,5 vs. 15,5 ng/l; p <0,001). V obdobi plicni exacerbace tyto
koncentrace dale stoupaly (47,5 vs. 30,5 ng/l; p <0,001) (Lucidi V. ef al., 2008).

Uvedena data opraviiuji k nédzoru, ze 8-isoprostan je vhodnym markerem oxida¢niho stresu u
CF, ale podobné¢ jako u dalSich onemocnéni dychaciho ustroji jde pfedevSim o experimentalni
metodu. Klinickému vyuziti zatim brani standardizace vySetfovacich postupt (Montuschi P.,

2010) Prehled markert oxida¢niho stresu u CF je uveden v tabulce 1.
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Tabulka 1.1. Pfehled studovanych markert oxida¢niho stresu v kondenzatu

vydechovaného vzduchu u cystické fibrozy

Marker Stabilni | Plicni Korelace | Lé¢ba | Citace
faze exacerbace |s FEV; IKS
H,0, = ) ne Ho L.P. et al., 1998

Jobsis Q. et al., 2000,
Worlitzsch D. et al., 1998

nitrity =/1 ne ) Balint B. et al., 2001,
Ho L.P. et al., 1998,
Horak F. Jr. et al., 2007

nitraty =/] pozit. Fila L. et al. 2006
Griese M. et al., 2003,
Zetterquist W. et al., 2009

3-nitrotyrosin =/1 pozit. = Balint B. et al., 2001,
Celio S. et al., 2006
8-isoprostan ) ™ negat. Lucidi V. et al., 2008,

Montuschi P. et al., 2000

=...obdobn¢ hodnoty; 1...zvySeni; |...snizeni; zkratky viz Seznam zkratek

1.5. Pric¢iny oxidac¢niho stresu u cystické fibrozy

Diivodt, pro¢ u CF dochazi k oxida¢nimu stresu, je cela fada. Rozdé¢lit je 1ze zhruba do tii
skupin: problematika zdkladného genetického defektu, problematika nutri¢ni a energetického
metabolizmu a kone¢né problematika neutrofilniho zanétu.

Kromé bronchopulmonalniho onemocnéni se u CF setkavame s gastrointestinalni manifestaci
této choroby, kde u 85 % nemocnych zjiStujeme insuficienci exokrinniho pankreatu s rizné
tézkou malabsorpci a malnutrici. Malabsorpce se tyka ptfedevsim tukl a vitaminl rozpustnych
v tucich. Mezi nimi, vitamin E a B-karoten jsou dilezité antioxidanty. K malabsorpci dalSiho
dalezit¢ho antioxidantu, vitaminu C sice nedochazi, ale v disledku sloZeni stravy
(vysokokaloricka strava: ZivoCiSné tuky, nedostatek zeleniny) miiZze dochazet k jeho
relativnimu nedostatku. Z hlediska energetického metabolizmu je u CF zjiStovan vyssi

kaloricky vydej (120-150% normy), ktery musi byt kompenzovan uvedenou
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vysokokalorickou stravou. Vys§i energeticky vydej méa vztah jednak k chronickému
bronchopulmondlnimu zanétu (korelace s koncentraci tumor nekrotizujicitho faktora o v
plazm¢), jednak k vétSi dechové praci pii ventilatni poruSe, a je provazen vetsi
mitochondrialni produkci ATP, se kterou souvisi 1 vy$s§i produkce ROS v dychacim fetézci
(Nohl H., Hegner D., 1978, Sinaasappel M. ef al., 2002).

Tento aspekt ma souvislost 1 s dal§i uvadénou problematikou, a tou je zdkladni geneticky
defekt, tedy mutace CFTR genu. Dysfunkce CFTR proteinu je spojena s hyperfunkci
epitelialniho natriového kanalu (ENaC) a hyperabsorpci Na' z tekutiny na povrchu dychacich
cest (airway surface liquid; ASL) do bunék respira¢niho epitelu. Tyto buiiky se dale zbavuji
Na' pomoci Na'-K'-ATPazy, coz je rovnéz proces zavisly na produkci ATP (se soudasnou
produkci ROS) v mitochondiich. Uvedend hyperabsorpce Na' ma za nasledek redukei
mnozstvi ASL a tedy dehydrataci povrchu dychacich cest s nakoncetrovanim ROS/RNS pii
soucasném nedostatku redukovaného glutationu (glutation je substrdtem CFTR proteinu)
(Hybiske K. et al., 2007, Machen T.E., 2006, Rottner M. et al., 2009).

Dalsim disledkem hyperabsorpce Na® z ASL je zahusténi hlenu a dysfunkce fasinek
respiracnich epitelii, z ¢ehoZ rezultuje mukostaza se zvySenym rizikem infekce. Infekce u CF
je vyvolana relativné tuzkym spektrem patogenli, mezi nimiz dominuje P. aeruginosa.
Odpovédi na infekci je neutrofilni zanét s dalSim zvySenim produkce ROS/RNS. Produkce
ROS se zpétné podili na augmentaci zanétu cestou nuklearniho faktoru kB (NF-«B). Produkce
NF-kB je u CF pravdépodobné navic stimulovéna vy3§i intraceluldrni koncentraci Ca®’
vlivem alterovaného membranového potencidlu pii dysfunkci CFTR a vlivem stresu
endoplazmatického retikula zretence alterovaného CFTR proteinu. Tyto faktory tedy
augmentuji zanétlivou odpovéd na infekci dychacich cest a sekundarné i oxidacni stres
navozeny neutrofilnim zanétem. Bludny kruh se navic uzavird dal$i akcentaci mukostazy
z divodu pfitomnosti filamentdéznich makromolekul (DNA, aktin) zrozpadlych baktérii,
neutrofilt a epitelii (Elizur A., 2008, Jacquod J. et al., 2008, Rottner M. et al., 2009).

Dosud stale diskutovanou a nedofeSenou otazkou u CF je 1 pfitomnost zanétu bez
prokazatelné infekce dychacich cest, napt. jiz u CF fétt (Verhaeghe C. ef al., 2007). Zde by
byl oxida¢ni stres vzhledem k vySe uvedenym aspetkim dulezitym faktorem, ikdyz
diskutované jsou 1 jiné moznosti, napt. porucha metabolizmu lipidt (PUFA, ceramid), které
jsou u CF rovnéz prokazovany (Guilbault C. ef al., 2009).

Schéma pfi¢in oxida¢niho stresu s ohledem na patogenezu plicniho onemocnéni u CF je

uvedeno na obr. 2.
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Obrazek 1.2. Schéma p¥icin oxidacniho stresu s ohledem na patogenezi plicniho
onemocnéni u cystické fibrézy (voln¢ podle Boucher R.C., 2007, Rottner M. et al., 2009,
Sinaasappel M. et al., 2002)

mukostaza
/ \
infekce poskozeni tkane
mutace CFTR genu » zanét —» vyssi kaloricky vydej
pankreaticka insuficience oxidacni stres

|

nedostatek antioxidanta

Zkratky viz Seznam zkratek; podrobnosti viz text
1.6. Disledky oxidacniho stresu u cystické fibrozy

Oxidacni stres je lze u CF prokazovat jednak v materidlech z dychaciho ustroji, jednak
systémove (krev, moc). U nemocnych CF bylo zjisténo vyssi oxidacni poskozeni DNA, kdyz
koncentrace 8-hydroxydeoxyguanosinu v moc¢i byly vysS§i nez u kontrol (2,78 vs. 1,51
nmol/mmol kreatininu; p <0,05); tato koncentrace korelovala s koncentraci a-tokoferolu
v plazmé (r = 0,947; p = 0,0001) (Brown R.K. et al., 1995). Ve studii Browna ef al. byly u
nemocnych CF v plazmé zjiStény zvySené koncentrace lipoperoxidi, MDA a proteinovych
karbonylii; koncentrace a-tokoferolu, kyseliny askorbové, kyseliny mocové a redukovanych
tiolt byly v paAsmu normalnich hodnot. Hodnoty FEV, korelovaly s koncentracemi MDA (r =
—0,43; p <0,05), a-tokoferolu (r = 0,63; p <0,001) a redukovanych tioli (r = 0,52; p <0,005)
(Brown R.K. et al., 1996). Collins et al. prokdzali zvySené koncentrace 8-IP v plazmé

nemocnych CF (319,6 vs. 145,0 ng/m; p = 0,005); v této studii méli nemocni s CF nizsi
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koncentrace antioxidantl (vitamin E a B-karoten) v plazmé (Colins C.E. et al., 1999). ZvySené
koncentrace 8-1P v plazmé& nemocnych CF prokézali rovnéz Woodova et al. Koncentrace 8-I1P
korelovaly s po¢tem neutrofilt (r = 0,308; p = 0,047) a monocytt (r = 0,367; p=0,017) v krvi
a rovnéZ s koncentracemi vitaminu C ( r = —0,434; p = 0,005), vitaminu E (r = -0,37; p =
0,016) a B-karotenu (r = —0,421; p = 0,006) v plazm&. Koncentrace antioxidantii v plazmé
byly u nemocnych CF niZ§i neZ u kontrol: vitamin C 41,9 vs. 65,5 pmol/1 (p = 0,004), vitamin
E 10,4 vs. 16,7 pmol/l (p < 0,001) a B-karoten 0,1 vs. 0,3 pumol/l (p = 0,001) (Wood L.G. et
al., 2001). Na zakladné¢ téchto dat je patrnd pfitomnost systémovych projevii oxida¢niho
stresu u CF, v€etné€ jeho vztahu k deficitu antioxidanti, k systémovym projeviim zanétu a k
plicnim funkcim.

V dychacim ustroji je mozné dokumentovat oxidaéni stres v riznych materidlech, jejichz
odbér se li§i invazivitou. Odbér vydechovanych vzduchu nebo KVV je zcela neinvazivni,
odbér indukovaného sputa a bronchoalveolarni lavaz patfi mezi seminvazivni metody a
biopsie plic je jiz postupem invazivnim.

Ve vydechovaném vzduchu byla zjisténa korelace eCO se zménou FEV, béhem jednoho roku
(r = —0,46; p <0,01), kdy vyssi hodnoty eCO korelovaly s vice negativni zménou (tedy
poklesem) FEV|; hodnota eCO tedy méla prognosticky vyznam (Antuni J.D. et al., 2000).

V KVV byly prokazany korelace s plicnimi funkcemi u nitrat, NO,-Tyr a 8-1P. Naproti tomu
koncentrace nitrat a H;O, v KVV s plicnimi funkcemi nekorelovaly (Ho L.P. ef al., 1999,
Horak F. Jr. et al., 2007).

Fila et al. prokazali korelaci koncentrace nitrath v KVV s hodnotou FEV; (r = 0,33; p =
0,025), s hodnotou rentgenového Northern skore (r =-0,36; p = 0,015) a rovnéz s koncentraci
sérového C-reaktivniho proteinu (r = —0,40; p = 0,05) a albuminu (r = 0,35; p = 0,16).
Pokrocilejsi plicni postizeni (nizs$i hodnota FEV, vys§i hodnota Northern skore) je provazeno
niz$i hodnotou nitratl, coz odrazi predevSim nizsi produkci NO. Za pozornost stoji 1 korelace
koncentrace nitrati v KVV se systémovymi parametry, a to zanétu (C-reaktivni protein) a
stavu vyzivy (albumin). Nejde vSak o piekvapivé nalezy, nebot pokrocilejsi plicni
onemocnéni je provazeno hor§im stavem vyzivy (pozitivni korelace salbuminem) a
vyrazn€j$i systémovou zanétlivou odezvou (negativni korelace s C-reaktivnim proteinem)
(Fila L. et al., 20006).

Balint et al. studovali obdobnou problematiku v ptipad¢ koncentrace NO,-Tyr v KVV. Opét
byla prokazana korelace s hodnotou FEV; (r = 0,70; p <0,0001); pozitivni korelace 1 zde

odréazi ptfedev§im sniZzenou produkci NO. Nebyly prokdzany korelace s koncentraci nitrit

20



v KVV ani poc¢tem leukocytl v periferni krvi a na koncentraci NO,-Tyr v KVV neméla vliv
1écba kortikosteroidy ani kolonizace P. aeruginosa (Balint B. et al., 2001).

Odlisna situace byla zjiSténa v piipadé korelaci plicnich funkci a koncentrace 8-IP v KVV.
Jak studie Montuschiho et al. (Montuschi P. ef al., 2000), tak Lucidiové et al. (Lucidi V. et
al., 2008) prokazaly negativni korelace s hodnotami FEV; (r = —0,61; p <0,005, resp. r = —
0,67; p <0,0001). Zde je tedy prokdzan vztah vyS$si miry oxida¢niho stfesu a pokrocilejSiho
bronchopulmonalniho onemocnéni. Koncentrace 8-IP v KVV navic korelovaly s hodnotami
eCO (r = 0,66; p <0,002) (Montuschi P. et al., 2000) a rovnéz Shwachmanova klinického
skore (r = -0,43; p = 0,012) a Crispin-Normanova rentgenového skore (r = 0,51; p <0,002)
(Lucidi V. et al., 2008). V ptipadé¢ uvedeného klinického a rentgenového skére méli opét
vyssi koncentrace 8-IP v KVV vztah k téZSich staviim podobné jako u plicnich funkei.

Ve sputu nemocnych s CF byly studovany nitrity, nitraty, NO,-Tyr, 8-IP a dal$i markery.
Koncentrace nitriti a nitratt ve sputu nemocnych CF studovali Grasemann et al. Soucet jejich
koncentraci, NOx byl u CF vyssi oproti hodnotam v trachealnim aspiratu u kontrolni skupiny
(346 vs. 144 pumol/l; p <0,01) a pozitivné koreloval s hodnotou FEV,; (r = 0,58; p <0,02)
(Grasemann H. et al., 1998). Déle studovali koncentrace nitritQ, nitrati a NO,-Tyr ve sputu
nemocnych CF Jonesova ef al. V koncentraci nitritil rozdily oproti kontrolam zjiStény nebyly,
koncentrace nitrat byly signifikantné vyssi (p = 0,011). NO,-Tyr byl detekovatelny pouze ve
sputu nemocnych CF a jeho koncentrace korelovala s obsahem myeloperoxidazy (MPO) (r =
0,87; p <0,05). Obsah MPO byl ve sputu nemocnych CF signifikantné vyssi oproti kontrolam
(64,2 vs. 0,73 U/ml; p <0,001) (Jones K.L. et al., 2000). Oxidacni stres ve vztahu
k neutrofilnimu zanétu dale studovali van der Vliet et al. I zde byl prokazan vyssi obsah MPO
a ptibuznych peroxidaz ve sputu nemocnych CF oproti kontrolam (9,9 vs. 0,24 U/mg; p
<0,005). Krom& NO,-Tyr byl sledovan rovnéz 3,3-dityrosin (marker oxidace) a 3-
chlorotyrosin (marker chlorace prostifednictvim kyseliny chlorné, tedy produktu MPO).
Vsechny tyto markery byly oproti kontrolam u CF zvySené, v ptipadé NO,-Tyr to bylo 175
vs. 19,9 pmol/ml, p <0,05. Studovana byla 1 cytotoxicita H,O, na tracheobronchidlni
epitelidlni bunky. Tato byla vyrazn€ potencovana v ptitomnosti MPO a nésledné redukovana
pfidanim inhibitoru MPO (van der Vliet A. ef al., 2000). Kone¢né studiem 8-IP ve sputu
nemocnych CF se zabyvali Reid et al. Byly zjiStény vys$i koncentrace 8-IP ve sputu
nemocnych CF v obdobi plicni exacerbace oproti kontrolam 1 oproti stabilni fazi nemoci (p
<0,001). U nemocnych CF rovnéz negativné korelovala koncentrace 8-IP ve sputu s hodnotou

FEV, (r = -0,58; p <0,001) (Reid D.W. et al., 2007).
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Dalsi prace hodnotily parametry oxida¢niho stresu v tekutiné ziskané bronchoalveolarni
lavazi (BALF) u CF. Studovany byly nitrity, lipoperoxidy, proteinové karbonyly a dalsi
markery. Nitrity v BALF hodnotili Cetin et al., u nemocnych CF byly zjiStény vyssi
koncentrace oproti kontroldm (207,2 vs. 37,5 umol/l; p <0,05) a jejich korelace s koncentraci
interleukinu 8 (r = 0,53; p = 0,015) (Cetin L. et al., 2004). Hull et al. prokazali vyssi
koncentrace lipoperoxidi v BALF u nemocnych CF se znamkami plicniho zanétu
(podskupina se zvySenym zastoupenim neutrofili a zvySenou koncentraci interleukinu 8
v BALF) oproti kontrolam (97,7 vs. 18,5 umol/l; p <0,05) (Hull J. et al., 1997). Kettle et al.
zjistili v BALF u nemocnych CF vy$si zastoupeni neutrofila (22,2 vs. 5,6 %; p = 0,02), obsah
MPO (3,6 vs 0,3 pg/g proteinu; p = 0,002), 3-chlorotyrosinu (222,5 vs. 49,0 umol/mol
tyrozinu; p = 0,003) a proteinovych karbonylt (0,98 vs. 0,40 pumol/g proteinu; p <0,0012)
oproti kontroldm. Koncentrace 3-chlorotyrosinu korelovala s obsahem MPO a zastoupenim
neutrofili, u proteinovych karbonylii tyto vztay prokdzany nebyly (Kettle A.J. et al., 2004).
Starosta et al. prokazali v BALF nemocnych CF vyssi koncentrace proteinovych karbonyl
oproti kontrolam, a to jak v podskupiné¢ nemocnych s normalni hodnotou (> 80 % nal. hod.)
FEV, (612 vs. 0 nmol/l; p <0,01), tak v ptfipad€ snizenych plicnich funkci (3.033 vs. 0 nmol/l
p <0,001); signifikantrni rozdil byl 1 mezi obéma podskupinami nemocnych CF (p <0,01).
Koncentrace proteinovych karbonyll korelovala pozitivné se zastoupenim neutrofili v BALF
(r =0,6; p <0,0001) a negativn¢ s hodnotou FEV, (r = —-0,62; p <0,0001) (Starosta V. et al.,
20006).

Udaje o oxida¢nim stresu v bioptickém vzorku plicni tkané nemocnych CF (material ziskan
od nemocnych CF podstupujicich transplantaci plic; kontrolni soubor tvofili byvali kutaci
s plicni resekci pro bronchogenni karcinom) jsou dostupné z prace Morriseyho et al. Procento
plochy pozitivni pro imunohistochemicky prikaz NO,-Tyr bylo signifikantné vyss$i u
nemocnych CF oproti kontrolam (21,8 vs. 7,9 %; p <0,04) (Morrisey B.M. et al., 2002).
Existuji rovnéz doklady pro vliv oxida¢niho stresu na bakterialni floru v dychacich cestach u
nemocnych CF. Ciofu ef al. prokdzali ptitomnost hypermutabilnich izolatd P. aeruginosa ve
sputu nemocnych CF. Tyto izolaty byly zachyceny u 54,4 % studovanych nemocnych CF,
jejich vyskyt stoupal s délkou trvani chronické plicni infekce a byla u nich pfitomna nizsi
citlivost na antibiotika. Vztah k oxida¢nimu stresu byl u hypermutabilnich izolatl prokdzan
vys$$im zastoupenim 8-oxo-2’-deoxyguanosinu (p = 0,02) (Ciofu O. ef al., 2005). Dievinek et
al. prokazali zmény genové exprese u referencniho kmene J2315 Burkholderia cenocepacia

vlivem oxida¢niho stresu a dalSich faktorii v modelu zalozeném na vlastnostech sputa
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nemocnych CF. Pfedpoklada se vyznam téchto zmén pro schopnost kolonizace dychacich cest
a invazivitu tohoto pro CF dtlezitého patogenu (Drevinek P. et al., 2008).

Ptes vyznamnou roli ROS/RNS vfadé fyzilogickych déji v organizmu (antimikrobidlni
obrana, signdlni molekuly a dal§i) je jejich nadbytek spojeny s oxidatnim stresem pro
organizmus $kodlivy (Stipek S., 2000b). U CF je oxidaéni stres prokazatelny jak systémove,
oxidacniho stresu lze povazovat vystupfiovany neutrofilni zanét pii chronické
bronchopulmonalni infekci. Citované prace prokazuji podil oxida¢niho stresu na patogenezi
CF v¢etné jeho vztahi k plicnim funkci, radiologickym ndleziim na plicich 1 ke klinickému

skore.

1.7. MoZnosti ovlivnéni oxidacniho stresu u cystické fibrozy

Zcela obecné lze oxidacni stres ovlivnit na tfech tUrovnich: snizeni mnozstvi ROS/RNS,
zvySeni inaktivace vzniklych ROS/RNS (antioxida¢ni obrana) a zvySeni reparace Skod
vzniklych vlivem ROS/RNS.

opatfeni, kterd maji potencidl redukovat tento zanét, vedou rovnéz knizS§i produkci
ROS/RNS. Kauzalni lécba CF, tedy genova terapie, neni v soucasnosti dostupna. Vyvijeny
jsou vsak specifické léky pro jednotlivé mutace, resp. tfidy mutaci genu CFTR. Prvni z nich,
ivakaftor (potencidtor CFTR proteinu u mutace G551D), jiz proSel klinickymi studiemi a
vroce 2012 byl schvélen ke klinickému pouziti (Ramsay B.W. et al., 2011). Déle je tieba
uvést adekvatni mukolytickou lé¢bu a respiracni fyzioterapii, hygienicky reZzim k prevenci
bakterialni kolonizace dychacich cest a agresivni antibiotickou 1é€bu bronchopulmondlni
infekce. Napf. Range er al. prokazali pokles koncentrace lipoperoxidii v plazmé po
antibiotické 1é¢b¢ plicni exacerbace u CF (53 vs. 17 nmol/l); koncentrace proteinovych
karbonylti a MDA vSak ovlivnéna nebyla (Range S.P. et al., 1999). Z protizanétlivych ¢kt
Iékti byly studovany piedevSim kortikosteroidy, ibuprofen a azitromycin. Soucasna
doporuceni povazuji inhala¢ni kortikosteroidy pro kontrolu zanétu za nedostate¢né G¢inné a
systémové kortikody za Iéky s neakceptovatelnymi vedlejSimi u€inky. Nicméné, napi. Paredi
et al. prokézali niz§i hodnoty eCO u nemocnych CF lé¢enych inhala¢nimi kortikosteroidy
oproti nelécCenym (5,1 vs. 8,4 ppm; p <0,01) (Paredi P. et al., 1999). Naproti tomu, jako

protizanétlivé léky jsou u CF doporuceny jednak vysokodavkovany ibuprofen (u déti za
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kontrol sérovych hladin 1€ku), jednak dlouhodobé podavany azitromycin (u nemocnych
s chronickou infekci P. aeruginosa) (Flume P.A. et al., 2007). Tolik stru¢né k lécebnych
postuptim u CF, které maji potencial snizit produkci ROS.

Co se tyce antioxida¢ni ochrany, je CF nemoci s vyznamnou nutri¢ni problematikou se
vztahem k oxida¢nimu stresu. Tato problematika byla jiz zminéna v kapitole 3. V plazmé je
antioxidacni ochrana zajiStovana predevSim albuminem, kyselinou mocovou, bilirubinem,
kyselinou askorbovou a a-tokoferolem. Z toho albumin se podili ze 43 % a kyselina mocova
z 33 % na antioxidacni kapacité plazmy (Racek J., 2003). U déti s CF korelovala antioxida¢ni
kapacita séra jak se stavem vyzivy vyjadifenym pomoci body mass indexu (BMI) (r = 0,47,
p <0,01), tak s plicnimi funkcemi, tedy hodnotou FEV, (r = 0,43; p <0,02) (Lands L.C. et al.,
2000). Z diivodu pankreatické insuficience hrozi u CF deficit vitaminQ rozpustnych v tucich a
je nutna jejich substituce podle sérovych hladin. Lagrange-Puget ef al. prokézali u nemocnych
CF oproti kontroldam niz8i plazmatické koncentrace vitaminu A (1,33 vs. 1,77 pmol/l; p
<0,001), vitaminu E (21,1 vs. 24,4 pumol/l; p = 0,003) i B-karotenu (0,15 vs. 0,48 pmol/l; p
<0,001). Tyto koncentrace se snizovaly pfi plicni exacerbaci a opét stoupali po antibiotické
1écbeé. Rovnéz byly prokézany korelace s plicnimi funkcemi, tedy hodnotou FEV, u vitaminu
A (p = 0,03), vitaminu E (p = 0,02) 1 B-karotenu (p = 0,004) a se stavem vyZzZivy vyjadienym
hodnotou BMI u vitaminu A (p = 0,02) a B-karotenu (p = 0,009) (Lagrange-Puget M. et al.,
2004). S antioxida¢ni ochranou souvisi i1 piijem stopovych prvki jako je méd’, zinek a selen,
nebot’ jde o kofaktory enzymu uplatiujicich se v metabolizmu ROS (SOD a glutation-Px).
Oproti kontroldm méli nemocni CF v erytrocytech vyssi obsah zinku (40,8 vs. 30,4 pg/g
hemoglobinu) a médi (3,56 vs. 2,73 pg/g hemoglobinu), naopak obsah selenu byl
signifikantné snizen (329 vs. 404 pg/g hemoglobinu) (Neve J. ef al., 1983). Substituce téchto
stopovych prvkit u CF vSak rutinné doporuovana neni, u adekvatni substituce
pankreatickymi enzymy se nepiedpoklada jejich deficit.

Velka pozornost je u CF vénovana glutationu. Glutation je dulezitym antioxidantem,
predevsim intracelularnd. UCastni se jak enzymatické (substrat glutation-Px), tak
neenzymatické inaktivace ROS (Racek J., 2003). Glutation je rovnéz substraitem CFTR
proteinu. Dysfunkce CFTR proteinu vede k nedostatku glutationu v extracelularnim prostredi
s poklesem hodnoty poméru redukované a oxidované formy glutationu. Vzhledem k tomu, ze
glutation plsobi jako antioxidant, mukolytikum, modulator z&nétu, imunitni odpovédi a
viability bun¢k, je zvazovana jeho role v patogenezi CF (Hudson V.M., 2000). Z tohoto
davodu byla u CF studovana jeho suplementace. Peroralné byl podavan syrovatkovy protein

bohaty na tiolové skupiny po dobu jednoho mésice. U studovaného souboru se zlepsil stav
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vyzivy a klesly zanétlivé parametry; k ovlivnéni koncentrace glutationu v plné krvi vsak
nedosSlo (Lands L.C. ef al., 2010). Podavani vysokych davek N-acetylcysteinu (prekurzor
glutationu) po dobu cCtyf tydni vedlo u nemocnych CF k vzestupu obsahu glutationu
v neutrofilech periferni krve (p = 0,025) a k poklesu poctu neutrofilit (p = 0,0031) a obsahu
elastazy (p = 0,006) ve sputu (Tirouvanziam R. ef al., 2006). Inhala¢ni podani glutationu po
dobu 14 dnti vedlo k signifikantnimu zvySeni jeho koncentrace v BALF a ke zlepSeni hodnoty
FEV,; pokles koncentraci lipoperoxidi a proteinovych karbonyli v BALF vsak statistické
vyznamnosti nedosdhl (Griese M. et al., 2004). Glutation 1 N-acetylcystein v ex vivo studiich
rovnez inhibovaly aktivitu MPO ve sputu (Vasu V.T. et al., 2011).

Antioxidantim je tedy u CF vénovana zna¢nd pozornost. Vcelku je u nemocnych CF
doporucena suplementace vitaminu A a vitaminu E dle sérovych hladin, dale podavani
kyseliny askorbové, zinku a selenu v mnozstvi odpovidajicim doporuc¢enym dennim davkam
(ke zhodnoceni podavani glutationu je zapotiebi dal§i vyzkum — studie 2. fdze klinického
hodnoceni 1€¢iv s perordlnim N-acetylcysteinem a s inhala¢nim glutationem u CF jiz
probehly). Nemocni s CF by se méli vyhybat exogenni expozici zneciSténému ovzdusi a
cigaretovému koufi, jeZ mohou zvySovat oxidaCni stres. Samoziejmosti je adherence
k doporu¢enym postupiim lécby bronchopulmondlniho onemocnéni (Cantin A.M. et al.,

2007).
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2. Cile prace a stanoveni hypotéz

Stanoveni biomarkerii ve vydechovaném vzduchu a v KVV je perspektivni metodou vySetieni
onemocnéni dychaciho ustroji s moznym vyuzitim v diagnostice, pifi monitorovani odpoveédi
na léCebné¢ zasahy a pfi hodnoceni progndézy onemocnéni. Problémem je vSak dosud
nedostate¢na standardizace metod, chybéni normalnich hodnot vySetfeni a ¢asovy odstup od
vysetfeni k ziskani vysledkd.

Obecné lze roli biomarkeri rozdélit do ctyfech oblasti vzhledem k etiopatogeneze
onemocnéni. MiulZe se jednat o biomarker -etiologického agens, o biomarker
patofyziologického mechanizmu onemocnéni (bez vztahu k etiologickému agens), dale o
biomarker aktivity onemocnéni (napi. vedlejsi produkt patofyziologickych procest) a
kone¢n€ nemusi byt mezi biomarkerem a onemocnénim zadny vztah.

Oxidac¢ni stres (OS) je u CF povazovan za dulezity patofyziologicky mechanizmus, a to
ptedevsim ve vztahu k progresi bronchopulmonalniho onemocnéni. Studium biomarkert OS u
CF ma tak potencial zlepSet odhad progndézy onemocnéni, kterd je u CF znaéné variabilni, a
také 1épe cilit terapeuticka opatieni, jako napf. protizanétlivou lécbu ¢i suplementaci

antioxidanta.

Predkladand prace si klade za cil zhodnotit vztah markert OS v KVV k aktudlni tizi
onemocnéni, ke kratkodobému a stifednédobému vyvoji zakladnich klinickych parametri a
rovnéz jejich vyuzitelnost pro posuzovani odpovedi na terapeutickd opatieni.

K hodnoceni uvedenych vztahli byly vyuzity oxida¢ni metabolity oxidu dusnatého (nitrity a

.....

Limitace piedchozich praci se vSak tykaly napt. velikosti souboru nemocnych, vhodnosti
odbérovych zatizeni (Casto ,home-made pfiistroje), citlivosti laboratornich metod a Sife
hodnocenych klinickych a laboratornich parametri. Prospektivni sledovani pro zhodnoceni
vztahu markert OS k progn6ze onemocnéni nebylo dosud provadéno. Pfedkladana prace byla
proto provadéna na dostate¢né velkém souboru nemocnych s vyuzitim komeréné dostupného
kondenzatoru vydechovaného vzduchu a validovanych analytickych metod ke stanoveni
koncentraci markerdt OS v KVV. Hodnocené klinické a laboratorni parametry zahrnuji nejen
vztah k tizi plicniho onemocnéni, ale 1 ke stavu vyzivy a fad¢é systémovych antioxidantl a
markerd zanétu. Hodnoceni progrese onemocnéni v kratkodobém a stiednédobém horizontu

se tyka vyvoje zdkladnich ukazatell stavu plicnich funkci a stavu vyzivy, hodnoceni odpovédi

na lé¢bu pak kontroverzni oblasti podavani inhalacnich kortikosteroidi.
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V ptedkladané praci jsou oveéfovany nasledujici hypotézy:

Hypotéza 1: Markery OS v KVV koreluji s aktualnim klinickym stavem u nemocnych u CF.

Hypotéza 2: Markery OS v KVV koreluji s vyvojem klinického stavu u nemocnych s CF.

Hypotéza 3: Hodnoty markertt OS v KVV u nemocnych s CF lze ovlivnit 1é€bou inhala¢nimi
kortikosteroidy.
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3. Metodika

3.1. Desing studie

Vztah markeri OS v KVV a plicniho onemocnéni u CF byl studovan na tfech trovnich.
V prvnim roce byla provedena vychozi studie, kdy byly hodnoceny korelace mezi markery
OS v KVV a bézné sledovanymi klinickymi a laboratornimi parametry. Vyvoj plicnich funkci
s stavu vyzivy ve vztahu k markerim OS v KVV byl studovan v rdmci dlouhodobé¢ studie, a
to s odstupem jednoho, tfi a péti let. V druhém roce projektu rovnéz probéhla intervenéni
studie zabyvajici se vlivem lé¢by inhalacnimi kortikosteroidy na markery OS v KVV. Projekt

byl podpoiena grantem IGA MZd CR NR8304 a schvalen Etickou komisi UK 2. LF.

3.2. Vychozi studie

Vychozi studie se zabyvala vztahem markeri OS v KVV a béZzné sledovanych klinickych a
laboratornich parametrt u nemocnych s CF. Souasné¢ bylo provedeno srovnani hodnot
markertt OS v KVV u nemocnych s CF s kontrolnim souborem.

U nemocnych s CF byla z markeri OS v KVV vySetfena koncentrace nitritl, nitratd a 8-
isoprostanu. Z klinickych parametrii §lo o pohlavi, v€k, 1é€bu inhalaénimi kortikosteroidy a
hodnotu body mass indexu. Laboratorni parametry zahrnovaly hodnotu FEV,, rentgentového
Northern skore, dominantni patogen kolonizace dychacich cest, pocet neutrofilli v periferni
krvi a koncentrace C-reaktivniho proteinu, imunoglobulinu G, albuminu, vitaminu E a (-
karotenu v séru.

U clenit kontrolniho souboru §lo o tyto sledované parametry: pohlavi, vék a koncentrace

nitritil, nitratd a 8-isoprostanu v KVV.

3.3. Dlouhodoba studie

Dlouhodoba studie se tykala pouze nemocnych s CF a slouzila ke zhodnoceni vztahu markert
OS vKVV a vyvoje zakladnich ukazatelii stavu plicnich funkci a stavu vyzivy v odstupu
jednoho, tfi a péti let od vychozi studie, a to hodnoty FEV, a body mass indexu. Druhy

pristup se tykal srovnani podskupiny zijicich nemocnych s poskupinou nemocnych, ktefi

v prubéhu studie zemieli nebo prodélali transplantaci plic.
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Hodnocen byl vliv markerit OS v KVV (nitrity, nitraty a 8-isoprostan) ziskanych ve vychozi
studii a rovnéZ vliv dalSich b&Zné sledovanych klinickych a laboratornich parametrt (pohlavi,
vek, dominatni patogen kolonizace dychacich cest a hodnoty FEV, a body mass indexu), a to
jak izolovang, tak skupinove.

V ptipadé¢ hodnoceni druhym ptistupem byl pouzit jak model obsahujici vychozi hodnoty
FEV, a BMI, tak 1 model pracujici s jejich rozdilovymi hodnotami.

3.4. Intervencni studie

Intervencni studie probéhla v druhém roce projektu a tykala se vlivu lécby inhala¢nimi
kortikosteroidy na markery OS v KVV. Vzhledem k pfedpokladanému protizanétlivému
ucinku l1é¢by inhala¢nimi kortikosteroidy byly vySetifeny i markery zanétu v KVV.
Nemocnym byl podavan po dobu tifi mésich budesonid v davce 800 pg dvakrat denné
v inhala¢nim systému Turbuhaler (potfebné mnozstvi I€ku Pulmicort Turbuhaler 400 pg bylo
laskavosti spolecnosti AstraZeneca poskytnuto jako sponzorsky dar) dle pokynti vyrobce.

U nemocnych s CF bez terapie inhalacnimi kortikosteroidy byly na zac¢atku studie hodnoceny
nasledujici parametry. Z markeri OS v KVV byla vySetiena koncentrace nitritd a nitrata a
jako marker zanétlivé acidifikace dychacich cest pH KVV. Z klinickych parametri §lo o
pohlavi, v€k a hodnotu body mass indexu. Laboratorni parametry zahrnovaly hodnotu FEV,
dominantni patogen kolonizace dychacich cest, pocet neutrofili v periferni krvi a koncentrace
C-reaktivniho proteinu v séru. Na konci studie byla vySetfena hodnota body mass indexu, pH
KVV, koncentrace nitritii a nitratd v KVV, hodnota FEV, pocet neutrofili v periferni krvi a
koncentrace C-reaktivniho proteinu v séru.

U clenti kontrolniho souboru nebyla 1éc¢ba inhalaénimi kortikosteroidy podavana a bylo
provedno vySetfeni pouze na zacatku studie, kdy $lo o tyto parametry: pohlavi, vék, hodnota

pH a koncentrace nitritl a nitrati v KVV.

3.5. Soubor pacientii

Do studie byli zafazeni dospé€li nemocni s CF v péci Pneumologické kliniky UK 2. LF a FN
Motol ve stabilni f4zi nemoci. Diagnéza CF byla ve vSech ptipadech stanovena na zikladé
odpovidajiciho klinického obrazu a potvrzena opakovanym vySetfenim koncentrace chloridi
v potu spolu s analyzou mutaci genu CFTR podle platnych mezinarodnich doporuceni

(Rosenstein B.J., Cutting G.R., 1998). Hlavni vyluovaci kritéria zahrnovala nikotinizmus a
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ptitomnost dal§iho plicniho onemocnéni jiného nez CF. Podminkou ucasti v projektu byl
podpis informovaného souhlasu.

U nemocnych s CF byla zaznamenéna tato demografickd data: pohlavi, vék k 1.1.2005 (resp.
1.1.2006 v piipad¢ intervencni studie), dominantni patogen bakterialni kolonizace dychacich
cest a léCba inhala¢nimi kortikosteroidy. Klinické vySetfeni vCetné¢ zhodnoceni stability
onemocnéni a kalkulace BMI bylo nasledovdno odbérem KVV, funkénim a zobrazovacim
vySettenim plic a odbérem krve na rutinni laboratorni testy.

Kontrolni soubor tvofili nekutfaci bez anamnézy chronického plicniho onemocnéni, a to
zaméstnanci FN Motol a jejich rodinni pfislusnici a déale studenti UK 2. LF.
Z demografickych dat bylo zaznamenano pohlavi a vék v roce studie a nasledné byl odebran
KVV.

Uvedena vySetfeni byla provedena vzdy v pribéhu jednoho dne v obdobi duben-Cerven v
letech 2005, 2006, 2008 a 2010. V pfipad€ intervencni studie probéhla druhd navstéva
s odstupem tfi mésici od prvni (obvyklé schéma bylo Cerven a zafi 2006 vzhledem

k dovolenym a prazdninam).

3.6. Odbér a vysetieni kondenzatu vydechovaného vzduchu

Odbér KVV probihal v dopolednich hodindch, u nemocnych s CF po rannim cyklu respiraéni
fyzioterapie a po podani rannich lékid vcetné léka inhalacnich ve standardnim potadi s
vyuzitim komeréné dostupného ptistroje ECoScreen (Jaeger, Spolkova republika Némecko).
Odbér byl proveden dle doporucenych postupti ATS/ERS u sediciho nemocného opattené¢ho
nosnim klipem za klidového dychani po dobu 15 minut s vylouc¢enim kontaminace slinami
(Horvath 1. et al., 2005). Po odbéru byl KVV rozpipetovan do sterilnich zkumavek a
zamrazen pii teploté —80°C do doby vySetieni. V ptipad¢ intervencni studie byla ¢ast vzorku
thned pouzita ke zméteni pH KVV.

Stanoveni koncentrace nitriti v KVV bylo provedeno pomoci kapalinové chromatografie po
derivatizaci s diaminonaftalenem jako naftotriazol, detekéni limit €¢inil 0,05 pmol/l. Nitraty
byly pfed analyzou nejprve enzymaticky redukovany na nitrity. Kazdy vzorek KVV byl
analyzovan dvakrat, a to s a bez enzymatické redukce; koncentrace nitrati pak odpovidala
rozdilu vysledka. Detekéni limit pro nitraty byl 0,4 pmol/l. Validace této metody byla
publikovana v odborném tisku (Chladkova J. et al., 2006). Stanoveni koncentrace 8-
isoprostanu bylo provedeno metodou kompetitivni enzymoimunoanalyzy (Cayman Chemical,

Spojené staty americké). Rovnéz tato metoda byla popsana v odborném tisku (Montuschi P. et
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al., 2000). Kalibra¢ni standardy byly pfipraveny pro rozsah méieni 2-250 pg/ml. VySetteni
koncentraci nitritd, nitratd a 8-isoprostanu bylo provedeno v Ustavu farmakologie UK LF
v Hradci Kréalové.

Vysetteni pH KVV bylo provedeno ihned po odbéru pomoci ptistroje Titan s tranzistorovou
sondou Isfet ve standardnim provedeni Cupfet (Sentron, Nizozemi) dle pokynli vyrobce.
Ptesnost méteni Cinila 0,01 pH pti dvoubodové kalibraci pufry Sentron (pH 4,00 a 7,00) pfi

pokojove teploté. Deaerace vzorku KVV nebyla provadéna.

3.7. VySetieni dalSich klinickych a laboratornich parametrii

Klinické vySetfeni zahrnovalo zhodnoceni stability plicniho onemocnéni podle obvyklych
kritérii (Fusch H.J. et al, 1994), zaznamendno bylo pohlavi a v€k nemocného a lécba
inhala¢nimi kortikoidy. Dale byla standardnim zptisobem zmétena télesna vyska s presnosti
na 1,0 cm a télesnd hmotnost s presnosti na 0,2 kg a byl vypocCitdm body mass index podle
vzorce BMI = t&lesnd hmotnost v kg / (t&lesna vyska v m).

Funkéni vySetieni plic bylo provedeno na ptistroji MasterLab (Jaeger, Spolkova republika
Némecko) dle doporuceni ATS/ERS (Miller M.R. ef al., 2005) s vyuzitim bronchodilata¢niho
testu s 0,4 mg salbutamolu podaného z d6zovaného aerosolu (preparat Ventolin Inhaler,
GlaxoSmithKline, Velka Britanie) inhala¢nim nastavcem s ndUstkem (AeroChamber Plus,
Boehringer Ingelheim, Spolkovad republika Némecko). Zaznamenana byla lepsi z hodnot
FEV, v % nalezitych hodnot pted a po podani bronchodilatancia.

Zadoptedni skiagram hrudniku byl zhotoven za standardnich podminek na detaSovaném
pracovisti Kliniky zobrazovacich metod UK 2. LF a FN Motol na Pneumologické klinice UK
2. LF a FN Motol a bylo kalkulovano rentgenové Northern skére (Conway S.P. ef al., 1994).
Kolonizace dychacich cest byla hodnocena za nejméné poslednich 12 mésicii sledovani.
Mikrobiologicka vysetieni sputa byla provedena v Ustavu lékatské mikrobiologie UK 2. LF a
FN Motol s vyuzitim standardnich technik. Verifikace komplexu Burkholderia cepacia byla
provedena pomoci vysetteni polymorfizmu recA genu v PCR laboratofi Pediatrické kliniky
UK 2. LF a FN Motol (McDowell A. et al., 2001). Dominance patogent byla hodnocena dle
klinického dopadu vtomto potadi: komplex Burkholderia cepacia > Pseudomonas
aeruginosa > Staphylococcus aureus (Hart C.A., Winstanley C., 2002).

Odbér periferni krve na rutinni hematologicka, biochemicka a imunologickd vySetieni byl
proveden venepunkci za standardnich podminek a stanoveni poctu neutrofilii v periferni krvi a

koncentraci C-reaktivniho proteinu, imunoglobulinu G, albuminu, vitaminu E a B-karotenu
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v séru bylo provedeno s vyuzitim standardnich postupt na Oddéleni klinické hematologie FN
Motol, v Ustavu klinické biochemie a patobiochemie UK 2. LF a FN Motol a v Ustavu
imunologie UK 2. LF a FN Motol.

3.8. Statistické vyhodnoceni

Statistické zpracovani bylo provedeno ve spolupraci s Oddélenim biostatistiky a informatiky
Statniho zdravotniho ustavu v Praze. K vyhodnoceni byl pouzit statisticky software Statistica
8 Cz (StatSoft CR, Ceska republika). Pro testovani normality dat byl pouzit Shapiro-Wilkstiv
test a Lillieforsova modifikace Kolmogorov-Smirnovova testu. Pro hodnoceni homogenity
souboru byl pouzit Fisheriiv test. Pro porovnani mezi skupinami Mann-Whitneylv test a
dvouvybérovy t-test. Pro hodnoceni zavislosti proménnych byl pouzit Spearmantv korela¢ni
koeficient a regresni analyza metodou krokové regrese, resp. logistické regrese. Za statisticky
vyznamnou byla povazovana hodnota p <0,05, za hrani¢ni hodnota 0,05 < p < 0,10, resp.

v ptipad¢ regresnich analyz 0,05 < p < 0,20.
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4. Vysledky

4.1. Prehled poctu ucastniku jednotlivych studii projektu

Shrnuti po¢tu nemocnych s CF a poctu ¢lent kontrolnich souborii Gc€astnicich se vychozi,

dlouhodobé¢ a intervencni studie je uveden v tabulce 4.1.

Tabulka 4.1. Prehled poctu ucastniki projektu

Studie projektu Nemocni s CF | Kontrolni soubor
Vychozi studie (rok 2005) 46 21
Dlouhodoba studie

- rok 2006 44

- rok 2008 42

-rok 2010 36
Intervecni studie (rok 2006) 10 12

4.2. Vychozi studie

Demograficka data souboru nemocnych s CF a kontrolniho souboru jsou uvedena

v tabulce 4.2. Soubory se statisticky vyznamné neliSily ve slozeni podle pohlavi (Fishertv

test; p = 0,61) a véku (Mann-Whitneytv test; p = 0,25).

Tabulka 4.2. Demograficka data xicastnikua vychozi studie

Parametr Nemocni s CF | Kontrolni soubor
Vék (roky)* 23,9 (19,5-32,9) | 26,0 (15,0 - 38,0)
Pohlavi (zeny / muzi) 23/23 12/9
Lécba IKS (ano / ne) 23/23 n.a.
Kolonizace dychacich cest n.a.

- nekolonizovani 1

- Staph. aureus 5

- P. aeruginosa 12

- komplex B. cepacia 28

* median (rozpéti) hodnot; zkratky viz Seznam zkratek
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Koncentrace markerdt OS v KVV u souboru nemocnych s CF a u kontrolniho souboru jsou

uvedeny v tabulce 4.3. Uvedeny jsou rovnéz hodnoty pro podsoubory nemocnych s CF

s ohledem na pohlavi, 1écbu IKS a kolonizaci dychacich cest.

Tabulka 4.3. Koncentrace markeri oxida¢niho stresu v kondenzatu vydechovaného

vzduchu
Soubor Nitrity Nitraty 8-isoprostan*
(pmol/1) (pmol/1) (pg/ml)’
Kontrolni soubor 4,48 15,45 4,10
(2,34 -6,97) (5,45 - 35,62) (2,20 - 10,00)
Nemocni s CF 5,07 5,66 8,50
(1,00 - 16,44) (0,09 - 34,90) (2,70 - 27,62)
- podsoubor dle pohlavi
- zeny 4,29 6,29 7,50
(1,0 - 14,99) (0,09 - 21,13) (2,70 - 27,62)
- muzi 5,34 5,48 9,00
(1,26 - 16,44) (0,56 - 34,90) (3,57 - 25,19)
- podsoubor dle lécby IKS
- s lécbou IKS 5,07 5,14 8,70
(1,33 - 16,44) (0,09 - 21,13) (3,40 - 25,19)
- bez lécby IKS 4,46 6,29 8,19
(1,0 - 14,99) (1,63 - 34,90) (2,70 - 27,62)
- podsoubor dle kolonizace DC
- s kolonizaci BCC 4,29 5,48 9,40
(1,33 - 16,44) (0,09 - 34,9) (2,70 - 27,62)
- bez kolonizace BCC 6,19 7,35 7,30
(1,00 - 14,99) (1,83 -21,13) (3,40 - 25,40)

* 8-1P byl detekovatelny v KVV u 40 nemocnych s CF a u 10 ¢lent kontrolniho

souboru; "median (rozpéti) hodnot; zkratky viz Seznam zkratek

Statisticky vyznamné¢ se liSily hodnoty koncentraci v KVV mezi souborem nemocnych s CF a
kontrolnim souborem v ptipad¢ nitrath (Mann-Whitneytv test; p <0,001) a 8-IP (Mann-
Whitneytv test; p = 0,0014), viz grafy 4.1. a 4.2. V jednotlivych podsouborech nemocnych
s CF statisticky vyznamné rozdily nebyly zjiStény.
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Graf 4.1. Koncentrace nitrati v kondenzatu vydechovaného vzduchu

nitraty (pmol1)
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Graf 4.2. Koncentrace 8-IP v kondenzatu vydechovaného vzduchu
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Dalsi klinické a laboratorni parametry souboru jsou uvedeny v tabulce 4.4.

Tabulka 4.4. Hodnoty klinickych a laboratornich parametri

Parametr Hodnota (median a rozpéti)

Markery plicniho onemocnéni

- FEV, (% nal. hodn.) 58,1 (23,6 - 100,8)
- Northern skore 8,5(2,0-13,0)
Markery stavu vyZivy

- body mass index (kg/m?) 20,9 (16,7 - 27,2)
- albumin-S* (g/1) 42,4 (35,6 - 48,0)
Markery zanétu

- K-neutrofily (x 10°/1) 8,2 (3,7-12,8)
- S-C-reaktivni protein (mg/1) 9,5 (0,5 - 43,5)
- S-imunoglobulin G (g/) 18,0 (8,1 - 32,8)
Systémové antioxidanty

- S-vitamin E (umol/1) 21,0 (5,0 - 38,5)
- S-B-karoten (umol/1) 1,00 (0,02 - 6,72)

S...sérum; K...periferni krev; * albumin je rovnéz hlavnim

sérovym antioxidantem; zkratky viz Seznam zkratek

V jednotlivych podsouborech nemocnych s CF byly zjistény statisticky vyznamné rozdily

(Mann-Whitneyuv test) v téchto parametrech (median a rozpéti hodnot):

Podsoubory dle pohlavi:
- vy$$i koncentrace albuminu v séru u muzi oproti zenam s CF, 43,9 (37,0 - 48,0) vs. 41,1

(35,6 - 44,4) g/l, p = 0,0074.

Podsoubory dle 1écby IKS:

- niz81 hodnoty FEV| u lécenych IKS oproti nemocnym bez 1é¢by IKS, 46,5 (23,6 - 83,8) vs.
69,5 (35,9 - 100,8) % nal. hodn., p <0,001;

- vy$8i hodnoty Northern skore u lécenych IKS oproti nemocnym bez 1écby 1KS, 10,0 (2,0 -
13,0) vs. 7,0 (2,0 - 11,0), p <0,001;

- vy$$i koncentrace imunoglobulinu G v séru u lé¢enych IKS oproti nemocnym bez 1écby

IKS, 18,8 (10,5 - 26,5) vs. 15,9 (8,1 - 32,8) g/l, p = 0,024;
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- vy$8i poCty neutrofilii v periferni krvi u 1é€enych IKS oproti nemocnym bez 1é¢by IKS, 8,5

9 = ) VS. 0O, s I T ’ X ) =Y, .
(4,2-12,8) vs. 6,2 (3,7- 11,8) x 101, p = 0,013

V podsouborech dle kolonizace dychacich cest statisticky vyznamné rozdily nebyly ve

sledovanych parametrech zjiStény.

Korelace (Spearmantiv korelaéni koeficient) markertt OS v KVV s klinickymi a laboratornimi

parametry jsou uvedeny v tabulce 4.5.

Tabulka 4.5. Korelace markeri oxidac¢niho stresu v kondenzatu vydechovaného

vzduchu s klinickymi a laboratornimi parametry

Parametr Nitrity-KVV Nitraty-KVV 8-isoprostan-KVV
Is p-hodnota Is p-hodnota Is p-hodnota
Veék -0,050 ns 0,206 ns 0,042 ns
FEV, 0,147 ns 0,331 0,025 0,029 ns
Northern skore -0,094 ns -0,358 0,015 -0,142 ns
Body mass index 0,051 ns 0,272 0,068 0,207 ns
S-albumin* 0,121 ns 0,353 0,016 0,164 ns
K-neutrofily -0,023 ns -0,273 0,066 0,095 ns
S-C-reaktivni protein | —0,094 ns -0,404 0,005 -0,029 ns
S-imunoglobulin G -0,198 ns -0,214 0,089 -0,208 ns
S-vitamin E -0,105 ns 0,020 ns 0,184 ns
S-B-karoten 0,204 ns 0,078 ns 0,120 ns

S...sérum; K...periferni krev; * albumin je rovné€Z hlavnim sérovym antioxidantem; zkratky

viz Seznam zkratek

Byly prokdzany statisticky vyznamné korelace koncentrace nitrath v KVV s parametry
plicniho onemocnéni (hodnoty FEV, a Northern skore), stavu vyzivy (koncentrace albuminu
v séru) a markery zanétu (koncentrace C-reaktivniho proteinu v séru). Tyto vztahy jsou
znazornény v grafech 4.3. az 4.6. Dale byla zjiSténa tendence ke korelaci koncentrace nitrat
v KVV s hodnotou body mass indexu, s poctem neutrofili v periferni krvi a koncentraci
imunoglobulinu G v séru. U koncentrace nitritd a isoprostanu v KVV nebyly prokazany

signifikantni korelace se zadnym ze sledovanych parametrt.
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Graf 4.3. Korelace Kkoncentrace nitratid v kondenzatu vydechovaného vzduchu
s hodnotou FEV;
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Graf 4.4. Korelace Kkoncentrace nitratid v kondenzatu vydechovaného vzduchu

s hodnotou Northern skore
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Graf 4.5. Korelace Kkoncentrace nitratid v kondenzatu vydechovaného vzduchu

s koncentraci albuminu v séru
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Graf 4.6. Korelace Kkoncentrace nitratid v kondenzatu vydechovaného vzduchu

s koncentraci C-reaktivniho proteinu v séru
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Hodnoceni zavislosti markerd OS v KVV a kontinudlnich i kategoridlnich klinickych a
laboratornich parametrt bylo provedeno regresni analyzou pomoci metody krokovych regresi.

Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.6., zaznamendny jsou pouze p-hodnoty <0,20.

Tabulka 4.6. Regresni analyza zavislosti markeri OS v KVV a Kklinickych a

laboratornich parametri

Parametr Nitrity-KVV Nitraty-KVV 8-IP-KVV
F p-hodnota F p-hodnota F p-hodnota
Pohlavi + IKS 2,18 0,15 3,41 0,073
BCC + IKS 3,18 0,083
Pohlavi + BCC + 2,25 0,14
IKS
Northern skoére 5,77 0,021

IKS...lé¢ba IKS; BCC.. .kolonizace BCC; zkratky viz Seznam zkratek

Z kontinudlnich parametrii dosdhl statistické vyznamnosti pouze vztah koncentrace nitrata
v KVV a rentgenového Northern skore (viz rovnéz vyse graf 4.4.). V ostatnich piipadech jde
o pouze slabé zavislosti (0,05 < p < 0,20) koncentrace nitrit a nitrat v KVV s kombinacemi
kategoralnich faktorti (pohlavi, kolonizace komplexem B. cepacia a lécby inhalacnimi
kortikosteroidy). Vztah koncentrace nitrath v KVV a uvedenych kategoridlnich faktordi se
znazornén v grafu 4.7.

Koncentrace 8-isoprostanu v KVV nedosahla stejn¢ jako v ptipadé hodnoceni jednotlivych
kontinualnich parametri pomoci Spearmanovych korelacnich koeficientii ani nyni

signifikantnich zavislosti se sledovanymi klinickymi a laboratornimi parametry.

Shrneme-li vysledky vychozi studie, pak nemocni s CF maji v KVV oproti kontrolnimu
souboru niz$i koncentrace nitrati a vySSi koncentrace 8-isoprostanu. Koncentrace nitrit
v KVV se od kontrol vyznamné neliSila. Koncentrace nitrati v KVV u nemocnych s CF
korelovala s parametry plicniho onemocnéni (hodnota FEV; a Northern skore), stavu vyzivy
(hodnota body mass indexu a koncentrace albuminu v séru), systémové zanétlivé odezvy
(koncentrace C-reaktivniho proteinu v séru) a se systémovymi antioxidanty (koncentrace
albuminu v séru). Regresni analyzou byla prokazana zavislost koncentrace nitrati v KVV na

hodnot€ Northern skore.
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U koncentrace nitrith a 8-isoprostanu v KVV korelace ani regresni analyza zadné

signifikantni vztahy s klinickymi a laboratornimi parametry neprokazaly.

Graf 4.7. Vztah koncentrace nitrati v kondenzatu vydechovaného vzduchu a
kategorialnich faktori (pohlavi, kolonizace komplexem B. cepacia a 1é¢ba inhala¢nimi

kortikosteroidy)
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Vysledky vychozi studie tykajici se vztahti koncentraci nitritti a nitradtd v KVV a sledovanych
klinickych a laboratornich parametrt byly piijaty k publikaci v ¢asopise Bratislava Medical
Journal (2011 impakt faktor 0,403). Materidl in extenso vcetné potvrzeni o piijeti viz

ptiloha 10.1.

4.3. Dlouhodoba studie

Dlouhodoba studie se potykala s ubytkem nemocnych s CF. V obdobi 2005-2006 zemiteli dva
nemocni (jeden muz a jedna Zena), v obdobi 2006 - 2008 zemieli dva muzi a v obdobi 2008-

2010 zemieli dva nemocni (jeden muz a jedna Zena) a Ctyfi nemocni prodélali transplantaci

plic (jeden muz a tfi1 Zeny). Ohledné kolonizace dychacich cest se u uvedenych nemocnych ve
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ctyfech pripadech jednalo o P. aeruginosa (jeden zemiely a tfi transplantovani nemocni) a

v Sesti ptipadech o komplex B. cepacia (pét zemielych a jeden transplantovany nemocny).

V celém souboru pak nedoSlo k zménam kolonizace dychacich cest, které by ovlivnily
hodnoceni s ohledem na vychozi studii (tj. rozdéleni na nemocné sa bez kolonizace
komplexem B. cepacia): u tfech nemocnych s kolonizaci Staph. aureus byla ve sputu nove
intermitentné zjiStovana P. aeruginosa a u jednoho nemocného s kolonizaci P. aeruginosa

byla v roce 2009 nov¢ zachycena B. multivorans, a to kratce pted transplantaci plic.

Vyvoj parametri FEV, a body mass indexu ve sledovaném obdobi je zndzornén v absolutnich
1 relativnich (rozdilové hodnoty oproti roku 2005) hodnotach v grafech 4.8. az 4.11. Mediany
rozdili hodnot v letech 2006, 2008 a 2010 oproti roku 2005 ¢inily —4,6, —11,4 a —10,5 % nal.
hodn. v piipadé FEV, a 0,0, —0,2 a 0,15 kg/m” v pfipadé body mass indexu. Tabulka 4.7.
ukazuje korelace (Spearmanovy korelacni koeficienty) parametrit FEV, a body mass indexu

ve sledovaném obdobi, opét v absolutnich i relativnich ¢islech

Tabulka 4.7. Korelace hodnot FEV; a body mass indexu ve sledovaném obdobi

Obdobi I's p-hodnota
Absolutni hodnoty

- 2005 0,312 0,035

- 2006 0,423 0,0034

- 2008 0,405 0,0064

-2010 0,311 0,065
Relativni hodnoty

- rozdil 2006-2005 0,300 0,047

- rozdil 2008-2005 —0,065 n.s.

- rozdil 2010-2005 0,137 n.s.

Absolutni hodnoty FEV; a body mass indexu signifikantné korelovaly s vyjimkou roku 2010
(v roce 2010 je korelace pouze hrani¢ni pii poklesu poctu pacientit).
Rozdilové hodnoty uvedenych parametr korelovaly pouze v obdobi 2006-2005, tento vztah

je znazornén v grafu 4.12.
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Graf 4.8. Vyvoj hodnot FEV; v obdobi 2005-2010
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Graf 4.9. Vyvoj hodnot body mass indexu v obdobi 2005-2010
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Graf 4.10. Rozdily hodnot FEV; v obdobi 2005-2010
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Graf 4.11. Rozdily hodnot body mass indexu v obdobi 2005-2010
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Graf 4.12. Korelace zmén hodnot FEV; a body mass indexu v obdobi 2005-2006
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Korelace (Spearmantv korelaéni koeficient) mezi hodnotami jednotlivych markert OS

v KVV vroce 2005 a vyvojem hodnot FEV, a body mass indexu v obdobi 2005-2010 ukazuje

tabulka 4.8.

Tabulka 4.8. Korelace hodnot markeri oxida¢niho stresu a vyvoje parametri plicnich

funkci a stavu vyzivy

Parametr Nitrity-KVV Nitraty-KVV 8-isoprostan-KVV
Is p-hodnota Is p-hodnota Is p-hodnota

Zména FEV,

- 2005 - 2006 0,167 n.s. 0,041 n.s. —0,337 0,033

- 2005 - 2008 0,288 0,065 0,110 n.s. —0,106 n.s.

- 2005 - 2010 0,141 n.s. 0,348 0,038 —0,306 0,094
Zména BMI

- 2005 - 2006 —0,191 n.s. 0,332 0,028 —0,055 n.s.

- 2005 - 2008 0,001 n.s. 0,192 n.s. —0,045 n.s.

- 2005 - 2010 —0,057 n.s. 0,108 n.s. 0,114 n.s.

zkratky viz Seznam zkratek
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Ze 46 nemocnych s CF zatazenych do studie v roce 2005 pokracovalo v letech 2006, 2008 a
2010 celkem 44, 42 a 36 nemocnych. Z nich byly dostupné hodnoty koncentraci nitritd a
nitratd v KVV ve vSech ptipadech, hodnoty koncentrace 8-isoprostanu v KVV byly v roce
2005 k disopozici u 40 nemocnych, z nich pak v letech 2006, 2008 a 2010 pokracovalo ve
studii 40, 39 a 33 nemocnych.

Ptedpokladany pokles hodnot korelacnich koeficientd s prodluzujici se dobou od vychozi
studie nebyl s vyjimkou koncentrace nitrati v KVV a vyvoje hodnoty body mass indexu
prokéazan. 1 zde vSak korelace dosahla statistické vyznamnosti jen v prvnim roce dlouhodobé
studie, viz rovnéz graf 4.13. Pfekvapivy je narast hodnoty korelacniho koeficientu v ptipadé
koncentrace nitratti v KVV a vyvoje hodnoty FEV, kdy v poslednim roce sledovani dokonce
dosahl statistické vyznamnosti. Koncentrace nitrith v KVV nekorelovala s vyvojem
sledovanych parametri, pouze v tfetim roce se korelace blizila statistické vyznamnosti
v ptipad¢ parametru FEV,. Koncentrace 8-isoprostanu v KVV pak korelovala s vyvojem
hodnoty FEV; v prvnim roce dlouhodobé studie (viz graf 4.14.) a blizila se statistické

vyznamnosti v roce patém.

Graf 4.13. Korelace koncentrace nitrati v kondenzatu vydechovaného vzduchu a vyvoje

hodnoty body mass indexu v obdobi 2005-2006
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Graf 4.14. Korelace koncentrace 8-isoprostanu v kondenzatu vydechovaného vzduchu a

vyvoje hodnoty FEV; v obdobi 2005-2006
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Vyvoj plicnich funkci a stavu vyzivy byl dale hodnocen ve vztahu k pohlavi, véku,
komonizaci komplexem B. cepacia a vychozim hodnotdm FEV; a body mass indexu.
Kategorialni faktory (pohlavi a kolonizace komplexem B. cepacia) byly hodnoceny pomoci
Mann-Whittneyova testu, kontinualni proménné (v€k a vychozi hodnoty FEV, a body mass
indexu) pomoci Spearmanova korela¢niho koeficientu.

Zména FEV; v obdobi 2005-2006 se vyznamné liSila s ohledem na kolonizaci komplexem B.
cepacia, kdy median zmény FEV; u nekolonizovanych ¢inil —1,9 % nal. hodn., kdezto u
kolonizovanych byl —6,4 % nal. hodn. (p = 0,024), viz graf 4.15. Zména body mass indexu
v obdobi 2005-2008 a 2005-2010 se lisila s ohledem na pohlavi, kdy medidn zmény body
mass indexu u Zen &inil 0,5, resp. —0,2 kg/m’, kdezto u muzi byl 0,3, resp. 0,9 kg/m* (p =
0,003, resp. 0,0024), viz graf 4.16. (obdobi 2005-2010). Dalsi signifikantni zavislosti nebyly

prokazany.
Soucasny vliv kategorialnich 1 kontinualnich proménnych byl hodnocen regresni analyzou

pomoci metody krokovych regresi. Vysledky jsou uvedeny v tabulce 4.9., kde jsou

zaznamenany hodnoty p <0,20.
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Graf 4.15. Zména hodnoty FEV; vobdobi 2005-2006 v zavislosti na Kkolonizaci

komplexem Burkholderia cepacia
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Graf 4.16. Zména hodnoty body mass indexu v obdobi 2005-2010 v zavislosti na pohlavi

4

3

body mass indexu (kg/m’)

Zména

Zeny

muzi

data v grafech 4.15. a 4.16. jsou vyjadfena jako median, mezikvartilové rozpéti a rozpéti
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Tabulka 4.9. Regresni analyza zavislosti zmén hodnot FEV; a body mass indexu a

klinickych a laboratornich parametri

Parametr Zména FEV, Zména body mass indexu
F p-hodnota F p-hodnota
Pohlavi 7,281 0,011
13,50 <0,001*
Kolonizace BCC 1,825 0,18%*
Pohlavi + kolonizace BCC 2,371 0,14°
Nitrity 2,684 0,11
Nitraty 2,523 0,12*
8-isoprostan 4,980 0,032*
3,215 0,085°

* obdobi 2005-2006; T obdobi 2005-2008; * obdobi 2005-2010; zkratky viz Seznam zkratek;
ostatni proménné (vek a vychozi hodnoty FEV, a body mass indexu) nedosahly ani hrani¢ni

vyznamnosti

Kromé signifikantnich vztahli popsanych jiz vyse (viz grafy 4.14. a 4.16.) piedstavuji ostatni
vysledky uvedené v tabulce 4.9. pouze slabé zavislosti, a to vztah kombinace kategorialnich
faktorti (pohlavi a kolonizace komplexem B. cepacia) a vyvoje hodnoty FEV,, a déle vztah
koncentraci nitrit a nitrati v KVV a vyvoje hodnoty body mass indexu.

Dalsi analyzy se tykaly srovnani podskupiny Zijicich nemocnych s poskupinou nemocnych,
ktefi v pribéhu dlouhodobé studie zemieli nebo prodélali transplantaci plic. Analyza byla
provadéna jednak za celou studii s vyuzitim parametrti vychozi studie (2005), jednak
s vyuzitim rozdilovych hodnot plicnich funkci a stavu vyzivy, a to ke zhodnoceni vysledkt
nemocnych v obdobi 2008-2010 (rozdilové hodnoty v obdobi 2005-2006), resp. 2010
(rozdilové hodnoty v obdobi 2005-2008).

Hodnoceni vlivu kategorialnich faktorii bylo provedeno pomoci Fisherova testu, hodnoceni
vlivu kontinudlnich proménnych pomoci Mann-Whitneyova testu a hodnoceni spole¢ného
vlivu kategoridlnich i kontinudlnich parametri pomoci regresni analyzy s vyuzitim metody

logistické regrese. Vysledky uvedenych analyz jsou shrnuty v tabulce 4.10.
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Tabulka 4.10. Vliv markerta oxida¢niho stresu v kondenzatu vydechovaného vzduchu a

dalSich klinickych a laboratornich parametra na vysledky piezivani nemocnych

Parametr Fisheriiv test | Mann-Whitneyiiv | Logisticka regrese
(p-hodnota) test (p-hodnota) (p-hodnota)

Pohlavi n.s. n.s.
Kolonizace BCC n.s. 0,16%*
Pohlavi + kolonizace BCC n.s.
Vék n.s. n.s.
Nitrity-KVV n.s. n.s.
Nitraty-KVV n.s. n.s.
8-isoprostan-KVV n.s. n.s.
FEV, (2005) <0,001 0,056
BMI (2005) 0,027 n.s.
Zména FEV, (2005-2006) n.s. 0,11
Zména BMI (2005-2006) n.s. n.s.
Zména FEV, (2005-2008) n.s. 0,19
Zména BMI (2005-2008) n.s. n.s.

* v modelu s rozdily hodnot 2005-2006 a vysledky v letech 2008-2010; zkratky viz Seznam

zkratek

V modelu s hodnotami z vychozimi studie se jako nejvyznamnéjSi prediktor jevi hodnota

FEV,, (viz graf 4.17.), kterd je hrani¢né vyznamna i regresni analyze. Izolované byla

vyznamna 1 hodnota body mass indexu.

V modelech s rozdilovymi hodnotami plicnich funkei a stavu vyzivy se jako parametry

s hrani¢nim vlivem prezentovaly rozdilové hodnoty FEV,, a to v obou ptipadech. V modelu

s hodnotami z let 2005-2006 méla hrani¢ni vliv 1 kolonizace komplexem B. cepacia.

Naproti tomu markery OS v KVV nemély prognosticky vyznam pro predikci imrti nebo

nutnosti transplantace plic, a to ve vSech modelech, jak pii hodnoceni jednotlivych faktort,

tak v regresni analyze.
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Graf 4.17. Srovnani hodnot FEV; v roce 2005 u Zijicich nemocnych a u nemocnych

zemfrelych a s trasplantaci plic béhem 2006-2010

110 - :

100 -1 1

90 .

80 .

70t 1

60 | S ]

FEV, (% nal hodn.)

B0t .

a0 .

30 .

2|:| i i

remreli a 5 transplantaci plic Fijici

data jsou vyjadiena jako median, mezikvartilové rozpéti a rozpéti

Dlouhodobd studie prokazala korelace markert OS v KVV a zmén sledovanych klinickych
parametrll v prvnim roce studie, kdy zména body mass indexu korelovala s koncentraci nitratt
v KVV a zména FEV, s koncentraci 8-isoprostanu v KVV. Dale oproti ocekavani korelovala
koncentrace nitrati v KVV se zménou FEV, v patém roce studie. Jiné signifikantni vysledky
prokazany nebyly, hrani¢nich p-hodnot nabyly korelace zmény FEV,; a koncentrace 8-
isoprostanu v KVV v patém roce studie a koncentrace nitriti v KVV ve tietim roce studie.
Regresni analyza potvrdila zjiSténou korelaci zmény FEV,; s koncentraci 8-isoprostanu
v KVV v prvnim roce studie. Korelace zmény body mass indexu s koncentraci nitrati v KVV
v prvnim roce se pouze blizila statisticky vyznamné urovni, stejné tak tomu bylo v ptipadé
zavislosti zmény FEV; na koncentraci 8-isoprostanu v KVV a zmény body mass indexu
na koncentraci nitriti v KVV v patém roce projektu.

Vyznamnéj$i vliv na vyvoj parametri plicnich funkei a stavu vyzivy mély dalsi sledované
faktory, a to zejména kolonizace komplexem B. cepacia na zménu FEV; v prvnim roce studie
a vliv pohlavi na zménu body mass indexu ve tfetim a patém roce studie. Regresni analyza
potvrdila dominantni vliv pohlavi na vyvoj hodnot body mass indexu, vliv kolonizace

komplexem B. cepacia na zménu FEV| v prvnim roce studie potvrzen nebyl.
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V analyzach vlivu markeri OS vKVV na predikci umrti nebo nutnosti provedeni
transplantace plic nebyly zjiStény signifikantni vlivy. Z dalSich klinickych a laboratornich

faktorti méla dominantni vliv hodnota FEV}, a to pfedevsim jeji vychozi hodnota.

Vysledky dlouhodobé studie tykajici se vztahu koncentrace 8-isoprostanu v KVV a poklesu
hodnot FEV; u nemocnych s kolonizaci kmenem ST-32 B. cenocepacia byly piijaty
k publikaci v Casopise Folia Microbiologica (2011 impakt faktor 0,677). Material in extenso

vcetné potvrzeni o piijeti viz ptiloha 10.2.

4.4. Intervencni studie

Demograficka data souboru nemocnych s CF a kontrolniho souboru jsou uvedena v tabulce
4.11. Soubory se statisticky vyznamné neliSily ve slozeni podle pohlavi (Fishertiv test; p =

0,67), v€k kontrolniho souboru byl signifikantné vyssi (t-test; p = 0,012).

Tabulka 4.11. Demograficka data ucastniki intervenéni studie

Parametr Nemocni s CF | Kontrolni soubor
Vék (roky)* 23,4+3,8 272 +27
Pohlavi (zeny / muzi) 5/5 8/4
Kolonizace dychacich cest n.a.

- Staph. aureus 2

- P. aeruginosa 2

- komplex B. cepacia 6

* prumér + smérodatna odchylka; zkratky viz Seznam zkratek

Hodnoty markert OS a zanétu v KVV u nemocnych s CF (pfed a po 1écbé inhala¢nimi

kortikosteroidy) a u ¢lenti kontrolniho souboru jsou uvedeny v tabulce 4.12.

Signifikantni rozdily (t-test) byly zjiStény v téchto parametrech: koncentrace nitrath v KVV u
nemocnych s CF ptred a po 1é¢bé inhala¢nimi kortikosteroidy (p = 0,003), hodnota pH KVV u
nemocnych s CF pied a po 1écb¢ inhala¢nimi kortikosteroidy (p = 0,005), koncentrace nitrat
v KVV u nemocnych s CF oproti kontrolnimu souboru, a to pied 1é¢bou (p <0,001) 1 po lécbé
(p = 0,046) inhala¢nimi kortikosteroidy a hodnota pH KVV u nemocnych s CF pied 1écbou

inhala¢nimi kortikosteroidy oproti kontrolnimu souboru (p = 0,01).
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Tabulka 4.12.

vydechovaného vzduchu u nemocnych s cystickou fibrézou a u kontrolniho souboru

Hodnoty markeri oxida¢naho

stresu a zanétu v kondenzatu

Parametr Nemocni s CF Kontrolni
Pied lécbou IKS | Po léché IKS soubor
pH-KVV* 5,49 £ 0,68 6,17 £ 0,31 6,11 £0,31
Nitrity-KVV (umol/1)* 2,7+ 1,6 3,61,5 2,9+1,5
Nitraty-KVV (umol/1)* 7,3+1,8 20,9 +10,0 39,5+24,8

* prumér + smérodatna odchylka hodnot; zkratky viz Seznam zkratek

Dalsi sledované klinické a laboratorni parametry pted a po 1écb¢ inhalacnimi kortikosteroidy
nevykazovaly statisticky vyznamné rozdily (hodnota FEV; a body mass indexu, koncentrace
C-reaktivniho proteinu v séru a pocet neutrofili v periferni krvi). Vysledky jsou uvedeny

v tabulce 4.13.

Tabulka 4.13. Vyvoj parametri plicnich funkei, stavu vyzivy a systémovych zanétlivych

markert u nemocnych s cystickou fibrézou pi‘ed a po 1é¢bé inhala¢nimi kortikosteroidy

Parametr Nemocni s CF p-hodnota
Pied lécbou IKS |  Po léché IKS

FEV1 (% nal. hodn.)* 73,7+ 16,2 74,1 £16,3 n.s.

Body mass index (kg/m®)* 21,3+ 1,8 212+ 1,6 n.s.

C-reaktivni protein-S (mg/l)* 6,3+£2,1 6,6 £2,7 n.s.

Podet neutrofilii-K (x 10°/1)* 6,2 +4,7 83+78 n.s.

* primér + smérodatna odchylka hodnot; S...sérum; K...periferni krev; zkratky viz Seznam

zkratek

Vyvoj hodnot pH KVV a koncentrace nitratii v KVV u nemocnych s CF pifed a po 1é¢be

inhala¢nimim kortikosteroidy je vyznacen v grafech 4.18. a 4.19.

Intervencni studie provedena v roce 2006 potvrdila vysledky z roku 2005 ohledné rozdilu
koncentraci nitriti a nitrati v KVV mezi nemocnymi s CF a kontrolnim souborem. Prokézala
rovnéZ niz§i pH KVV u nemocnych s CF oproti kontrolam jako zndmku zanétlivé acidifikace

dychacich cest.
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Graf 4.18. Vyvoj hodnot pH kondenzatu vydechovaného vzduchu u nemocnych

s cystickou fibrézou pred a po 1é¢bé inhala¢nimi kortikosteroidy
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Graf 4.19. Vyvoj hodnot koncentraci nitrati v kondenzatu vydechovaného vzduchu u

nemocnych s cystickou fibrézou pred a po 1é¢bé inhala¢nimi kortikosteroidy
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data v grafech 4.18. a 4.19. jsou vyjadiena jako primér, smérodatna odchylka a rozpéti;

zkratky viz Seznam zkratek
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Po tfimésicni 1é¢bé inhalacnimi kortikosteroidy (budesonid 800 pg 2x denn¢€) se u nemocnych
s CF signifikantné zménila hodnota pH KVV a koncentrace nitrati v KVV, koncentrace

nitritil v KVV nebyla statisticky vyznamn¢ ovlivnéna.

V srovnani s kontrolnim souborem se po 1€cb¢ inhala¢nimi kortikosteroidy hodnota pH KVV

Jiz vyznamné neliSila, naproti tomu koncentrace nitrati v KVV ziistavala signifikanté nizsi.

Vysledky intervencni studie byly v roce 2008 publikovany v recenzovaném cCasopise Studia

Pneumologica et Phthiseologica (Fila L. et al., 2008).
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Diskuze

K odbéru KVV byl vtomto projektu pouzit kondenzator ECoScreen (Jaeger, Spolkova
republika Némecko). V dobé zahajeni vyzkumu (rok 2005) byly k dispozici kromé piistrojh
domaci vyroby pouze dva komercéné dostupné kondenzatory; kromé nami zvoleného aparatu
Slo jesté o ptistoj RTube (Respiratory Research, Spojené staty americké). Srovnani téchto
dvou komer¢né dostupnych ptistroji bylo publikovano v roce 2006, kdy ptistroj ECoScreen
umoznoval odbér vétSich objeml KVV a citlivéjsi detekci lipidovych a proteinovych
mediatort (Soyer O.U. et al, 2006). V souCasnosti je uzndvano, ze technické parametry
kondenzatoru a vlastnosti riznych druhtt odbérovych nddobek (sklo, plast) mohou podstatnym
zpusobem ovlivit zachyt 1 koncentrace biomarkerit KVV (Dompeling E. et al., 2010).

Zvolené biomarkery OS v KKV v tomto projektu zahrnovaly nitrity a nitraty jako oxidacni
produkty oxidu dusnatého a 8-isoprostan jako produkt neenzymatické oxidace kyseliny
arachidonové. Jejich problematika je diskutovéna jiz v kapitolach 1.4.2.1. a 1.4.3.1. Jako dalsi
markery OS byly vKVV u CF studovany peroxid vodiku a 3-nitrotyrosin. Rovnéz
problematika téchto biomarkeri je podrobnéji zminéna v piedchozich kapitolach (1.4.1. a
1.4.2.2.). Koncentrace peroxidu vodiku v KVV je v stabilizované fazi plicniho onemocnéni u
CF obdobna jako u kontrol, nekoreluje s hodnotami plicnich funkci a stoupa v obdobi plicnich
exacerbaci (Jobsis Q. et al., 2000, Worlitzsch D. et al., 2001). Peroxid vodiku tedy neni
optimalnim markerem OS u CF a pro tento projekt nebyl pouzit. Naproti tomu, 3-nitrotyrosin
je ve stabilni fazi plicniho onemocnéni u dospélych CF v KVV oproti kontroldm zvySen a
koreluje s hodnotou FEV, (Balint B. ef al., 2001). Pozitivni korelace s hodnotou FEV; je
obdobna nasim vysledkim v pfipad¢ nitrati v KVV a bude diskutovdna nize. Do tohoto
projektu nebylo hodnoceni 3-nitrotyrosinu zarazeno pro jeho nizkou detekabilitu (<50 %
ptipadi) v KVV vnaSich podminkach (Musil J. et al., 2008). Nizky zachyt biomarkerQ
v KVV jsme zaznamenali rovnéz u nitrosotiold, glutationu, interleukinu 6, interlekinu 8 a
neutrofilni elastazy (Musil J. ef al, 2008, Fila L. et al, 2008). Velmi dobry zachyt jsme
naopak zjistili u dalSich markerti zdnétu, a to leukotrienu B4 a u prostaglandinu E2 (Musil J.
et al., 2008, Fila L. et al., 2009). S problémem nizkého zachytu cytokinti v KVV se lze setkat
1 v dalSich pracech, a to bez ohledu na pouzity typ kondenzatoru (Rosias P.P. et al., 2004,
Roebroeks C.M. et al., 2008). V piipade 8-isoprostanu byl dale popsan lepsi zachyt pti pouziti
sklenéného (borosilikatové sklo) nebo silikonového povrchu kondezatoru oproti ostatnim
typim veetné¢ kondenzatoru ECoScreen, ktery vyuziva modifikovany teflon (Rosias P.P. et

al., 2006).
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Vychozi studie hodnotila vztahy markert oxida¢niho stresu v KVV s aktualnimi klinickymi a
laboratornimi parametry. Plicni postizeni bylo hodnoceno pomoci funkéniho vySetteni, kdy
sledovanym parametrem byla hodnota FEV; v % ndlezitych hodnot, coZ je v klinickych
studiich 1 registrech nemocnych nejcastéji hodnoceny parametr z divodu nizké variability a
dobré reprodukovatelnosti (Cochrane G.M. ef al., 1977), a dale pomoci zobrazovacich metod
a to Northern skore kalkulovaného ze zadoptfedniho skiagramu hrudniku. Toto skore ma
oproti dalSich skérovacim systémim vyhodu v niz$i radiacni zatéZi (postacuje skiagram
v zadoptedni projekci) a dobte koreluje se spirometrickymi parametry (Terheggen-Lagro S. et
al., 2003). Stav vyzivy byl hodnocen pomoci BMI a koncentrace sérového albuminu. V obou
piipadech jde o bézné sledované parametry u dospélych nemocnych s CF (Sinaasappel M. et
al., 2002). U nemocnych s CF jsou stav plicnich funkci a stav vyzivy ,,spojené¢ nadoby* a
vzajemné spolu koreluji, coz bylo dokumentovano v détském i dospélém véku (Milla C.E.
2004, Fila L. et al., 2009). Albumin je rovnéz hlavnim sérovym antioxidantem (Racek J.
2003) a v ptipadé¢ malnutrice se jeho sérové koncentrace snizuji. Vztah dalSich sérovych
antioxidant(l, a to vitaminu E a B-karotenu, k markerim OS v KVV jsme studovali proto, ze
tyto antioxidanty jsou u CF rovnéz potencialné snizené pti malabsorpci tuka pfi pankreatické
insuficienci (Sinaasappel M. ef al., 2002). Dalsi studované parametry ve vztahu k markerim
OS v KVV zahrnovaly markery systémové zanétlivé odezvy na bronchopulmonalni infekei,
kdy doprovodny neutrofilni zanét je hlavnim zdrojem oxida¢niho stresu. Studovany byly
sérovy CRP a imunoglobulinu G a pocet neutrofild v periferni krvi. Tyto markery u
nemocnych CF koreluji s hodnotou FEV, (Levy H. et al, 2007), sérovd koncentrace
imunoglobulinu G pak s hodnotou Northern skére (Terheggen-Lagro S. et al., 2003) a rovnéz
s rizikem umrti v prabéhu dvou let (Hodson M.E. et al., 1988).

Dlouhodobd studie hodnotila vyvoj dvou klinickych parametrl, a to stavu plicnich funkci
(hodnota FEV,) a stavu vyzivy (hodnota BMI) v kratkodobé a stfednédobém horizontu.
Uvedené parametry jsou nejdilezitéjsi sledované veliCiny a jsou zvefejiovany v registrech
nemocnych s CF. U BMI jsou navic stanoveny cilové hodnoty (dolni hranice), o jejichz
dosaZeni je tieba pii péci o nemocné usilovat (CFF Patients Registry, 2011). Spolu s vyvojem
stavu plicnich funkci jsme hodnotili 1 riziko imrti a/nebo transplantace plic v pribéhu studie.
Ob¢ tyto situace jsou v uzkém vztahu s bronchopulmonalnim onemocnénim u CF, které je
zodpovédné za 85 % pripadi mortality téchto nemocnych (Flume P.A. et al, 2007). Studie
hodnotici rizikové faktory jak poklesu plicnich funkei, tak mortality u nemocnych s CF byly
opakovan¢ publikovany (Kerem E. ef al., 1992, Liou T.G. et al., 2001, Mayer-Hamblett N. et
al., 2002, Konstan M.W. ef al., 2007, Konstan M.W. et al., 2012). Uvedené prace se vSak lisi
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mnozstvim analyzovanych proménnych. V naSi studii jsme k hodnoceni vyuZili vedle
markerd oxidacniho stresu a vychozich/rozdilovych hodnot FEV; a BMI 1 dal$i b&ézné
sledované klinické parametry: pohlavi, vé€k a dominantni patogen kolonizace dychacich cest.
Zahrnuti vétSiho poc¢tu proménnych do regresnich analyz by bylo vzhledem k velikosti naseho
souboru problematické. Rozsah souboru sohledem na pocet proménnych miize byt u
regresich analyz obtizné stanovit. Nicméng, situace v nasi studii je obdobna jako v jiz
publikovanych pracech, napt. Papaioannou et al. (Papaioannou A.l. ef al., 2009) analyzovali
sedm proménnych v souboru ¢tyticeti osob.

Intervencni studie hodnotila vliv 1é€by IKS na koncentraci nitrit a nitratd v KVV. Podavani
téchto 1¢kt je u CF pfedmétem kontroverznich nazort. Jde 1é¢bu €asto podavanou, ale stejné
Casto kritizovanou jako neucinnou. Nékteré prace prokazuji pfinos podavani IKS, jiné nikoli
(Balfour-Lynn .M. et al., 1997, Nikolaizik W.H., Schoni M.H. 1996, Wojtczak H.A. et al.,
2001). Vcelku se piipousti pfinos u pacienti se suspekci na souasné astma bronchiale (,,CF-
astma“), kde je doporucovan terapeuticky pokus s IKS ve vysoké davce (Balfour-Lynn [.M.
2003). Dalsi indikaci podani IKS u CF je alergickd bronchopulmondlni aspergiléza (vyskytuje
se u asi 10 % nemocnych s CF), kde jsou podavany s cilem umoznit snizeni davky
systémovych kortikosteroidti (Stevens D.A. et al., 2003).

Role IKS v 1é€beé nemoci s eosinofilnim zanétem je obecné znama. IKS snizuji expresi NOS a
hodnotu vydechovaného NO u nemocnych s bronchidlnim astmatem. U alergického astmatu
je hodnota vydechovaného NO uzitecnym markerem aktivity onemocnéni (Turner S. 2008).
Avsak u CF jde o neutrofilni zanét a hodnota vydechovaného NO je oproti zdravym osobdm u
dospélych pacienti snizena (Hofer M. et al, 2009). Maji tedy IKS misto v Ié€be plicniho
onemocnéni u CF sohledem na povahu zénétu a skuteCnost, Ze deficience NO je
pravdépodobnym patogenetickym mechanizmem (viz kapitola 1.4.2.) ? Pfispét k odpovédi na
tuto otazku jsme se pokusili pomoci interven¢ni studie, kde byla kromé koncentrace nitritli a
nitratd studovana i hodnota pH KVV pied a po 1é¢bé IKS. pH metr byl na naSem pracovisti
dostupny od roku 2006 a umoznoval tak méteni pH EBC bezprostiedné po odbéru. Nebylo
tak nutno provadét deaeraci vzorkll probublavanim inertnim plynem (obvykle argonem se
zbavenim vzorku volatilnich molekul jako je CO, a NHj;). Tato procedura umoziuje delsi
skladovani zamrazenych vzorkt KVV pied vySetfenim pH, které ziistava stabilni (Bikov A. et
al. 2010). Dle naSeho nazoru vSak tento postup vede ke ztraté casti informaci o slozeni vzorka

.....

studii slouzilo pH KVV jako marker zanétlivé acidifikace dychacich cest (Tate S. et al. 2002).
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Zji8téné koncentrace nitritti a nitratd v KVV v nasi studii byly obdobné hodnotam uvadénym
jinymi autory (Balint B. et al, 2001, Csoma Z. et al., 2003) pi1 pouziti stejné metodiky
vySetfeni. Naproti tomu jsme zaznamenali niz§i koncentrace i niz§i zachyt 8-isoprostanu
v KVV u nemocnych s CF 1 u kontrolniho souboru oproti literdrnim tdajim (Montuschi P. et
al., 2000, Lucidi V. et al, 2008). V uvedenych pracech byl vSak byl pouzit sklenény
kondenzator. RovnéZ Roebroeksova et al. (Roebroeks C.M. et al., 2008) pouzili sklenény
kondenzator a navic modifikovali dolni detek¢ni limit pro stanoveni 8-isoprostanu, a to na 0,5
pg/ml (v nasi studii byly kalibra¢ni kiivky konstruovany pro dolni detekéni limit 2,0 pg/ml).
Tito autofi dosahli 100% detekovatelnost 8-isoprostanu v KVV u nemocnych s CF 1 u kontrol.

Jeho koncentrace vSak byly niz8i neZ v naSem souboru.

Ve srovnani s kontrolnim souborem byly u nemocnych s CF vKVV v na$i studii zjistény
obdobné koncentrace nitritdl, niz§i koncentrace nitratii a zvySené koncentrace 8-isoprostanu.
Tyto vysledky jsou v souladu s pracemi jinych autort (viz tabulka 1.1.). Nebyly zjistény
rozdily v hodnotach markertt OS v KVV s ohledem na pohlavi, kolonizaci dychacich cest a
lécbu IKS u nemocnych s CF. Z ostatnich sledovanych parametrii je tfeba zdlraznit nizsi
koncentraci albuminu v séru u Zen a pokrocilejsi plicni onemocnéni (niz$i hodnota FEV, a
vy$$i hodnota Northern skore) spolu s vyraznéjs$i systémovou zanétlivou odezvou (vyssi
koncentrace IgG v séru a pocet neutrofilii v krvi) v podskupiné nemocnych lécenych IKS.
Tyto rozdily se vSak na koncentracich markeri OS vKVV v této studii neprojevily. Sami
jsme vSak zachytili v malém souboru vyssi koncentrace malondialdehydu v KVV u Zen s CF
oproti muziim (Fila L. ef al, 2005). Lze spekulovat, Ze tato skute¢nost ma vztah k niz§im
koncentracim albuminu jako hlavniho antioxidantu v séru u Zen s CF. Problematika 1écby IKS

bude podrobnéji diskutovéana nize (oddil vénovany intervenéni studii).

Vychozi studie hodnotila vztah markertt OS v KVV k parametriim stavu plicniho onemocnéni
a stavu vyzivy a dale k systémovym antioxidantim a parametrim zadnétu. Koncentrace nitrita
a 8-isoprostanu v KVV s uvedenymi klinickymi parametry nekorelovaly. U nitriti jde o nalez
zjistény 1 dalS$imi autory. Naopak, v piipad¢ 8-isoprostanu dal§i autofi korelace s plicnimi
funkcemi 1 rentgenovym skore zachytili (viz kapitola 1.6.).

Korelace koncentrace nitrath v KVV s klinickymi parametry dosud studovana nebyla.
Prokazali jsme niz§i koncentrace v piipad¢ pokrocilejSiho plicniho onemocnéni, a to jak
v ptipad¢ plicnich funkci, tak v pfipad€¢ rentgenového skore. Rentgenové Northern skore

navic jako jediny faktor signifikantn¢ korelovalo s koncentraci nitrati v KVV pii regresni
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analyze zahrnujici rovnéz vliv pohlavi, kolonizace dychacich cest a 1écbu IKS. Nase vysledky
jsou v souladu s praci Balinta et al. (Balint B. et al., 2001), kdy bylo pokrocilejsi plicni
onemocnéni provazeno niz§imi koncentracemi NO,-Tyr v KVV. To také odpovida klesajicim
hodnotam eNO pfti progresi plicniho postizeni. Zjednodusené teceno, vzniknout mize jen
takové mnozstvi nitrata, kolik NO se vyprodukuje (a je oxidovéano). Z toho pohledu Ize u CF
povazovat 8-isoprostan za vhodnéj$i marker OS nez metabolity NO.

V ptipad¢ nitrath je situace navic komplikovdna nutricnimi a dal§imi vlivy. Alimentarni
zdroje a bakteridlni metabolizmus jiz byly zminény v kapitole 1.4.2.1. V experimentu na
krysim modelu bylo dale prokazano, Ze proteinova malnutrice snizuje aktivitu NO syntetaz
(Wu G. et al., 1999). U CFTR deficientni mysi navic vedla proteino-kalorickd malnutrice
k niz8i produkci nitrithh v plicich (Yu H. ef al., 2000). Nami zjiSténd korelace koncentrace
nitratih v KVV s parametry stavu vyzivy je tedy vsouladu suvedenymi pozorovanimi.
Pozitivni korelace byla zachycena v pfipad€ sérového albuminu a hraniéni zavislost
(p =0,068) také v ptipadé¢ body mass indexu. Stejné jako v ptipadé pokrocilosti plicniho
onemocnéni vSak tyto korelace svéd¢i spiSe pro vztah k urovni produkce NO nez ke stupni
oxida¢niho stresu.

Krom¢ albuminu jako hlavniho sérového antioxidantu byly studovany jesté vztahy
koncentraci vitaminu E a B-karotenu v séru a markert OS v KVV. Vitamin E a B-karoten jsou
antioxidanty rozpustné v tucich a jejich hladiny mohou byt u nemocnych s CF z divodu
malabsorpce snizené. Jejich korelace skoncentracemi markert OS v KVV jsme vSak
neprokazali. A to ani v ptipad¢ 8-isoprostanu, piestoze se vitamin E 1 B-karoten uplatiuji
predeviim pii antioxidadni ochrané lipidovych komponent bunéénych membram (Stipek S.
2000).

Oproti systémovym antioxidantim byly korelace koncentrace nitrath v KVV se markery
syst¢tmového zanétu prokazany, a to negativni. Signifikantni byla korelace s koncentraci
sérového C-reaktivniho proteinu; hrani¢ni byly korelace s koncentraci imunoglobulinu G
(p =0,089) a s poctem neutrofili (p = 0,066). Hodnoty systémovych zanétlivych parametri
v nasem souboru by se nicméné¢ mohly zdat pfili§ vysoké na klidovu f4zi onemocnéni a byt
tak povazovany za zavaznou limitaci studie. Je vSak tfeba vzit v ivahu skute¢nost, Ze 87 %
pacientli v souboru bylo kolonizovano P. aeruginosa nebo komplexem B. cepacia, obvykle se
znamkami chronické infekce dychacich cest. Takto vysoké zastoupeni rezistentnich
gramnegativnich bakteridlnich agens je u dospélych nemocnych s CF bézné (CFF Patients
Registry, 2011) a rovnéZ v pracech jinych autor se lze setkat se zvySenymi koncentracemi C-

reaktivniho proteinu v séru 1 v klidové fazi onemocnéni. Napf. ve zndmé ,,azitromycinoveé
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studii“ (Wolter J. et al., 2002) byl median koncentrace C-reaktivniho proteinu v séru (10,0
mg/l) u nemocnych s chronickou kolonizaci P. aeruginosa obdobny naSim hodnotdm (9,5
mg/l). RovnéZ v praci Hendryho et al. (Hendry J. et al., 2000) byly u dospélych nemocnych
s kolonizaci komplexem B. cepacia koncentrace C- reaktivniho proteinu (median 10,4 mg/l)
obdobné jako v nasi studii. Data ohledné korelaci markert OS v KVV a systémovych markert
zanétu z publikaci jinych autorii jsou dostupna jen tfidce. Napt. Ho et al. (Ho L.P. et al., 1998)
prokazali pozitivni korelaci koncentrace nitrith v KVV s poctem neutrofili v periferni krvi.
Uvedenou korelaci vSak naSe studie nepotvrdila.

Dlouhodobéa studie hodnotila vyvoj plicnich funci a stavu vyzivy a rovnéz riziko umrti ¢i
nutnosti transplantace plic u nemocnych s CF v zavislosti na vychozich hodnotach markert
OS v KVV a na dalSich klinickych parametrech. Jak jiz bylo zminéno vyse, plicni funkce a
stav vyzivy jsou u nemocnych s CF v tésném vztahu. V naSem souboru jsme tuto zévislost
rovnéz potvrdili, a to v letech 2005, 2006 a 2008. V roce 2010 pi1 ubytku poctu nemocnych
z divodu umrti ¢i transplantace plic byla korelace pouze hrani¢ni (p =0,065). Korelace
rozdilovych hodnot oproti roku 2005 dosahla statistick¢é vyznamnosti pouze v jednorocnim
odstupu. V tii- a pétiletém odstupu korelace zmén plicnich funkei a stavu vyzivy statisticky
vyznamna nebyla, a to pro relativné¢ zachovaly stav vyzivy nemocnych 1 pies pokles plicnich
funkci. V roce 2010 doslo ve srovnani s rokem 2005 dokonce ke zlepSeni medidnu hodnot
body mass indexu (+0,15 kg/m?), pfestoze median hodnoty FEV, se zhorsil o 10,5 % nal.
onemocnéni v pribéhu sledovani zemfeli, a jednak to, ze v subpopulaci muzi dosSlo ke
zlepSeni stavu vyzivy u 75 % piipadi. V regresni analyze bylo také pohlavi jedinym
signifikantnim prediktorem vyvoje stavu vyzivy. Vysvétleni pro tyto ndlezy neni jednoduché.
Literarni data o vyvoji stavu vyzivy u dospélych nemocnych s CF v zavislosti na pohlavi
nejsou dostupna. Muize se vSak jednat o urcité ,Ceské specifikum®, nebot podobné
neocekavané vysledky zjistili Musil ef al. (Musil J. et al., 1997) u dalsi chronické nemoci
dychaciho ustroji spojené s nutri¢nimi abnormalitami, a to chronické obstrukéni plicni nemoci
(CHOPN). I zde 1ze o¢ekavat zhorSujici se stav vyzivy s progresi obstrukce dychacich cest.
V uvedené praci prevazovali muzi (35 muzi oproti 15 Zendm) a 1 v pfipadé tézSich
ventilaénich poruch (FEV; <50 % nal. hodn.) se hodnoty body mass indexu pohybovaly
v pasmu nadvahy aZ obezity (body mass index >25,0 kg/m”) u 46,2 % ptipadii, kdezto nizky
stav vyzivy (body mass index <20,0 kg/m’) byl ptitomen u pouze 19,2 % nemocnych.
Literarni udaje pti tom uvadéji vyssi vyskyt malnutrice u nemocnych s CHOPN, a to 25-40 %

v piipadé FEV; <50 % nal. hodn. (Anker S.D. et al., 2006). Roli zde mohou hrat ceské
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stravovaci zvyklosti ¢i sedavéjsi zptisob Zivota muzii v Cesku oproti vysp&lym zapadnim
demokraciim.

Prediktivni faktory poklesu plicnich funkci a mortality u nemocnych s CF byly opakované
studovany. Jiz v roce 1992 publikovali Kerem et al. (Kerem E. et al., 1992) z4sadni praci, kde
ukazali, Ze nemocni s FEV; <30 % nal. hodn. maji 50% riziko amrti v pribéhu dvou let. Toto
kritérium je dodnes pouzivano pii indikaci transplantace plic u pacienti s CF. Nasledujici
prace pouzivali mnohem komplikovang;j$i modely predikce, ale napt. Mayerova-Hamblettova
et al. (Mayer-Hamblett N. et al, 2002) nedocilili lepsi predikce dvouleté mortality nez
pomoci uvedeného jednoduchého ,,FEV,-kritéria®“. Liou et al. (Liou T.G. et al, 2001)
vyvinuli a validovali model pétiletého pfeziti u nemocnych s CF zahrnujici vék, pohlavi,
hodnotu FEV|, stav vyzivy, pankreatickou suficienci, diabetes mellitus, infekci Staph. aureus
a komplexem B. cepacia a pocet plicnich exacerbaci za rok. V tomto modelu méla na preziti
nejveétsi vliv infekce komplexem B. cepacia.

Predikci vyvoje hodnot FEV; studovali na rozsahlém souboru nemocnych v registru americké
CF Foundation v détské 1 dospé€lé populaci Konstan ef al. U déti a adolescentli ve véku 6-17
let ¢inil ro¢ni pokles FEV; 1,12 % azZ 2,39 % nal. hodn. v zavislosti na v€kové skuping. Ve
vSech vékovych skupindch byl rychlejsi pokles FEV, spojen s vys$si vychozi hodnotou FEV, a
s perzistujicim poslechovym plicnim nédlezem chriipkll. V nékterych vékovych skupinach se
jako rizikové faktory rychlejSiho poklesu FEV, uplatnily 1 pohlavi (strméjsi pokles u divek),
infekce P. aeruginosa, stav vyzivy, expektorace sputa, poslechovy plicni nalez piskotd,
sinusitidy, plicni exacerbace 1é¢ené nitrozilnimi antibiotiky, vySsi jaterni testy a pankreaticka
insuficience (Konstan M.W. et al., 2007). U dosp€lych ve véku 18-24 let Cinil ro¢ni pokles
FEV; 1,92 % nal. hodn. Rychlejsi pokles méli Zeny a jedinci s pankreatickou insuficienci,
infekci komplexem B. cepacia a/nebo multirezistentni ¢i mukoidni P. aeruginosa a
s chronickym kaSlem. Ve v€kové skupiné 25 a vice let ¢inil ro¢ni pokles FEV; 1,45 % nal.
hodn. Zde byl rychlejsi pokles FEV; asociovdn pouze s pankreatickou insuficienci. V obou
vékovych skupinach dospélych s CF byl pomalejsi pokles zjistén v piipadé nizké vychozi
hodnoty FEV, a u jedinct se sinusitidami (Konstan M.W. et al., 2012).

NaSe studie hodnotila vyvoj plicnich funkci a stavu vyzivy ve vztahu k markerim OS v KVV
a k béZznym klinickym parametrim. Jednoro¢ni pokles FEV, v univariabilni analyze zavisel
na infekci komplexem B. cepacia a negativné koreloval s koncentraci 8-isoprostanu v KVV.
Naproti tomu, jednoro¢ni pokles body mass indexu pozitivné koreloval s koncentraci nitrat
v KVV. Statistické vyznamnosti ptekvapivé dosdhla i1 pozitivni korelace pétiletého poklesu

FEV, a koncentrace nitrati v KVV. V multivariabilni analyze pak byl potvrzen vztah mezi
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jednoro¢nim poklesem FEV; a koncentraci 8-isoprostanu v KVV. Zavislost pohlavi a tii- a
pétileté zmeény stavu vyzivy jiz byla zminéna vySe. Zemieli a transplantovani nemocni méli
signifikantné¢ hor§i vychozi hodnoty FEV; a body mass indexu, v regresni analyze se
vyznamnosti blizila vychozi hodnota FEV, (p =0,056). Nase vysledky jsou tedy alespon
z Casti (vzhledem k velikosti souboru byl volen mens$i pocet proménnych) potvrzuji vliv
pohlavi, vychozi hodnoty plicnich funkci a infekce komplexem B. cepacia jako determinant
vyvoje klinického stavu nemocnych s CF. Navic jsme zaznamenali 1 potencidlni roli
oxida¢niho stresu, a to zejména vztah koncentrace 8-isoprostanu v KVV a jednoro¢ni zmény
plicnich funkci. Tato korelace je v souladu s vysledky studie Antuniho et al. (Antuni J.D. et
al. 2000), kde jednoro¢ni zména FEV; negativné korelovala s hodnotou eCO, nebot’ byla
soucasn¢ prokazana pozitivni korelace eCO s koncentraci 8-isoprostanu v KVV (Montuschi
P. et al. 2000). Dalsi prospektivni studie tykajici se vyvoje klinického stavu nemocnych s CF
v zavislosti na markerech oxida¢niho stresu ve vydechovaném vzduchu a jeho kondenzatu
nejsou dostupné.

Intervencni studie s hodnocenim vlivu IKS na markery OS v KVV a na pH KVV provedena
vroce 2006 potvrdila vysledky z vychozi studie v roce 2005 ohledné koncentraci nitritl a
nitratdt v KVV u nemocnych s CF a u kontrolniho souboru. Nemocni s CF méli rovnéz
signifikantné niz§i pH KVV. Tiimésicni 1écba inhalacnim budesonidem v davce 800 pg
dvakrat denné¢ vedla k signifikantnimu vzestupu pH 1 koncentrace nitratii v KVV; koncentrace
nitritit v KVV I€€bou IKS ovlivnéna nebyla. Hodnota pH KVV byla po 1é¢bé IKS obdobna
jako u kontrolniho souboru, kdeZto koncentrace nitrath v KVV zlstala signifikantné nizsi.
Tyto vysledky jsou podporovany i1 nalezy z vychozi studie, kdy nemocni léceni IKS méli
signifikantné¢ hor§i hodnotu FEV; 1 rentgenové Northern skore vcetné vySSich hodnot
sérového imunoglobulinu G a poctu neutrofilll v periferni krvi, ale neméli signifikantn€ nizsi
koncentrace nitritii a nitrati v KVV. Podobné vysledky zaznamenali 1 Balint ef al. (Balint B.
et al. 2001), kdy nemocni s CF léceni IKS méli obdobné hodnoty koncentrace NO,-Tyr
v KVV (24,2 + 2,5 vs. 25,5 £ 1,9 % ng/ml) jako nemocni bez 1écby IKS, piestoze méli nizsi
hodnoty plicnich funkci (FEV; 51,9 £ 4,9 vs. 67,5 = 6,5 % nal. hodn.).

Jak vSak interpretovat tyto vysledky za situace, kdy IKS snizuji aktivitu NO syntazy a
hodnoty eNO (tj. prekurzoru nitrat1) a soucasné se u nich neptredpoklada vyrazné;jsi ovlivnéni
neutrofilntho zanétu ? U nemocnych s CF je oproti pacientim s bronchidlnim astmatem
hodnota aktivita NO syntazy (i hodnota eNO) nizka (viz kapitola 1.4.2.). Lze tedy
spekulovat, Ze k dalsimu potlaceni aktivity NO syntadzy vlivem IKS jiZ nejspiSe nedochazi.

Budeme-1i soucasné povazovat pokles acidity KVV za zndmku zmirnéni zanétu dychacich
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cest, pak lze predpokladat i sniZzeni aktivity arginazy, tedy enzymu, ktery kompetuje s NO
syntazou o substrat — arginin (Grasemann H. ef al. 2005). VySsi dostupnost argininu by tak
znamenala vy$§i produkci NO a po jeho oxidaci 1 nitrati. Vliv 1écby IKS na dal§i marker OS
v dychacich cestach u CF ve vydechovaném vzduchu studovali Paredi et al. (Paredi P. ef al.
1999). Nemocni s CF léceni IKS méli pf1 obdobnych plicnich funkcich (FEV; 39 + 7 vs. 42 +
6 % nal. hodn.). niz$i hodnoty eCO (5,1 + 0,5 vs. 8,4 £ 1,0 ppm; p<0,01).

Zminit je mozno rovnéz léCbu IKS u dalSiho onemocnéni dychacich cest s pifevahou
neutrofilniho zanétu, a to CHOPN. Zde jsou IKS indikovadny u nemocnych s tézs8i obstrukci
(FEV; <50 % nal. hodn.) pfi Castych exacerbacich (Russell R. et al. 2011), kde zmirfiuji
symptony, zlepSuji plicni funkce a kvalitu Zivota a snizuji pocet exacerbaci (Spencer S. et al.
2004). Obdobna doporuceni u CF neexistuji a navic bylo prokézéano, Ze u vétSiny nemocnych
s CF lze 1écbu IKS bezpecné ukoncit (Balfour-Lynn .M. et al. 2006). Osobni zkuSenosti u
individualnich nemocnych a rovnéz vysledky nasi intervencni studie vSak mohou urcity

benefit podavani IKS u CF naznacovat.

Jako u kazd¢ préce, i zde je tfeba se zamyslet nad limitacemi. Spatiovat je Ize predevSim u
dlouhodobé studie, a to ve smyslu nezarazeni poctu plicnich exacerbaci jako dalsi potencidlni
proménné ovlivitujici pokles hodnot FEV;. Uloha plicnich exacerbaci nebyla u CF v dobg,
kdy byla tato studie planovéana (2003-2004) tak zfejma jako napi. u CHOPN a teprve recentné
byla korelace poctu plicnich exacerbaci s dlouhodobym poklesem plicnich funkci u CF
publikovana (Waters V. et al. 2012). Navic je tieba uvést, Ze neexistuje obecné uznavana
definice plicni exacerbace u CF (Goss C.H. et al. 2007) a rizni autofi pouZzivaji rtizné
metodiky pi1 analyze rizikovych faktord poklesu plicnich funkci ¢i mortality u CF. Kerem ef
al. (Kerem E. et al. 1992) ani Konstan ef al. (Konstan M.W. et al. 2007, Konstan M.W. ef al.
2012) vliv poctu plicnich exacerbaci nehodnoti viibec. Naproti tomu, Liou et al. (Liou T.G. et
al. 2001) bere vuvahu vSechny plicni exacerbace, kdezto Waters et al. a Mayerova-
Hamblettova et al. (Waters V. ef al. 2012, Mayer-Hamblett N. ef al. 2002) kalkuluji pouze

s plicnimi exacerbacemi vyZzadujicimi hospitalizaci.
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6. Zavér a zhodnoceni hypotéz

Ve vychozi studii byly porovnavany koncentrace markert OS v KVV u nemocnych s CF s
hodnotami u kontrolniho souboru a analyzovany jejich korelace s parametry plicniho
onemconéni, stavu vyZivy a systémovymi antioxidanty a markery zdnétu. Koncentrace nitritt
a nitratd v KVV byly métitelné u vSech nemocnych s CF 1 vSech ¢lenti kontrolniho souboru,
zatimco koncentrace 8-isoprostanu v KVV byly métitelné u 87,0 % nemocnych s CF a u
pouze 47,6 % Clent kontroniho souboru. Oproti kontrolnimu souboru méli nemocni s CF
v KVV signifikantné vyss§i koncentrace 8-isoprostanu a niz§i koncentrace nitratl,, zatimco
koncentrace nitriti se vyznamné neliSily. U nemocnych s CF se koncentrace markera OS
v KVV signifikantné€ nelisili v podsouborech podle pohlavi, 1é¢by inhalaénimi kortikosteroidy
a kolonizace dychacich cest. Koncentrace nitrati v KVV u nemocnych s CF signifikantné
korelovaly s parametry plicniho onemocnéni (hodnota FEV; a Northern skore), stavem vyZivy
a systémovymi antioxidanty (koncentrace albuminu v séru) a rovnéz systémovymi markery
zénétu (koncentrace C-reaktivniho proteinu); regresni analyza svédcila pro signifikantni
korelaci s hodnotou rentgenového Northern skore. Koncentrace nitritli a 8-isoprostanu v KVV

nekorelovaly se zddnym ze sledovanych klinickych a laboratornich parametrd.

Dlouhodoba studie se zabyvala zavislostmi mezi markery OS v KVV a vyvojem klinického
stavu, resp. plicnich funkci a stavu vyzivy vyjadienych hodnotami FEV; a body mass indexu
v odstupu jednoho, tii a péti let a rovnéz vztahem hodnot markeri OS v KVV k riziku amrti ¢i
nutnosti provedeni transplantace plic u nemocnych s CF. V obdobi 2005-2010 zemfielo Sest
nemocnych s CF a transplantaci plic prodélali ¢tyfi nemocni s CF. Zména hodnoty FEV;
v obdobi 2005-2006 signifikantné korelovala s koncentraci 8-isoprostanu v KVV a v obdobi
2005-2010 s koncentraci nitrati v KVV. Zména hodnoty body mass indexu v obdobi 2005-
2006 korelovala s koncentraci nitratii v KVV. Regresni analyza pak potvrdila zvislost zmény
hodnoty FEV; v obdobi 2005-2006 na koncentraci 8-isoprostanu v KVV. Vztah hodnot
markerd OS v KVV a rizika amrti ¢i nutnosti provedeni transplantace plic u nemocnych s CF

prokazan nebyl.

Intervencni studie hodnotila vliv 1é¢by inhala¢nimi kortikosteroidy na markery OS (nitrity a
nitraty) a rovnéZ na marker zanétu (pH jako ukazatel zanétlivé acidifikace) vKVV.
Intervencni studie povrdila vysledky vychozi studie ohledné rozdilti koncentracich nitritd a

nitrath v KVV u nemocnych s CF a u kontrolniho souboru; nemocni s CF méli oproti
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kontrolnimu souboru niz§i pH KVV, Ttimési¢ni 1écba budesonidem v davce 2x800 pug denné
v inhala¢nim systému Turbuhaler vedla ke statisticky vyznamnému vzestupu hodnot pH a
koncentraci nitrath v KVV; koncentrace nitritd signifikantné¢ ovlivnény nebyly. Po 1écbé
inhalacnimi kortikosteroidy se u nemocnych s CF hodnoty pH KVV od kontrolniho souboru

Jiz vyznamné neliSily, zatimco koncentrace nitratl v KVV zistaly signifikantn€ snizené.

Zhodnoceni hypotéz:

Platnost hypotézy 1 ovéfovala vychozi studie. Hypotéza 1 byla potvrzena pro koncentraci
nitratdh v KVV, nikoli vS8ak pro koncentraci nitritih a 8-isoprostanu v KVV. Koncentrace
nitratd v KVV korelovala s aktualnim stavem plicnich funkci a nékterymi parametry stavu
vyzivy a systémovych antioxidantii a markerti zanétu. Dominantni vztah ke stavu plicniho

postizeni byl protvrzen regresni analyzou pro rentgenové Northern skore.

Dlouhodobé studie ovéfovala platnost hypotézy 2. Tato hypotéza byla zCasti potvrzena pro
koncentraci nitrati a 8-isoprostanu v KVV, a to ve vztahu k vyvoji plicich funkci a stavu
vyzivy. Regresni analyzou byl potvrzen vztah koncentrace 8-isoprostanu v KVV a kratkodobé
(jednoro¢ni) zmény plicnich funkci. Hypotéza 2 nebyla potvrzena pro koncentraci nitrita
v KVV a rovnéz pro vztah markeri OS vKVV a rizika Gmrti ¢i nutnosti provedeni

transplantace plic u nemocnych s CF v kratko- a sttednédobém horizontu.
Platnost hypotézy 3 byla ovéfovana v intervencni studii. Bylo potvrzeno ovlivnéni

koncentrace nitrati v KVV tiimési¢ni 1écbou inhala¢nimi kortikosteroidy. Hypotéza 3 vSak

nebyla potvrzena ve smyslu ovlivnéni koncentrace nitritlh v KVV.
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7. Souhrn

Cile: Cilem prace bylo zhodnoceni vztahu markerti oxida¢niho stresu (OS) v kondenzatu
vydechovaného vzduchu (KVV) u dospélych nemocnych s cystickou fibrozou (CF) k tizi
plicniho onemocnéni, stavu vyzivy a systémovym antioxidantim a markerim zanétu, dale ke
kratkodobému a sttednédobému vyvoji plicnich funkci a stavu vyZivy a konecné k posouzeni

odpovédi na 1écbu inhala¢nimi kortikosteroidy (IKS).

Metodika: Nemocni s CF byli vySetfeni ve stabilizované f4zi onemocnéni béhem rutinnych
ambulantnich kontrol. KVV byl odebran u pacienti s CF a ¢lenii kontrolniho souboru pomoci
piistroje ECoScreen (Jaeger). Z markertt OS v KVV byly vySetieny nitrity a nitraty pomoci
kapalinové chromatografie a 8-isoprostan metodou kompetitivni enzymoimunoanalyzy. U
nemocnych s CF byly zaznamenana demograficka data vcetné dominantniho patogenu
kolonizace dychacich cest a 1écby IKS. Dale bylo provedeno vysetfeni plicnich funkci,
skiagramu hrudniku, stavu vyzivy a systémovych antioxidant a markeri zanétu pomoci
standardnich metod. Hodnoty markert OS v KVV u nemocnych s CF byly srovnany
s kontrolnim souborem a korelovany s klinickymi parametry. Ke stanoveni vztahu markert
OS v KVV k vyvoji plicnich funkci a stavu vyzivy byli pacienti s CF vySetfeni s odstupem
jednoho, tii a péti let. Rozdilové hodnoty usilovné vydechnutého objemu za prvni sekundu
(FEV)) a body mass indexu (BMI) byly korelovany s markery OS v KVV a dal§imi
klinickymi parametry. Ve druhém roce projektu byl studovan vliv 1écby IKS (budesonid
2x800 pg denné po dobu tiech mésicll) na pH a koncentrace nitritd a nitrati v KVV a déle na
hodnoty FEV, BMI a systémovych zanétlivych parametri u nemocnych s CF. pH KVV bylo

vySetfeno pomoci pfistroje Titan (Sentron).

Vysledky: 46 nemocnych s CF (23 Zen) s medidnem (rozpétim) véku 23,9 (19,5-32,9) roku a
21 ¢lenti kontrolniho souboru bylo zatazeno do projektu. Nemocni s CF méli oproti kontrolam
v KVV niz§i koncentrace nitratt: 5,66 (0,09-34,90) vs. 15,45 (5,45-35,62) umol/l (p <0,001)
a vyS$i koncentrace 8-isoprostanu: 8,50 (2,70-27,62) vs. 4,10 (2,20-10,00) pg/ml
(p = 0,0014). Koncentrace nitratih v KVV korelovaly s hodnotou FEV, (rs = 0,331, p = 0,025)
a Northern skore (rs =—0,358, p =0,015) a koncentracemi albuminu (rs = 0,353; p=0,016) a
C-reaktivniho proteinu (rs =—-0,404; p =0,005) v séru. Koncentrace nitrith v KVV byla
obdobna jako u kontrol a podobné¢ jako koncentrace 8-isoprostanu v KVV nekorelovala

s klinickymi parametry. S koncentraci nitratd v KVV korelovala jednoro¢ni zména hodnoty
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BMI (rs=0,332, p=0,028) a pctiletd zména hodnoty FEV; (rs=0,348, p=0,038).
S koncentraci 8-isoprostanu v KVV korelovala jednoro¢ni zména hodnoty FEV, (rs =-0,337;
p = 0,033). Koncentrace nitriti v KVV se zménami hodnot FEV; a BMI nekorelovala. Nebyl
rovnéZ prokazan vztah koncentraci markert OS vKVV a rizika amrti ¢ provedeni
transplantace plic v prib&hu pétiletého sledovani. Do intervencni studie s podavanim IKS
bylo zatazeno 10 nemocnych s CF (5 zen) s primérnym (£SD) vékem 23,4+3,8 roku a 12
¢lent kontrolniho souboru. Nemocni s CF méli pted 1é¢bou IKS oproti kontrolnimu souboru
signifikantné¢ niz§i koncentraci nitratd (7,3£1,8 vs. 39,5424,8 umol/l; p<0,001) a pH
(5,49+0,68 vs. 6,11+0,31; p=0,01) KVV. Po lécb¢ IKS se signifikantné zvysila koncentrace
nitrata (7,3+1,8 vs. 20,9+10,0 pumol/l; p = 0,003) a pH (5,49+0,68 vs. 6,17+0,31; p = 0,005)
KVV. Klinické parametry lécbou IKS ovlivnény nebyly.

Zavér: Dospéli nemocni s CF méli v KVV oproti kontrolam vyssi koncentrace 8-isoprostanu
a niz8i koncentrace nitratl. Koncentrace nitrati v KVV korelovala s aktualnimi klinickymi
parametry. S vyvojem plicnich funkci a stavu vyzivy korelovala koncentrace 8-isoprostanu a
nitrati v KVV. Koncentrace markeri OS v KVV nebyla ve vztahu srizikem umrti ¢i
provedeni transplantace plic b&hem pétiletého sledovani. Ttimesicni podavani IKS vedlo

k ovlivnéni pH a koncentrace nitrati v KVV.

Klic¢ova slova: cysticka fibroza — oxidacni stres — kondenzat vydechovaného vzduchu

68



Summary

Aims: The aim of this study was to evaluate the relationship of oxidative stress (OS) markers
in exhaled breath condensate (EBC) in adult patients with cystic fibrosis (CF) to the severity
of lung disease, nutritional status and systemic antioxidants and inflammatory markers, as
well as to short- and medium-term development of pulmonary function and nutritional status,

and finally to assess the response to treatment with inhaled corticosteroids (ICS).

Methods: CF patients were examined in a stable phase of the disease during routine
outpatient controls. EBC was collected using ECoScreen device (Jaeger) in CF patients and in
control group members. Nitrites and nitrates and 8-isoprostane were examined using liquid
chromatography and competitive enzyme immunoanalysis, respectively, in EBC as OS
markers. Demographic data including the dominant pathogen of airway colonization and ICS
treatment were recorded in CF patients. Lung function tests, chest X-rays, nutritional statuses
and systemic antioxidants and inflammatory markers were also examined using standard
methods. The values of OS markers in EBC in patients with CF were compared with the
control group and correlated to clinical parameters. Lung function tests and nutritional
statuses in CF patients were examined in one, three and five years intervals to determine the
relationship of OS markers in EBC to the changes of these parameters. Differential values of
forced expiratory volume in the first second (FEV;) and body mass index (BMI) were
correlated to OS markers in EBC and other clinical parameters. In the second year of the
project, the effect of treatment with ICS (budesonide 800 pg twice daily for three months) on
the pH and the concentration of nitrite and nitrate in EBC and the values of FEV,, BMI and
systemic inflammatory parameters in patients with CF was studied. EBC pH was examined

using the pH meter Titan (Sentron).

Results:

46 patients with CF (23 females) with a median (range) age of 23.9 (19.5-32.9) and 21
members of the control group were included in the project. Patients with CF had lower nitrate
concentrations: 5.66 (0.09-34.90) vs. 15.45 (5.45-35.62) umol/l (p <0.001) and higher 8-
isoprostane concentrations 8.50 (2.70-27.62) vs. 4.10 (2.20-10.00) pg/ml (p =0.0014) in
EBC compared to controls. Nitrate concentration in EBC correlated with values of FEV;
(rs=0.331, p=0.025) and Northern score (rs=-0.358, p=0.015) and to serum

concentrations of C-reactive protein (rs=-0.404, p=0.005) and albumin (rs= 0.353,
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p =0.016). The concentration of nitrite in EBC was similar as in controls and similarly to
concentration of 8-isoprostane in EBC did not correlate with clinical parameters. The
concentration of nitrate in EBC correlated with one-year change of BMI value (rs = 0.332,
p=0.028) and five-year change of FEV; (rs=0.348, p=0.038). The concentration of 8-
isoprostane in EBC correlated with one-year change of FEV, value (rs =-0.337, p =0.033).
The concentration of nitrite in EBC did not correlate with changes of FEV; and BMI values.
Relationship between OS markers in EBC and the risk of death or lung transplantation during
five-year follow-up was also not demonstrated. 10 patients with CF (5 women) with a mean
(£SD) age 23.4+3.8 years and 12 members of the control group were enrolled in intervention
study with ICS. Patients with CF had significantly lower EBC nitrates concentration (7,3+1,8
vs. 39,5+£24,8 umol/l; p<0,001) and pH (5.49+0.68 vs. 6.11+£0.31, p =0.01) before treatment
with ICS compared to controls. After treatment with ICS increased EBC nitrates
concentration (7.3+1.8 vs. 20.9£10.0 umol/l, p =0.003) and pH (5.49+0.68 vs. 6.17+£0.31,
p = 0.005). Clinical parameters were not affected by ICS treatment.

Conclusions: Adult patients with CF had in EBC higher concentrations of 8-isoprostane and
lower levels of nitrates compared to controls. Nitrate concentrations in EBC correlated with
actual clinical parameters. Concentrations of 8-isoprostane and nitrates in EBC correlated
with changes of lung function and nutritional status. Concentrations of OS markers in EBC
was not related to risk of death or lung transplantation during the five-year follow-up. Three-

month administration of ICS influenced the EBC pH and concentrations of nitrates.

Keywords: cystic fibrosis — oxidative stress — exhaled breath condensate
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Introduction

Bronchopulmonary disease in cystic fibrosis (CF) is characterized by impaired mucociliary
clearance, chronic bacterial infection and neutrophilic inflammation [1]. Beside dysfunction
of cystic fibrosis transmembrane conductance regulator (CFTR), impaired metabolism of
nitric oxide (NO) plays a role in pathogenesis of CF [2]. Values of exhaled NO (eNO) in CF
adults are lower when compared with healthy subjects and are positively correlated with
pulmonary function [3,4,5].

Nitrites (NO;") and nitrates (NOs") are products of oxidative metabolism of NO. Studies
measuring NO,  and NO;™ in sputum or bronchoalveolar lavage fluid have found either
unchanged or increased concentrations of these metabolites in patients with CF compared to
healthy subjects [6,7,8,9]. Concentrations of NO,  and NO;™ in sputum correlated positively
with pulmonary function [6].

Exhaled breath condensate (EBC) is collected by cooling of the expired gas during tidal

breathing. This is non-invasive and easy-to-perform method to sample secretions from the
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airways [10]. Concentrations of NO, in EBC in CF patiens were similar or higher when
compared with healthy controls and did not correlate with pulmonary function [11,12]. On the
other hand, concentrations of NOs;~ in EBC were similar or lower in CF patients than in
controls [13,14,15].

In the present study, relationships between concentrations of NO metabolites and clinical
characteristics of CF patients were analysed by using commercial device for EBC collection
and thoroughly validated analytical method for measurement of EBC concentrations of NO,~

and NO;™ in a large study population.
Methods

Patients with CF were consecutively recruited into the study at the Pulmonary Department of
Charles University, 2n Faculty of Medicine, and University Hospital Motol in Prague, Czech
Republic. The diagnosis of CF had been confirmed in all patients by repeated sweat test with
chloride concentration exceeding 60 mmol/l and by mutation analysis of the CFTR gene.
Respiratory disorder other than CF and smoking history were the main exclusion criteria.

The examinations were performed during routine out-patient visits in stable phase of the
disease. Demographic parameters (sex and age) and sputum microbiology (predominant
bacteria) were collected from pacients' records. Written informed consent was obtained from
all subjects. The study was approved by Ethical Committee of Charles University, 2n Faculty
of Medicine, Prague, Czech Republic. Control healthy subjects were staff members or
students with no history of smoking or any chronic lung disease.

EBC collection was performed according to ERS/ATS guidelines using ECoScreen device
(Jaeger, Germany) [10]. Obtained EBC was frozen immediately and stored at -80°C until
examined. EBC NO,™ and NOs~ concentrations were assayed by liquid chromatography after
derivatization with diaminonaphthalene, as described previously [16]. EBC collection was
carried out in antemeridian hours and was preceded by chest physiotherapy early in the
morning with nebulized dornase alpha. Lung function tests were completed after collection of
EBC.

Lung function tests were performed using Jaeger MasterLab device (Jaeger, Germany)
according to ERS/ATS guidelines with reversibility testing (with 400 pg of salbutamol) [17].
Better results from pre-/postbronchodilatory values of forced expiratory volume in the first
second (FEV)) were reported. Chest radiographs were done and scored using the Northern

score [18]. Body weight and body height were measured under standard conditions and body
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mass indexes (BMI) were calculated. Blood for routine biochemical analyses was sampled by
venepuncture under standard conditions. Routine biochemical analyses, i.e. serum C-reactive
protein (CRP), immunoglobulin G (IgG) and albumin were performed using standard
techniques.

Data were expressed as arithmetic or geometric means (for normally or log-normally
distributed data, respectively) and 95% confidence intervals (CI) for means. Comparisons
between groups were made using Fisher's exact test and two-sample t-test. The values were
log-transformed when the distribution of original variables was highly skewed (CRP, NO,~
and NO;"). Evaluation of correlations between variables was made using Spearman's rank
correlation coefficient (rs). A p-value <0.05 was considered statistically significant. Statistical

software Stata, release 9 (Stata-Corp LP, College Station, TX) was used for analysis.

Results

Forty-six patients with CF and 21 healthy subjects were enrolled in the study. No differences
were found in the demographic data between these two groups. Gram-negative bacteria, i.e.
Pseudomonas aeruginosa and Burkholderia cepacia complex, predominated in sputum
cultures in 40 patients (Table 1).

Clinical characteristics of CF patients and results of laboratory tests are presented for the
whole group and, separately, for females and males. No sex-related differences were found
except for lower serum albumin values in females (Table 2).

Concentrations of NO;~ were lower in CF patients than in healthy subjects, while the levels of
NO;™ did not differ between these groups. Sex did not influence the EBC NO metabolites
concentrations in CF patients (Table 3).

No significant correlation was found between EBC NO,™ concentration and any of clinical
parameters in CF patients. The NO;~ values were correlated with several clinical
characteristics. The NO;~ concentration correlated positively with FEV, value and serum
albumin concentration. Negative correlation was observed between NOs~ concentration and
Northern score and also with serum CRP concentration (Table 4). Significant correlations are

depicted in Figure 1.

Discussion
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CF is gerenerally considered to be a disease with decresed eNO. Recent publications report
eNO in CF similar [19,20] or lower [21,22,23] than in controls. Positive correlation
with FEV, value [3,5,24] or disease severity (Shwachman-Kulczycki score) [8] is also
reported.

Issues regarding eNO levels in CF seems to be different in children with early lung disease
than in adults with advanced bronchopulmonary involvement. The eNO value in children is
initially normal and decreases subsequently [19]. Moreover, children with CF have higher
alveolar NO concentration together with normal bronchial NO flux [20]. This is confirmable
with higher macrophages count in alveoli in CF foetuses before infection [25] and with
increased expression of inducible NO synthase (iNOS) in inflammatory cells [26]. Expression
of iNOS in airway epithelial cells is normal [9] or decreased [23].

On the other hand, alveolar NO concentration is normal and bronchial NO flux is decreased in
CF adults with advanced lung disease [4]. Expression of iNOS in both alveolar macrophages
and airway epithelial cells decraeses as inflammation progresses and is inversely related to
neutrophils count in bronchoalveolar lavage fluid [9].

Beside iNOS, levels of eNO are influenced by arginase activity. Arginase reduces availability
of arginine for NO synthase. Arginase activity is in CF higher and negatively correlated to
FEV,. Antibiotic therapy reduces arginase activity in CF [3]. Studies with oral L-arginine
supplementation in CF patients were conducted. However, they showed diverse results with
regard to eNO levels [27,28].

Further factor that takes part in lowered eNO in CF is retention of NO in respiratory
secretions. It was found, that eNO changes similarly to FEV; after dornase alpha treatment
[29]. In such condition, NO is subject of oxidative metabolism which is increased in CF
airways [30].

We should take into consideration bacterial metabolism of NO in CF airways as well. In
chronic P. aeruginosa infection, NO is reduced to ammonia [31].

Infuence of alimentary NO,  and NOs™ on eNO in CF is subjekt of conjecture. In healthy
persons, diet rich on NO;™ lead to increase of eNO [32]. Since 80% of alimentary NOs~
originates in vegetables [33], we can not exclude influence of food on low eNO in CF. The
reason is that high-calorie, high-fat diet in CF patients may contain low amount of vegetables.
However, CF patients have higher serum concentrations of NO,™ and NO;™ than controls [26].
Issues regarding NO,  and NOs~ concentrations in EBC are also complex. They include
production of NO,  and NO;3;~ by oxidative metabolism of NO in airways together with

secretion of alimentary NO;™ in saliva and their reduction to NO,™ by oropharyngeal bacteria
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[34]. Swallowed NO,™ may be further reduced in acid jouce in stomach to NO. NO;™ rich diet
leads to higher eNO in healthy people, in whom both alveolar NO concentration and bronchial
NO flux increase. Chlorhexidine mouthwash leads to decresase of alveolar NO concentration
at baseline and after dietary NO;  load [35]. In CF patients and in healthy controls,
chlorhexidine mouthwash leads to decrease of eNO and EBC concentration of NO,”. EBC
concentration of NO,  positively correlates with salivary NO,™ concentration. Furthermore,
decrease of NO, concentration in saliva after chlorhexidine mouthwash is coupled with
increase of NOj3;~ concentration. However, EBC concentration of NOs™ is not affected by
oropharygeal disinfiction [15]. In accordance with these findings, EBC concentration of NO,~
in CF patinets is not correlated to pulmonary function (FEV)), chest radiograph (Crispin-
Norman score) and clinical status (modified Shwachman-Kulczycki score) and also do not
predict pulmonary exacerbation [36]. In our study, we obtained similar results.

There is lack of data dealing with relation of EBC NO;~ concentration and clinical and
laboratory parameters in CF. In our study, we found significant correlation of EBC
concentration of NO;~ with pulmorary function, chest radiograph score and serum
concentrations of albumin and CRP. On the basis of these results, measurement of EBC
concentration of NO;~ seems to give in CF patients more valuable information than
examination of EBC NO,  concentration. However, bacterial metabolism of NO3;™ to NO,™ in
lower airways (similarly to oropharyngeal tract) could contribute to decrease of NO;~
concentration in EBC. It was shown that presence of the membrane-bound nitrate reductase is
critical for P. aeruginosa growth in CF respiratory secretions [37] and that sputum
concentration of NOs™ increases after antibiotic treatment of pulmonary exacerbation in CF
[7].

Correlations of EBC concentration of NO;~ and serum albumin and CRP may be considered
surprising. Serum albumin is one of nutritional markers and also important antioxidant.
Relation of nutritional status and NO synthase activity was studied in rats. In malnourished
rats, NO synthase activity was decreased [38]. Similarly, in malnourished CFTR -/- mice was
decreased amount of NO,™ in lung tissue [39]. Positive correlation of EBC concentration of
NO3™ with serum albumin concentration could reflect higher NO production in persons with
better nutritional status. However, we found no correlation of EBC NO3~ concentration with
BMI.

Serum CRP concentration in our CF population may be considered too high for stable phase
of disease. Nevertheless, our values correspond to data in CF adults in other studies [40,41].

Moreover, airway colonization with P. aeruginosa and/or B. cepacia complex was present in
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our study group in 87% subjects and measurements in such groups of CF adults by others give
similar data [42,43]. Information about relations of EBC concentration of both NO,™ and NO;~
with systemic inflammatory markers are sparse. For example, Ho and coworkers found
positive correlation of EBC NO,  concentration and circulating plasma leukocytes and
neutrophils [44]. In our study, negative correlation of EBC NO;~ concentration and serum
CRP concentration probably reflects systemic inflammatory response to severity of
bronchopulmonary involvement or above mentioned airway colonization with typical
gramnegatives [45,46].

EBC concentrations of NO,™ and NO;™ in healthy subjects observed in our study were in
excelent agreement with results of other investigators obtained using same collection device
and analytical method [47,48].

In summary, EBC NO;™ concentrations correlate with disease severity in CF patients and are

lower than in healthy subjects.
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Table 1. Demographic data in CF patients and in healthy controls

Parameter CF patients (n=46) | Helathy controls (n=21) | p-value
Age (years) 24.6 (19.5-32.9) 26.0 (15.0-38.0) 0.246*
Sex (M / F) 23/23 12/9 0.61°
Sputum microbiology

-no bacteria 1(2.1%)

-Staph. aureus 5 (10.9%)

-P. aeruginosa

-B. cepacia complex

12 (26.1%)
28 (60.9%)

Age is expressed as arithmetic mean and 95% CI; * two-sample t-test; | Fisher's exact test

Table 2. Clinical characteristics in CF patients

Parameter CF patients (n=46) | Sex-specific characteristics in CF patients | p-value*
Males (n=23) Females (n=23)
FEV, (% pred.) | 59.1 (53.2-65.0) 58.4 (50.8-66.0) 59.8 (50.3-69.4) 0.81
Northern score 8.0 (7.1-8.8) 8. (6.9-9.3) 7.9 (6.6-9.2) 0.80
BMI (kg/m2) 20.8 (20.1-21.6) 20.7 (19.7-21.8) 20.9 (19.8-22.0) 0.78
Albumin (g/1) 42.0 (41.4-42.9) 43.3 (42.1-44.5) 40.7 (39.5-41.9) 0.003
CRP (mg/1) 8.3 (5.9-11.7) 8.4 (5.0-13.9) 8.2 (5.0-13.6) 0.96
IgG (g/) 18.0 (16.6-19.5) 17.2 (15.0-19.4) 19.8 (16.9-20.9) 0.25

Values are expressed as arithmetic means (FEV;, Northern score, BMI, albumin and IgG) or

geometric means (CRP) and 95% CI; * two-sample t-test

Table 3. EBC concentrations of nitrites and nitrates in CF patients and in healthy controls

Parameter | Healthy controls | CF patients | p-value* Sex-specific characteristics in CF patients
(n=21) (n=46) Males (n=23) Females (n=23) p-value*

Nitrites 4.3 (3.7-4.9) 4.4 (3.5-5.5) 0.85 5.(3.9-5.8) 3.8(2.7-5.3) 0.16

(umol/1)

Nitrates 14.3 (10.7-19.3) | 5.8 (4.2-7.8) <0.001 6.2 (4.0-9.5) 5.3(3.3-8.6) 0.63

(umol/1)

Values are expressed as geometric means and 95% CI; * two-sample t-test
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Table 4. Spearman's correlations (rs) between clinical characteristics of CF patients and EBC

concentrations of nitrites and nitrates

Parameter Nitrites (umol/1) Nitrates (umol/1)
Is p-value Is p-value

FEV, (% pred.) 0.14 0.33 0.33 0.025
Northern score -0.09 0.57 -0.36 0.015
BMI (kg/m®) 0.05 0.74 0.27 0.068
Albumin (g/1) 0.12 0.42 0.35 0.016
CRP (mg/1) -0.09 0.53 -0.40 0.005
IgG (g/) -0.20 0.19 -0.21 0.089

Figure 1. Correlations between EBC NO;~ concentration and clinical parameters in CF

patients
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Significant correlations were found between exhaled breath condensate NOs™ concentration
and FEV, (1a), Northern score (1b) and serum albumin (1¢) and C-reactive protein (1d)

concentration
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Abstract

Objectives. To evaluate correlation of exhaled breath condensate (EBC) nitrite and nitrate
concentrations with disease severity in cystic fibrosis (CF) patients.

Background. Nitrites and nitrates are products of oxidative metabolism of nitric oxide.
Impaired metabolism of nitric oxide plays a role in pathogenesis of CF.

Methods. EBC was collected from 46 stable CF patients and from 21 healthy controls. EBC
concentrations of nitrites and nitrates were correlated with parameters of lung disease and
nutritional status and with systemic inflammatory markers.

Results. EBC nitrates concentrations in CF patients were lower than in healthy subjects (5.8
vs. 14.3 umol/l, p<0.001). They correlated positively with FEV; (p=0.025) and serum
albumin values (p=0.016) and negatively with chest radiograph Northern score (p=0.015) and
serum C-reactive protein values (p=0.005). EBC nitrites concentrations in CF patiens did not
differ from that in healthy subjects and were not correlated to any studied parameter.
Conclusions. EBC nitrates concentrations correlate with disease severity in CF patients and

are lower than in healthy subjects.

Key words

Cystic fibrosis — disease severity — exhaled breath condensate — nitrites — nitrates

Condensed abstract

Exhaled breath condensate (EBC) nitrates concentrations correlate with disease severity in
cystic fibrosis (CF) patients and are lower than in healthy subjects. EBC nitrites
concentrations did not differ from that in healthy subjects and were not correlated to disease

severity in CF.
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Abstract

The association between oxidative stress and neutrophilic inflammation in cystic fibrosis (CF)
lung disease is well recognized. 8-isoprostane is a product of non-enzymatic oxidation of
arachidonic acid. The aim of the present study was to examine the relationship between lung
function decline and 8-isoprostane concentrations in exhaled breath condensate (EBC) in CF
patients with Burkholderia cenocepacia airway colonization. Concentrations of 8-isoprostane
in EBC were measured in 24 stable CF patients with B. cenocepacia airway colonization. The
median (interquartile range) age of the cohort was 23.9 (22.0; 26.6) years. All patients
underwent clinical examinations and pulmonary function tests at the time of EBC collection
and in one-, three- and five-year intervals. 8-isoprostane concentrations in EBC correlated to
one- and three-year decline of forced expiratory volume in one second (FEV;) with rs values -
0.511 (p = 0.0011) and -0.495 (p = 0.016), respectively. In multiple regression analysis, 8-
isoprostane concentrations in EBC were the only independent predictor for one-year FEV
decline (p = 0.01). When median value of 8-isoprostane concentration in EBC (10.0 pg/mL)
was used as a cut-off, subgroups of patients with lower and higher level of oxidative stress
had significantly different median (interquartile range) FEV, decline in one-year interval, -2.4
(-5.3; 0.8) and -7.3 (-10.3; -5.8) % predicted (p = 0.009). In conclusion, 8-isoprostane
concentrations in EBC correlated to short-term lung function decline in CF patients with
B. cenocepacia airway colonization. This correlation reflects the role of oxidative stress in CF

lung pathogenesis and contributes to prediction of prognosis in these patients.

Keywords

Cystic fibrosis, Burkholderia cepacia complex, oxidative stress, lung function decline
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Introduction

Cystic fibrosis (CF) is an autosomal recessive genetic disorder that has, in particular, a severe
affect on the lungs. It is characterized by the abnormal transport of chloride and sodium
across the epithelium, leading to thick, viscous secretions (Yankaskas et al. 2004). Mutations
in the CF transmembrane conductance regulator gene dysregulate a variety of compounds of
the innate immune system in the airways, e.g. mucociliary clearance system, cationic
antimicrobial peptides, inflammatory cells and inflammatory signal transduction pathways
(Doring and Gulbins 2009). The airways of CF patients are infected with a narrow-spectrum
of bacterial pathogens, e.g. Staphylococcus aureus and Pseudomonas auruginosa. Chronic
bronchopulmonary infection is accompanied by neutrophilic inflammation with increased
oxidative stress and proteases-antiproteases imbalance which are a major causes of
bronchiectasis formation and progressive obstructive ventilatory disorder (Ratjen 2009;
Starosta et al. 2006). Lung disease accounts for nearly 85% of CF mortality (Flume et al.
2007).

Bacterial species included into the Burkholderia cepacia complex are other typical pathogens
affecting CF airways. The complex consists of at least 17 genetically closely related bacterial
species including B. cenocepacia and B. multivorans that dominate in CF (Drevinek and
Mahenthiralingam 2010). Epidemic strains of B. cepacia complex bacteria may rapidly spread
in the CF population, so infection surveillance programs are necessary to prevent outbreaks
(Dedeckova et al. 2012). Infection with B. cepacia complex may lead to a simple colonization
or to a chronic infection with more rapid clinical deterioration and also to cepacia syndrome,
usually fatal necrotizing pneumonia and septicemia (Isles et al. 1984). The factors influencing
the course of CF bronchopulmonary disease in B. cepacia complex infected people are not
completely understood and prognosis of those individuals is poorly predictable (Lynch 2009).
Oxidative stress is defined as the presence of reactive oxygen species (ROS) in excess of the
available antioxidant capacity. ROS can damage proteins, lipids and DNA altering an
organism's structure and function (Adly 2010). Oxidative stress in CF lungs may be evaluated
by different means. Examination of exhaled breath condensate (EBC) is a well established
noninvasive experimental tool for assessing markers of oxidative stress, e.g. hydrogene
peroxide and 8-isoprostane, in many respiratory disease including CF (Fila and Musil 2010).
The aim of the present study was to examine the relationship between lung function decline
and 8-isoprostane concentrations in EBC in CF patients with B. cenocepacia ST-32 airway

colonization.
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Material and methods
Patients

Patients with CF were consecutively recruited into the study at the Pulmonary Department of
Charles University, 2n Faculty of Medicine, and University Hospital Motol in Prague, Czech
Republic. The diagnosis of CF had been confirmed in all patients by repeated sweat test with
chloride concentration exceeding 60 mmol/L and by mutation analysis of the CFTR gene.
Respiratory disorder other than CF and a history of smoking were the main exclusion criteria.
None of the enrolled patients had anti-inflammatory therapy with corticosteroids,
azithromycin or ibuprofen. The examinations were performed during routine out-patient visits
in the stable phase of the disease (minimal interval from the last pulmonary exacerbation was
four weeks). Demographic parameters (gender and age), concurrent P. aeruginosa airway
colonization, pancreatic enzyme use and duration of B. cenocepacia ST-32 colonization of the
airways were received from pacient records. The presence of B. cenocepacia ST-32 epidemic
strain in respiratory secretions was confirmed in all patients by multilocus sequence typing
(Baldwin et al. 2005). Written informed consent was obtained from all subjects. The study
was approved by Ethical Committee of Charles University, 2™ Faculty of Medicine, Prague,
Czech Repubilic.

Exhaled breath condensate collection

EBC collection was carried out in ante meridian hours and was preceded by chest
physiotherapy with nebulized dornase alpha early in the morning. EBC collection was
performed according to ERS/ATS guidelines using ECoScreen device (Jaeger, Wuerzburg,
Germany) (Horvath et al. 2005). No measures to modify ambient conditions were used.
Patients were at rest and maintained tidal breathing during EBC collection. They used a nasal
clip and were instructed to swallow regularly to prevent salivary contamination. The
condenser maintained a temperature of -10 °C during the 15 min collection period. The
obtained EBC samples were frozen immediately and stored at -80 °C until the time of

examination.

Pulmonary function tests
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Lung function tests were performed using a Jaeger MasterLab device (Jaeger, Wuerzburg,
Germany) according to ERS/ATS guidelines (Miller et al. 2005). Baseline lung function tests
were completed shortly after collection of EBC.

8-isoprostane measurement

8-isoprostane concentrations in EBC were measured using a commercially available
competitive enzyme immunoassay (8-Isoprostane EIA Kit, Cayman Chemical, Ann Arbor,
MI, USA) as described previously (Montuschi et al. 2000). Calibration standards were
prepared in the range of 2-250 pg/mL 8-isoprostane. According to the manufacturer's data, the
intra-assay and inter-assay coefficients of variation are less than 20% at the concentration of 2

pg/mL.

Statistical analysis

Statistical analysis was performed using Statistica 8 Cz (StatSoft, Czech Republic) statistical
software. Data are presented as the median and interquartile range (IQR) because the
variables were not normally distributed (Lilliefors and Shapiro-Wilk's tests for normality were
used). Data were analysed using Spearman's correlation coefficient and general regression
model for univariate and multivariate analysis, respectively. Mann-Whitney test was used for
comparison between groups. Logarithmically transformed data were used where appropriate.

A p-value <0.05 was considered to be statistically significant.

Results

Study group

Twenty-four subjects were included in the study. Four deaths occured during the study and
one-, three- and five-year changes in FEV, were analyzed in 24, 23 and 20 subjects,
respectively. Baseline demografic data together with clinical and functional parameters of the
study subjects are summarized in Table 1. Changes of FEV, values in one-, three- and five-
year intervals are shown in Figure 1. Medians of one-, three- and five-year changes in FEV,
were -5.8, -11.2 and -13.1% predicted, respectively, giving annual rates of decline in FEV, -

5.8, -3,7 and -2.6% predicted, respectively.
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8-isoprostane concentrations in EBC

8-isoprostane was detected in EBC in all subjects with a median (IQR) concentration 10.0
(5.9-15.3) pg/mL. In univariate analyses, 8-isoprostane concentrations in EBC did not
correlate with baseline FEV, and body mass index values, age or duration of B. cenocepacia

colonization (p-values >0.18 for all, data not shown).

Correlations of 8-isoprostane concentrations in EBC with FEV, decline

There were significant correlations between 8-isoprostane concentrations in EBC and one- (s
=-0.511,p=0.011) and three-year (rs = -0.495, p = 0.016) changes in FEV, values (Figures 2
and 3). The five-year FEV; decline did not correlate significantly with 8-isoprostane

concentrations in EBC (rs =-0.374, p =0.1).

Multivariate analysis for determinants of FEV; decline

In the general regression model, FEV, decline was used as a dependent variable whereas
gender, age, duration of B. cenocepacia colonization, baseline FEV; values and 8-isoprostane
concentrations in EBC were used as independent variables (Table 2). The only independent
determinant of one-year change in FEV; was 8-isoprostane concentration in EBC. In analyses
with three- and five-year FEV; declines, no statistically significant results were found (data

not shown).

Predictive value of 8-isoprostane concentrations in EBC

The patients were stratified into two subgroups using the median concentration od 8-
isoprostane at study entry (10.0 pg/mL) as a cut-off value. In the subgroup with the 8-
isoprostane concentration below the median, one-year change in FEV, was significantly less
(median: -2.4 % predicted) when compared to that in the subgroup with the higher 8-
isoprostane concentration (median: -7.3 % predicted; p = 0.009; Mann-Whitney test) (Figure
4).

Discussion
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Progressive lung disease is a major determinant of CF mortality. Analysis of risk factors for
the rate of decline in FEV, in adults with CF was recently published (Konstan et al. 2012).
Among thirty risk factors, B. cepacia complex, pancreatic enzyme use, multidrug-resistant
and mucoid P. aeruginosa, daily cough and female sex predicted a greater decline in FEV,
whereas a low baseline FEV, and sinusitis were associated with a lower decline in a large
group of 18-24 years old adults with CF during the follow-up period of 3.0-5.5 years.
Prediction of survival in CF individuals is difficult because of variable disease course.
Nevertheless, it is very important for the timing of inclusion to the lung transplantation
waiting list, especially for patients with worse lung function. Seminal paper of Kerem et al.
written twenty years ago stated that patients with FEV; <30% predicted have a 50% chance of
dying within two years (Kerem et al. 1992). Subsequent studies used more complicated
models with other variables in addition to FEV;. Mayer-Hamblet et al. (2002) developed a
model of predictors of 2-year mortality. Surprisingly, this model provided no better diagnostic
accuracy than did a simple FEV -based criterion. Liou et al. (2001) developed and validated a
S-year survivorship model including age, FEV, value, gender, nutritional status, pancreatic
sufficiency, diabetes mellitus, Staph. aureus and B. cepacia complex infection, and the annual
number of pulmonary exacerbations. In this model, B. cepacia complex infection had the
largest effect for predicting the 5-year survivorship. Reduced pulmonary function and
shortened survival in CF individuals with B. cepacia complex infection we have also
demonstrated in a large group of Czech CF adults (Fila et al 2009).

In our study, a microbiologically homogenous group of CF adults was analyzed. The decline
in FEV was not related to gender, age, duration of B. cenocepacia infection or baseline FEV
value. Other factors, namely pancreatic enzyme use and concurrent P. aeruginosa infection,
were not included into the analysis because of their presence in the majority (22 out of 24)
and the minority (2 out of 24) of patients, respectively.

Oxidative stress markers were studied in CF patients in the samples from the respiratory tract
and also in plasma and urine. Both systemic and local levels of oxidative stress markers were
higher in CF patients compared to healthy controls (Brown et al. 1995; Colins et al. 1999;
Morrisey et al. 2002). Their correlations with CF lung disease severity were demonstrated.
Brown et al. (1996) revealed a negative correlation of plasma malondialdehyde with FEV;.
Lucidi et al. (2008) showed a positive correlation of more severe lung disease (FEV; and
Crispin-Norman chest X-ray score values) with 8-isoprostane concentrations in EBC. Sputum

8-isoprostane concentrations were also correlated to FEV, (Reid et al. 2007). Finally, Starosta
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et al. (2006) found a negative correlation between the concentration of protein carbonyls in
bronchoalveolar lavage fluid with FEV,. In contrast, hydrogene peroxide concentrations in
EBC of CF patients and healthy controls were comparable and no correlation of this oxidative
stress marker with pulmonary function was observed (Worlitzsch et al. 1998; Ho et al. 1999).
In the present study, we failed to detect a correlation between baseline EBC 8-isoprostane and
FEV,. Similarly, no correlation of baseline EBC 8-isoprostane with any other clinical and
functional parameter could be demonstrated.

Studies examining whether or not the decline in FEV; of CF patients is related to the levels of
oxidative stress markers are sparse. Exhaled carbon monoxide, i.e. another marker of
oxidative stress, was higher in CF individuals than in healthy controls and correlated with
one-year FEV, deterioration (Antuni et al. 2000). The present study is the first one showing
the value of 8-isoprostane concentrations in EBC for prediction of the FEV; decline in CF
patients. Notably, a positive correlation of this marker with exhaled carbon monoxide was
observed in CF by others (Montuschi et al. 2000). Neutrophilic inflammation is a major
source of oxidative stress in CF airways. The recent paper of Sagel et al. (2012) demonstrated
the predictive value of sputum inflammatory biomarkers, particularly neutrophilic elastase,
for subsequent lung function decline in CF.

The CF patients recruited for this study were infected with B. cenocepacia epidemic strain
ST-32. This strain is frequent in Czech CF adults and was found also in other European and
North American CF centres (Drevinek and Mahenthiralingam 2010). Beside the relationship
between neutrophilic inflammation, oxidative stress and deterioration of lung function,
Drevinek et al. (2010) have demonstrated that oxidative stress can lead to genomic
rearrangements in the mentioned CF pathogen due to insertion sequence movement. This
process may participate in the wide variation of clinical outcomes associated with microbial
infection in CF. Thus, in addition to the prevention and the antibiotic treatment of chronic
airway infection and to anti-inflammatory therapy to alleviate sources of oxidative stress,
proper antioxidant therapy is vital for CF patients. Supplementation of vitamins is a routine
measure in CF treatment. Other antioxidant therapies, e.g. glutathione treatment, are currently
under evaluation in clinical studies (Galli et al. 2012).

One possible limitation of the present study is that the pulmonary exacerbation rate was not
included in multivariate analysis for determinants of FEV; decline. This variable was
examined as a predictor of mortality or lung function decline in some (e.g. Mayer-Hamblet et
al. 2002 and Liou et al. 2001) but not all studies (e.g. Kerem et al. 1992). In a recent paper of

Konstan et al. (2012), pulmonary exacerbation rate was not included among thirty analyzed
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risk factors. Notably, Waters et al. (2012) recently demonstrated the effect of pulmonary

exacerbation rate on the long-term decline in lung function of CF patients.

Conclusion

In conclusion, EBC 8-isoprostane concentrations correlate with changes of FEV, values in
B. cenocepacia colonized CF adults during one- and three-year follow-up. These findings
suggest that EBC 8-isoprostane concentrations may be used as a predictor of short-term lung

function decline.
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Figure 1. Changes of FEV, values in one-, three- and five-year intervals
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Figure 2. Correlation between 8-isoprostane concentrations in EBC and one-year

change in FEV,
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Figure 3. Correlation between 8-isoprostane concentrations in EBC and three-year
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Figure 4. One-year FEV; decline in two subgroups of patients with the exhaled breath
condensate concentration of 8-isoprostane at study entry lower and higher than the

median value (10 pg/mL)
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Data are expressed as medians (middle points), IQRs (boxes) and ranges (whiskers).

Table 1. Baseline demografic characteristics, clinical and functional parameters of the

study participants

Variables Values*
Study participants 24
Females/Males 12/12
Pancreatic enzyme use (yes/no) 22/2
Concurrent P. aeruginosa colonization (yes/no) 2/22

Age (years) 23.9 (22.0; 26.6)
Duration of B. cenocepacia colonization (years) | 8.3 (6.3; 10.7)
Body mass index (kg/m’) 21.2 (18.8; 22.7)
FEV, (% predicted) 58.6 (45.5; 71.8)

* Values are given as number or median (IQR).
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Table 2. Multivariate analysis for determinants of one-year FEV, decline

Variable B* | 95% CI for B B’ p-value
Gender -1.555| -4.304;1.194 | -0.318 | 0.25
Age 0.039 | -0.777; 0.856 | 0.029 0.92
Duration of BC colonization | -0.076 | -1.011; 0.859 | -0.037 0.87
FEV, -0.055 | -0.185;0.074 | -0.201 | 0.38
EBC 8-isoprostane -0.433 | -0.746; -0.119 | -0.586 | 0.01

*Unstandardised coefficient; 'standardised coefficient; CI: confidence interval; BC:

B. cenocepacia
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