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1. Souhrn v ¢eském jazyce

Uvod: Priiduskové astma je chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest s bronchialni
hyperraktivitou, na jehoZ patogenezi se podili mnoho bunéc¢nych populaci a jejich plisobkii.
V patogenezi astmatu hraje dtilezitou roli oxidativni stres, ktery je diisledkem ptsobenim
volnych reaktivnich radikalt kysliku (ROS) a dusiku (NOS) vzniklych pti zanétu dychacich
cest a expozici environmentalnim Skodlivindm (0zdn, kour cigaret). Produkty oxidativniho
stresu vedou kposkozeni bunécnych struktur na udrovni biomembran, proteini a
nukleovych kyselin. TiZe astmatu dle literarnich zdroj koreluje s intenzitou oxidativniho
stresu.

Cil prace: Cilem prace bylo prokazat rozdily v koncentracich ukazatelii oxidativniho stresu v
kondenzatu vydechovaného vzduchu (KVV) mezi pacienty s tézkym refrakternim astmatem
(TRA) a zdravou kontrolni skupinou. Dale jsme sledovali vztah eozinofilie periferni krve
(EC), koncentrace vydechovaného oxidu dusnatého (FeNO) k intenzité oxidativniho stresu.

Metodika: U 40 pacienti s TRA byl proveden odbér KVV (Jaeger EcoScreen), ktery byl
nasledné zpracovan metodou kapalinové/plynové chromatografie a hmotnostni
spektrometrie. Sledovali jsme koncentrace markerlt oxidativniho stresu na udrovni
poskozeni lipidii: malondialdehyd (MDA), 4-hydroxy-trans-nonenal (HNE), 4-hydroxy-trans-
hexenal (HHE), cysteinylovych leukotrienti 8-isoprostanu, dale markerti poSkozeni
proteint: nitro-tyrosin, orto-tyrosin, chloro-tyrosin a markerii poskozeni nukleovych
kyselin: ~ 5-hydroxymethyl wuracil, 8-hydroxyguanosin a 8-hydroxy-2’deoxyguanosin.
Vysledky byly porovnavany v kontextu smarkery eozinofilniho zanétu (koncentrace
vydechovaného oxidu dusnatého, eozinofilie periferni krve) a dalSimi klinickymi ukazateli.
Za priikaz eozinofilniho zanétu bylo povazovan EC>4% a FeNO=30 ppb. Kontrolni skupinu
(KS) tvorilo 19 zdravych dobrovolnikii.

Vysledky: Prokazali jsme statisticky vyrazné vyssi hodnoty vSech sledovanych markert
oxidativniho stresu u TRA oproti KS (vSe p<0.001). U pacientli bez perzistujici EC byla
zjiSténa vyssi koncentrace HNE oproti pacientlim s EC<4% (48.5 vs 41.1 ng/ml, p=0.034) a
vyssi koncentrace HHE oproti pacientim s EC<4% (52.6 vs. 48.9 ng/ml, p=0.006). ROC
analyza HNE prokdazala pii hodnoté 31,97 ng/ml 94,7% senzitivitu a 95% specificitu pro
rozpoznani tézkého refrakterniho astmatu (AUC 0.9895, p<0.0001). V ostatnich sledovanych
parametrech oxida¢niho stresu nebyly zaznamenany statisticky vyznamné zmény ve vztahu
k EC. Koncentrace markeri v KVV nemély vztah k hodnoté FeNO ani k uzivani systémové
kortikoterapie, véku a BMI.

Zavér: Zjistili jsme vyznamné vyssi koncentrace markert oxidativniho stresu u TRA oproti
zdravym v KS. U non-eozinofilnich TRA byla zjisténa vyssi koncentrace HNE a HHE v KVV
neZz u eozinofilnich TRA. HNE a HHE jsou markery lipoperoxidace w-6 resp. w-3
nenasycenych mastnych kyselin buné¢nych membran a mohou hrat roli v patogenezi non-
eozinofilntho TRA. Ostatni mérené parametry oxidacniho stresu v KVV nemély specificky
vztah k Zadné z metod zjiSténi typu zanétu (FeNO, EC%).



2. Summary in English

Monitoring of airway inflammation in patients with various types of bronchial
obstruction. Monitoring of oxidative stress biomarkers in exhaled breath condensate
of patients with severe refractory asthma.

Background: Asthma is chronic inflammatory disease associated with bronchial
hyperreactivity. Various cells plays and cellular products are involved in asthma
pathogenesis. Oxidative stress plays also a significant role in mechanisms of asthma via
action of reactive oxygen (ROS) and nitrogen (NOS) species. These free radicals develop
from inflammatory airway reaction and from exogenous exposure of air-pollution (ozone,
cigarette smoke). ROS and NOS and its products cause damage of bio-membranes, proteins
and nucleic acid. Several studies showed correlation of asthma severity to intensity of
oxidative stress.

Aim of the study: The main goal of the study was to describe differences in concentrations
of various markers of oxidative stress in exhaled breath condensate of severe refractory
asthma (SRA) patients and healthy controls (HC). Secondary aim was to show correlation of
oxidative stress intensity to severity of eosinophilic inflammation described by peripheral
blood eosinophilia or exhaled nitric oxide concentration.

Methodology: We harvested exhaled breath condensate in 40 SRA patients and 19 HC
according to recommended technique (Jaeger EcoScreen). Samples were studied by
liquid/gas chromatography and mass spectrometry. We studied markers of oxidative
damage of lipids: malondialdehyd (MDA), 4-hydroxy-trans-nonenal (HNE), 4-hydroxy-trans-
hexenal (HHE), cysteinyl leukotriens, 8-isoprostane and markers of protein damage: nitro-
tyrosine, orto-tyrosine, chloro-tyrosine and markers of nucleic acid damage: 5-
hydroxymethyl uracil, 8-hydroxyguanosin a 8-hydroxy-2’deoxyguanosin. All results were
correlated to currently used methods eosinophilic inflammation assessement (eosinophils
in peripheral differential blood count (EC), exhaled nitric oxide (FeNO). Eosinophilic
inflammation was considered as EC>4% and FeNO=30 ppb.

Results: We have shown statistically significantly higher concentrations of all tested
oxidative stress markers in SRA vs. HC (all p<0.001). Higher concentration of HNE was
found in non-eosinophilic SRA (EC<4%) versus eosinophilic SRA (48.5 vs 41.1 ng/ml,
p=0.034) and similar results of HHE versus eosinophilic SRA (52.6 vs. 48.9 ng/ml, p=0.006).
ROC analysis of HNE showed limit of 31,97 ng/ml as 94,7% sensitivity a 95% specificity for
differentiation of SRA vs HC (AUC 0.9895, p<0.0001). Other tested markers of oxidative
stress were correlated neither to EC, nor to FeNO and systemic steroid therapy, age, body-
mass-index.

Conclusion: We have proved significantly higher concentrations of oxidative stress markers
in SRA than in HC. Non-eosinophilic SRA was associated with higher concentration of HHE
and HNE, which could indicate increased lipoperoxidation of w-6 resp. w-3 unsaturated fatty
acids. Increased lipoperoxidation could play a role in pathogenesis of noneosinophilic
asthma phenotype. Other tested markers of oxidative stress were correlated neither to EC,
nor to FeNO.



3. Seznam zKkratek

AEC - absolutni pocet eozinofili NO - oxid dusnaty
periferni krve OLA - obtizné 1écitelné astma
AKT - astma kontrol test skore PUFA - nenasycené mastné kyselin
BAL - bronchoalveolarnilavaz SKS - peroralni systémova
CysLT - cysteinylové leukotrieny kortikoterapie
DNA - deoxyribonukleova kyselina PUFA - nenasycené mastné Kyseliny
EA - eozinofilni fenotyp astmatu ROS - reaktivni Kyslikové radikaly
EC% - % eozinofill v diferencial. RNS - reaktivni dusikaté radikaly
rozpoctu periferni krve RV - rezidudlni objem plic
FeNO - koncentrace NO ve vydech. Cé6 - hexanal
vzduchu rychlosti 50ml/sec Cc7 - heptenal
FEV1 - usilovnajednovterinova C8 - octanal
vydechova rychlost C9 - noneal
GINA - Global Initiative for Asthma Cc10 - dekanal
HNE - 4-hydroxy-trans-nonenal C11 - undekanal
HHE - 4-hyroxy-trans-hexanal C12 - dodekanal
IKS - inhala¢ni kortikosteroidy 8-iso - 8-isoprotaglandinF2«
IgE - imunoglobulin E (8-isoprostan)
KS - kortikosteroidy 5-HOMeU - 5-hydroxymethyl-uracyl
KVV - kondenzat vydechovaného 8-OHdG - 8-hydroxy-2’'deoxy-guanosin
vzduchu 8-OHG - 8-hydroxyguanosin
MDA - malondialdehyd o-Tyr - o-tyrosin
MPO - myeloperoxidaza NO-Tyr - 3-nitro-tyrosine
NAC - N-acetyl-cystein Cl-Tyr - 3-chlor-tyrosin
NEA - non-eosinofilni fenotyp

4. Uvod do problematiky

Priduskové astma je chronické zanétlivé onemocnéni broncht, jehoZz incidence
v rozvinutych zemich nartsta. Celosvétové v soucasnosti trpi astmatem asi 300 milion lidi,
vroce 2025 to viak pravdépodobné bude jiz 400 miliont nemocnych. V Ceské republice je
prevalence astmatu odhadovana na 8%, ztéchto nemocnych trpi asi 9% tézkym
propracovana strategie péCe o astma v rozvinutych zemich snizila mortalitu a morbiditu
spojenou s astmatem. Tato prace se vénuje skupiné nemocnych trpicich tézkym
refrakternim astmatem (TRA) se specifickym priibéhem nemoci a odpovédi na 1é¢by [1].

Astma je definovano jako chronické zanétlivé onemocnéni dychacich cest, na némz se
ucastni mnoho bunécénych populaci a bunécnych produkti. Chronicky zanét je spojen
s opakovanymi stavy dusSnosti, kasle a piskani pri dychani, které se objevuji zejména v noci
nebo rano. Tyto stavy jsou obvykle provazeny rozsahlou, ale proménlivou bronchialni
obstrukci, ktera je casto reverzibilni spontanné nebo po lécbé. Vznik a vyvoj astmatu jsou
vysledkem interakce individudlnich primarné genetickych faktort s fadou faktort prostiedi,
které moduluji expresi a rozvoj klinického fenotypu tohoto nemocnéni. DosaZeni kontroly
nemoci je univerzalnim lé¢ebnym cilem u pacientli s chronickym onemocnénim, které nelze
vylélit. Vybor organizace Global Initiative for Asthma (GINA), ktery je mezinarodni
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autoritou vydavajici globalni doporuceni lécby astmatu, vroce 2006 zavedl koncepci
sledovani urovné kontroly nemoci jako zakladni princip 1é¢by astmatiki [2].

PrestoZe jsou v1écbé astmatu k dispozici moderni inhala¢ni kortikosteroidy a
dlouhodobé plisobici bronchodilatancia i biologickd lé¢ba (omalizumab - anti-IgE
protilatka), neni plnd kontrola astmatu dosazitelnd u vSech astmatiki. Priblizné u 5%
nemocnych probihd astma pod obrazem nemoci refrakterni k protizanétlivé a
bronchodilatacni 1é¢bé. Pro tuto skupinu nemocnych vytvorila Svétova zdravotnicka
organizace (WHO) novou terminologii, kterou prevzal i doporuCeny postup diagnostiky a
1é¢by tézkych forem astmatu Ceské pneumologické a ftizeologické spole¢nosti (CPFS) a
Ceské spolec¢nosti klinické imunologie a alergologie [3, 4]. Podle téchto dokumenti existuji
dvé formy tézkého astmatu nereagujiciho na lécbu:

ObtiZzné lécitelné astma (OLA) je nové definovano jako stav, kdy nelze dosahnout
kontroly nemoci z diivodu pritomnosti komplikujicich onemocnéni a komorbidit (Spatna
compliance pacienta, dyskineza hlasovych vazii, deprese, trvajici expozice spoustéclim
astmatu, nelécitelné nebo nelécené komorbidity).

Tézké refrakterni astma (TRA) je charakterizovano jako nemoZnost dosazeni a
udrzeni kontroly nad astmatem pri dodrZovani rezimovych opatieni a fadné, minimalné
Sest mésict trvajici komplexni 16Cbé, jejiZ soucasti je celé spektrum antiastmatické terapie

Tabulka 1

Diagnosticka Kritéria pro té7ké refrakterni astma dle CPFS/CSAKI 2011
HLAVNI KRITERIA TEZKEHO REFRAKTERNIHO ASTMATU

e Spravné stanovena diagnéza bronchidlniho astmatu dle kriterii GINA

e Jsou vylouceny nebo lé¢eny onemocnéni komplikujici pribéh astmatu
(refluxni nemoc jicnu, rinosinusitida, psychosocialni faktory, ...)

e Astma pod nedostatecnou kontrolou (viz. vedlejsi kritéria) i pres spravné uzivanou
1é¢bu vysokymi dennimi davkami inhalacnich kortikosteroidli (beklometason >1250
ug, budesonid>1200 ug, flutikason1000ug) a aditivni 1écbu (teofylliny,
antileukotrieny, dlouhodobé-piisobicimi beta-2-mimetiky (LABA))

VEDLE]JSI KRITERIA TEZKEHO REFRAKTERNIHO ASTMATU*

e Kazdodenni nebo témér kazdodenni uzivani zachranné 1écby inhala¢nimi beta2-
agonisty s rychlym nastupem ucinku (RABA)

e Trvajici obstrukce dychacich cest (FEV1 <80% normy a/nebo diurnalni variabilita
PEF > 20%)

e Jedno nebo vice akutnich oSettreni lékarem pro zhorseni astmatu za rok

e Vice nez 2 narazy** systémovymi kortikosteroidy pro exacerbaci astmatu za rok

e Rychlé zhorseni stavu po snizeni davky systémovych ¢i inhalac¢nich kortikosteroidi o
25% denni davky

e Epizoda témér fatalniho astmatu v anamnéze v poslednich 5-ti letech

e Trvald nebo témér trvala lécba systémovymi kortikosteroidy pro astma
*Pro splnéni definice tézkého refrakterniho astmatu musi platit vS§echna tfi hlavni kriteria a soucasné
alespon dvé vedlejsi kritéria, ** Naraz = kiira tj. podavani systémovych Kortikosteroidii = 3 dny
vCetné vysokych davek inhala¢nich kortikosteroidii a je splnéna podminka, Ze pacient je

sledovan specialistou (tabulka 1). Pro splnéni definice TRA je vyZadovan jednoznacny

prikaz spravné diagnoézy astmatu, vysetieni a lé¢eni komplikujicich faktori a komorbidit

astmatu (refluxni nemoc jicnu, rhinosinusitida, syndrom dyskinezy hlasovych vazi,

psychosocialni komorbidity) a dobrou spolupraci pacienta pri 1é¢bé. Nemocni s podezienim
7



na TRA by méli byt vySetreni ve specializovaném centru pro lécbu tézkého astmatu [3].
V pripadé potvrzeni této diagnozy je obecnou snahou lékare dosazeni tzv. kompromisni
kontroly nad astmatem, kterou definuje i doporuceni GINA [2]. Jde o takovy stupen kontroly,
ktery co nejméné narusSuje denni aktivity nemocného a vede k co nejmensimu vyskytu
priznakd.

Hlavnim cilem je minimalizovat pocCet exacerbaci, redukovat 1é¢cebnou polypragmazii,
minimalizovat nutnost lékarskych intervenci, pripadné nezadouci ucinky léc¢by a najit
nejnizsi uroven narocnosti lécby, ktera jesté prinasi pacientovi prospéch [1]. Soucasné je
dilezité detailné poznat fenotyp astmatu a nabidnout nemocnému fenotypové specifickou
lé¢bu (napft. omalizumab, mepolizumab, makrolidy) [5-7]. Zasadni je posouzeni pritomnosti
eozinofilntho fenotypu (perzistujici eozinofilie v dychacich cestach) ¢i non-eozinofilniho
fenotypu astmatu.

U nemocnych s OLA je nutna spoluprace se specialisty jinych odbornosti (ORL,
gastroenterolog, psychiatr, psycholog, foniatr) a opakované sledovani compliance a trpéliva
edukace pacienta. I pro OLA plati doporuceni dosazeni kompromisni kontroly nad
astmatem, je nutné se vyvarovat zbyte¢né polypragmazii [3].

Charakteristickym klinickym rysem astmatu je chronicky zanét dychacich cest s
bronchialni hyperreaktivitou a reverzibilni bronchialni obstrukci. Zanét bronchu u astmatu
vede k epitelialni deskvamaci, nadprodukci hlenu a remodelaci dychacich cest. V patogenezi
astmatu hraje duilezitou roli oxidativni stres. Oxidativni stres mize byt vyvoldn exogenné
expozici environmentdlnim zdrojlim reaktivnich kyslikovych (ROS) a dusikovych (NOS)
radikalt [8]. Endogennim zdrojem oxidativniho stresu u astmatu jsou ROS a NOS vznikajici v
pribéhu zanétu dychacich cest.

Oxidativni stres mlZe byt vyvolan exogenné expozici environmentdlnim zdrojim
reaktivnich Kkyslikovych (ROS) a dusikovych (NOS) radikdli [8]. Endogennim zdrojem
oxidativniho stresu u astmatu jsou ROS a NOS vznikajici v priibéhu zanétu dychacich cest.
V plicni tkani je vlhky slizni¢ni epitelidlni povrch pfimo masivné exponovan vdechovanému
kysliku a inhalovanym dalS$im latkdm v okolnim vzduchu, které se rozpoustéji v sekretu na
povrchu respira¢niho epitelu. Proto je plicni tkan vice nachylna k environmentalnimu
oxidativnimu poskozeni. Caste¢nym zdrojem oxidativniho stresu miZe byt produkce
volnych kyslikovych radikalG pfi respiracnim fetézci builky v mitochondriich nebo pri
bunécné obrané proti vdechovanym mikroorganismiim. Neutrofily a eosinofily migruji do
sliznice bronchu a na oxidativnim stresu u astmatu se podili také svymi enzymy
myeloperoxidazou a eozinofilni peroxiddzou tvorbou halogenidi.

Mnohem vyznamnéjSim zdrojem je expozice vdechovanym Skodlivinam z vnéjSiho
prostiedi (zplodiny spalin zdieslovych motorti, 0zén, cigaretovy kour) [9]. Excesivni
produkce ROS  koreluje se stupném  bronchialni  hyperreaktivity = mérené
bronchoprovoka¢nim testem s metacholinem [10]. Exogenni environmentalni zdroje
oxidativniho stresu tedy mohou nejenom zhorSovat probihajici zanét dychacich cest a
bronchidlni hyperreaktivitu a zplisobovat exacerbace astmatu, ale také se aktivné podili na
vzniku senzibilizace k alergenu. TiZe astmatu také koreluje s intenzitou oxidativniho stresu,
napriklad koncentrace malondialdehydu, markeru lipoperoxidace bunécnych membran,
byla vyssi u pacienti stézS$im astmatem [11, 12]. Produkty oxidativniho stresu vedou
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k poskozeni buriky na trovni biomembrany, nukleovych kyselin a proteinti. Vazba volnych
radikalli méni vlastnosti a chovani téchto struktur a jejich biologicka role v organismu je
poskozena [10].

V klinické praxi dosud nejsou pouzivany standardizované metody sledovani intenzity
oxidativniho stresu u astmatu. Intenzitu eozinofilniho zanétu u astmatu Ize mérit pomoci
sledovani koncentrace vydechovaného oxidu dusnatého (NO), ktery ma oxidacni vlastnosti
piimo nebo cestou svych dalSich sloucenin (peroxynitrit). Koncentrace riznych markert
oxidativniho a nitra¢niho stresu lze sledovat v kondenzatu vydechovaného vzduchu (KVV).
Jde o neinvazivni metodu, pri které je vydechovany vzduch ochlazovan a kondenzuje na
sténé sbérné nadoby. Naslednd analyzy pomoci kapalinové/plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii dokaze stanovit piko- aZ nano-molarni koncentrace latek, které
jsou obsaZeny ve smési vydechovaného vzduchu a odrazi tak informaci o slozZeni tekutiny na
povrchu epitelu dychacich cest (ELF - epithelial lining fluid).

Metoda odbéru KVV proto dosud zfistdvd vyzkumnou metodou. Sir§imu vyuZiti

technologie KVV v klinické praxi brani zatim technicka narocnost laboratorniho zpracovani
a chybéjici vysledky normalnich hodnot a patologickych hodnot pro jednotlivé mérené
parametry resp. pro potvrzeni pritomnosti respiracni patologie. Pres tyto problémy stale
narlsta pocet praci prinasejicich diikazy o potencidlnim budoucim ptinosu této metody v
hodnoceni aktivity zanétu a oxidativniho stresu nejen u respira¢nich onemocnéni [13, 14].
V KVV Ize stanovit koncentrace markerii lipoperoxidace buné¢nych membran, jako jsou 8-
isoprostan-PGFa2(8-iso), ktery byl nalezen ve zvySenych koncentracich u astmatu, CHOPN,
cystické fibrézy. ZvySené koncentrace cysteinylovych leukotrienti v KVV byly nalezeny u u
déti pri exacerbaci astmatu [15, 16]. Oxidacni posSkozeni lipidi lze sledovat v KVV
stanovenim koncentraci malondialdehydu (MDA), 4-hydroxy-trans-nonealu (HNE), 4-
hydroxy-trans-hexenalu (HHE) [11]. HNE a HHE odpovidaji poSkozeni w-6, resp. w-3
nenasycenych mastnych kyselin fosfolipidovych membran a vorganismu dal reaguji
sriznymi proteiny a poskozuji jejich fyziologickou funkci v organizmu [17]. PoSkozeni
proteinti Ize v KVV detekovat stanovenim koncentraci nitrace tyrosinovych zbytki bilkovin,
napf. nitro-tyrosin (NO-Tyr), ktery byl prokazan u astmatu ve zvySeném mnozstvi, bromo-
tyrosin je specificky pro eozinofilni zanét [18]. Oxidac¢ni poskozeni nukleovych kyselin lze
stanovit v KVV stanovenim koncentraci 5-hydroxymethyl-uracyl (5-HOMeU), 8-hydroxy-
guanosin (8-OHG), 8-hydroxy-2-deoxyguanosin (8-OHdG).

MozZnost detekce konkrétniho specifického poskozeni oxidativnim a nitracnim
stresem u astmatu v KVV miiZe byt specifické pro konkrétni zanétlivy fenotyp astmatu a
miiZe vést ke konkrétni fenotypové specifické 1écbé.

5. Cile prace

Tato prace sledovala nékolik cili u kohorty pacienti stézkym refrakternim
astmatem. Sledovali jsme specifické klinické, funk¢ni a zanétlivé charakteristiky pacientt
stézkym refrakternim astmatem. Pomoci analyzy KVV jsme u tézkého refrakterniho
astmatu hledali oproti zdravym dobrovolnikiim rozdily v koncentracich vybranych markert
oxidativniho a nitra¢niho poskozeni lipidli (malondialdehyd, 4-hydroxy-trans-nonenal, 4-

hydroxy-trans-hexenal, nasycené aldehydy, 8-isoprostan, cysteinylové leukotrieny LTB4,
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LTC4, LTD4, LTE4), bilkovin (orto-tyrosin, 3-nitro-tyrosin, chloro-tyrosin) a nukleovych
kyselin (5-hydroxy-methyl-uracyl, 8-hydroxy-guanosin, 8-hydroxy-2’-deoxy-guanosin).
Vysledky byly porovnavany s bézné klinicky uZivanymi metodami monitorace zanétu a
bronchialni obstrukce u tézkého refrakterniho astmatu. Predpokladali jsme moZnost
nalezeni novych markert specifického poskozeni oxidativnim stresem pro rtizné fenotypy
tézkého refrakterniho astmatu. Nasim cilem bylo zjistit, zda existuji rozdily v koncentracich
ukazateli oxidativniho stresu v kondenzatu vydechovaného vzduchu mezi pacienty
stézkym refrakternim astmatem a zdravou kontrolni skupinou. Dale jsme sledovali
koncentrace ukazatel oxidativniho stresu u pacientl s tézkym refrakternim astmatem ve
vztahu k eozinofilii periferni krve a poté ve vztahu ke koncentraci vydechovaného oxidu
dusnatého. Zajimal nas také vliv uzivani trvalé systémové kortikoterapie a vliv dalSich
vybranych klinickych faktori na koncentrace ukazatelii oxidativniho stresu v kondenzatu
vydechovaného vzduchu u pacientd s téZkym refrakternim astmatem.

6. Soubor pacienti a metodika

Sledovali jsme 40 pacienti stézkym refrakternim astmatem lécenych ve
specializované poradné na Plicni klinice Fakultni nemocnice Hradec Kralové. VSichni
pacienti zahrnuti v této praci splnili diagnosticka kritéria CPFS pro té7ké refrakterni astma
[3]. Kontrolni skupina byla sloZzena z 19 zdravych dobrovolnikd, nekuiaki, bez anamnézy
alergie ¢i astmatu. Pred vstupem do sledovani podepsali vSichni Ucastnici informovany
souhlas. Prace byla schvalena Etickou komisi Fakultni nemocnice Hradec Kralové a Lékarské
fakulty v Hradci Kralové, Univerzity Karlovy v Praze.

Ve skupiné astmatikli byla zahrnuta data z klinického sledovani v poradné pro tézké
astma od roku 2006. V priibéhu tohoto obdobi pacienti podstoupili standardni vySetrovaci
program dle platného doporuceného postupu. U vSech nemocnych byla ovérena diagnoza
astmatu (analyza dokumentace, alergologické vysSetieni, bronchomotorické testy, vysetieni
koncentrace oxidu dusnatého ve vydechovaném vzduchu, vylouceni jinych stavl imitujicich
astma, HRCT plic).

TiZe bronchidlni obstrukce, jeji reverzibilita a dynamika zmén v ¢ase byla mérena
spirometricky (FEV1 - usilovny jednovterinovy vydech), pritomnost a intenzita
eozinofilntho zanétu byla sledovana priibéZnym mérenim koncentrace vydechovaného
oxidu dusnatého (FeNO). U c¢asti nemocnych byla provedena bronchoskopie s provedenim
bronchoalveolarni lavaZe (BAL) a biopsii karin segmentarnich bronchlii k posouzeni
remodelace bronchialni stény (Sife bazalni membrany). BAL byl zpracovan cytologicky a
imunofenotypizacné s cilem vyloucit eosinofilni plicni syndrom ¢i jinou patologii
parenchymu plic nez je astma. Priibézné bylo provadéno vysSetfovani nejcastéjSich
komorbidit astmatu, které jsou popisovany v literature a doporucenych postupech [3, 4, 19].
Refluxni nemoc jicnu byla vySetfovana 24-hodinovym monitorovanim pH metrie jicnu, u
casti nemocnych byla diagn6za stanovena jiz pred prevzetim do poradny pro téZzké astma a
nemocni uzivali antisekretorickou lé¢bu inhibitory protonové pumpy. U vSech pacientii bylo
provedeno vySetieni otorinolaryngologem s rinoendoskopii k vylou€eni nosni polypozy a
prokazani rinosinusitidy jako komplikujiciho faktoru.
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Sledovali jsme fadu dalSich klinickych parametri, které charakterizuji fenotyp a tizi
astmatu: pocet exacerbaci astmatu v poslednich 12 mésicich pred vySetfenim ve studii,
spotfebu ulevové bronchodilata¢ni 1écby v poslednim meésici, davku a celkovou délku
systémové kortikoterapie, davku inhalac¢ni kortikoterapie, pritomnost prokazané alergie na
roztocCe a plisné€, pritomnost ekzému, aspirinové senzitivity, hodnotu celkového IgE, kvalitu
Zivota v poslednich 6 letech dotaznikem ,Test kontroly astmatu“ (AKT) [20]. U nemocnych,
kde byla provedena bronchoskopicka biopsie bronchialni stény, jsme sledovali priimérnou a
maximalni Sitku bazalni membrany respiracniho epitelu a prevladajici bunécnou populaci v
submukdze bronchu.

Po podpisu informovaného souhlasu pacienti vden vySetfeni pouZili svoje ranni
inhala¢ni 1éky vcetné inhalaCnich Kkortikosteroidi a dlouhodobé plisobicich
bronchodilatancii. Poté bylo proveden odbér periferni Zilni krve na vySetifeni krevniho
obrazu a diferencidlniho rozpoctu leukocytli, nasledné byl proveden sbér kondenzatu
vydechovaného vzduchu na kondenzatoru Jaeger EcoScreen (Erich Jaeger GmbH,
Hoechberg, Némecko) podle literarné doporucené metodiky [18, 21]. Kondenzator
EcoScreen umoznuje ochlazeni vydechovaného vzduchu, ktery je veden vydechovou hadici
od pacienta do lamelarniho kondenzatoru se sbérnou nadobou. Tato nadoba je ochlazovana
na -10°C elektrickym mrazicim aparatem. Pacienti i kontrolni skupina klidnym dychanim
dychali do kondenzatoru pres ventil, ktery branil michani inspiracniho a exspiracniho
proudu vzduchu a vniknuti slin, dychani nosem bylo zamezeno klipem. Odbéry byly
provadény mezi 8 a 13 hodinou. Kondenzator byl napojen na priitokomér, odbér byl
ukonCen po dosazeni objemu 120 L vydechovaného vzduchu. Po 10 minutach od odbéru
kondenzatu bylo provedeno méfreni koncentrace oxidu dusnatého ve vydechovaném
vzduchu (analyzator HypairFeNO, Medisoft, Belgie, elektrochemickd metoda méreni).
Méreni probéhlo pri vydechové rychlosti 50 ml/sec dle platného doporuceného standardu
[22]. Na zavér protokolu vSichni sledovani uUcastnici studie absolvovali spirometrické
vySetfeni (pristroj ZAN 100 Better Flow, MR-Diagnostic, Ceska republika) dle platného
doporuceni Americké hrudni spolec¢nosti. Pripravu kondenzatori a odbér vzorkl provadély
specializované laborantky vyskolené v metodice odbéru ze spolupracujiciho pracovisté
Kliniky pracovniho 1ékarstvi VSeobecné fakultni nemocnice v Praze a 1. 1ékarské fakulty
Univerzity Karlovy v Praze, prednostka kliniky prof. MUDr. Daniela Pelclova, CSc. Vzorky
KVV byly ihned po odbéru zamrazeny do suchého ledu na teplotu -80st.C. Vzorky byly
nasledné zpracovany v Ustavu organické technologie Vysoké $koly chemicko-technologické
v Praze doc. Ing. Petrem Kacerem, PhD metodou kapalinové/plynové chromatografie
s hmotnostni spektrometrii pristroji Accela a TSQ Vantage (Thermo Fisher Scientific, USA)
s elektrosprejovou ionizaci. Tyto metody jsou schopné urcit i velmi nizké koncentrace latek
v fadu nano- a piko- graml v 1 ml kondenzétu vydechovaného vzduchu [15].

Ve statistickém zhodnoceni byly nejprve porovnavany rozdily mezi astmatiky a
kontrolni skupinou, poté byly sledovany rozdily mezi vybranymi ukazateli v ramci skupiny
tézkého refrakterniho astmatu. U spojitych veli¢in byla posouzena normalita rozdéleni
D'Agostinovym testem. Veli¢iny s normalnim rozdélenim byly charakterizovany primérem
a smérodatnou odchylkou a k porovnani primeért mezi sledovanymi skupinami byl pouzit
dvouvybérovy t-test a v pripadé vice skupin analyza rozptylu jednoduchého tridéni. U
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velicin s asymetrickym, nenormalnim rozdélenim byl pocitdn median a mezikvartilové
rozpéti, k porovnani skupin byl pouzit Mann-Whitneytlv test, pripadné Kruskal-Wallistiv
test. V tabulkach jsou u veli¢in s normalnim rozdélenim uvadény primeéry a smérodatné
odchylky, u veli¢in s asymetrickym rozdélenim je uveden medidn a mezikvartilové rozpéti.
Vztahy mezi hodnotami namérenych spojitych veliCin ve vydechovaném vzduchu byly
hodnoceny na zakladé Spearmanovych korela¢nich koeficient. Asociace mezi
dichotomickou proménnou a potencialnimi prediktory byla analyzovana logistickou regresi.
Pro porovnani procentualniho zastoupeni kategorialnich veli¢in mezi skupinami byl pouzit
Fisheriiv exaktni test a x2-test. VSechny testy byly provadény jako oboustranné na hladiné
vyznamnosti 0,05.

7. Vysledky

Hlavnim tématem této prace je sledovani specifickych charakteristik zanétu a
oxidativniho stresu u pacientl s téZkym refrakternim astmatem (TRA). Sledovali jsme také
vybrané klinické a funk¢ni charakteristiky, které mohou byt odrazem téZkého pribéhu
astmatu nebo byt pri¢inou Spatné odpovédi na lécbu.

Ve skupiné TRA byl castd kortikoterapie (u 21 tj. 52.5% pacient), dalsi
protizanétlivou 1écba byly antileukotrieny (21 tj. 50%), teofylliny (16 tj. 40%) a tiotropium
(11tj. 27.5%). Fenotypové specifickou 1écbu anti-IgE protilatkou (omalizumab) uzivalo 8 tj.
20% pacientii, makrolidy pro neutrofilni astma uzivalo5 tj. 12.5% pacientl

Tabulka 2 Porovnani dat mezi skupinami TRA a KS

(pramérné hodnoty + smérodatna odchylka nebo medidny s interkvartilovym rozpétim)

Parametr Kontrolni skupina Tézké refrakterni b
(KS) astma (TRA)

Pocet Zen 13 (68,4%) 24 (60%) p=0.060
Primérny veék (roky) 50,1 (x12,3) 46,5 (£9,6) p=0.330
BMI (kg/m2) 24,2 (£ 3,71) 29,7 (£5,21) p<0.001
FEV1 (1/s) 3,14 (x 0,75) 1,68 (+ 0,84) p<0.001
FeNOso (ppb) 14,9 (£ 5,7) 23 (13-46) p=0.020
AEC (x109/1) 0,16 (¥ 0,15) 0,23 (0,05-0,33) p=0,380
EC (%) 2,0 (x1,26) 2,9(0,8-4,1) p=0,410

Porovnani vysledki zakladnich diagnostickych metod mezi kontrolni skupinou (KS) a
skupinou tézkého refrakterniho astmatu je uvedeno v tabulce ¢. 2. Ve skupiné TRA bylo
vys$si BMI, vyraznéjsi eozinofilni zanét dychacich cest (FeNOso) a bronchialni obstrukce
(FEV1). Nebyly rozdily v eozinofilii periferni krve (AEC - absolutni hodnota x109/1, resp.
EC% - % eosinofili vdiferencidlnim rozpoctu). U 35 TRA pacienti byla body-
pletysmograficky zjisténa plicni hyperinflace mérena hodnotou rezidudlniho plicniho
objemu (RV) u 26 (74,3%) astmatikd. Primérnd hodnota RV% byla 165,9(+44,7)%.
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VySetreni plicni difuze prokazalo u TRA mirné snizeni hodnoty transfer faktoru pro oxid
uhelnaty (TLCO), median hodnot 71,5 (43-80)%.

Vyskyt atopie byl zjistovan vySetfenim u alergologa, kde byly provedeny prick-testy
a/nebo testovani specifickych IgE protilatek. Za atopii byla povaZovana situace alespon
jednoho pozitivniho specifického IgE nebo prick testu na alespon jeden aeroalergen (kocka,
pes, roztoci, travni nebo stromové pyly a smés plisni). Ve skupiné TRA byla prokazana
atopie u 30 astmatikli (75%). Cilené jsme sledovali vyskyt alergie na roztoce
(Dermatophagoides farinae a Dermatophagoides pteronyssinus), ktera byla zjiSténa u 15
astmatikd tj. 37,5% , dale alergie na plisné u 7 tj, 17,5% pacientli. U 12 (30%) nemocnych
byla prokazan senzitivita k aspirinu (klinické pozorovani, anamnesticky udaj, nasalni
provokacni test s lysin-aspirinem). Atopicky ekzém se ve skupiné TRA vyskytoval u 12
(30%) nemocnych. Median hodnoty celkového IgE dosahl 108 IU/ml (mezikvartilové rozpéti
51-346). Nejcastéjsi komorbiditou TRA byla rinosinusitida, ktera byla potvrzena vySetfenim
u otorinolaryngologa u 28 (70%) pacientd, nosni polypy byly ptritomné u 15 (37,5%) téchto
piipadi (rinoendoskopicky a/nebo CT vySetienim vedlejSich nosnich dutin).

Druhou nejcastéjsi komorbiditou byla refluxni nemoc jicnu (GERD) zjiSténa u 20
(50%) astmatikii. GERD byla prokazana 24-hodinovou pH metrii jicnu (14 ptripadi tj. 70%),
v ostatnich pripadech byl k dispozici zavér z gastroskopie nebo byla diagnéza refluxni
nemoci jicnu prevzata z dokumentace odesilajictho 1ékare. V6 pripadech byl zjiStén
prevazné alkalicky typ refluxu, v8 pripadech kysely reflux. VnaSem souboru bylo 12
byvalych kuidkd, priimérna expozice 5,3(%3,2) balicko-rokli, nikdo z pacientli nebyl
v poslednich 5 letech aktivni kurak. Nejcastéjsi psychosocialni komorbiditou byla deprese,
celkem 16 (40%) pacienti trvale uzivalo antidepresiva, median skére sebehodnoceni tize
depresivni nalady dle Beckova dotazniku bylo 5(4-8) bodl. Osteoporéza jako nasledek
kortikoidni 1é¢by byla piitomna u 15 (37,5%) astmatiki.

Vnasem souboru byla bronchoskopie provedena v pribéhu predchoziho
vySetirovaciho programu pto TRA provedena u 23 (57,5%) astmatikii, ve 21 ptipadechu
sodbérem BAL Median procentudlniho zastoupeni eozinofild dosdhl 1 (0-10,5)%.
Zastoupeni eozinofilii nesplnilo kritéria pro statistické normalni rozdéleni hodnot, piesto
také uvadime primérnou hodnotu eozinofild v BALu 6,9 (+10,3). Vimunofenotypiza¢nim
vySetieni BAL jsme sledovali zastoupeni CD4+ T-lymfocytli, které bylo primeérné 36,1
(¥20,4)% a median imunoregulatniho poméru CD4+/CD8+ T-lymfocytli dosahl hodnoty
1,46 (0,56-1,46). U 18 bronchoskopovanych byla provedena biopsie bronchu se zmétrenim
Sirky bazalni membrany - median 3,14 (1,06-16,8um).

7.1. Sledovani vybranych klinickych, funkénich a zanétlivych ukazatel u TRA
Ve skupiné TRA jsme se snazili porovnat vybrané klinické, funkcéni a zanétlivé

charakteristiky s literarné popsanymi vztahy mezi témito parametry v observacnich studiich
téZzkého astmatu [19, 23-25].

Ve skupiné TRA jsme zjistili vztah parametru FEV1 ve vyznamném vztahu
k primérné hodnoté skore dotazniku kvality Zivota (AKT) v poslednich tfech navstévach
(AKTYD) Rs=0.43, p=0.00, s tiZi bronchialni obstrukce klesala kvalita Zivota (viz graf 1). Dalsi
vyznamnou negativni korelaci byl vztah FEV1% khodnoté celkového IgE (Rs =-0.53,
p=0.001), kdy s rostouci hodnotou IgE klesal parametr FEV1% (viz graf 2).
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Parametr AKT (skore testu kontroly astmatu) negativné koreloval s denni spotrebou
ulevové lécby kratkodobé plsobicimi beta-2-mimetiky (Rs =-0.55, p=0.0003). Zjistili jsme
pokles hodnoty FeNO v zavislosti na véku pacienta (Rs =-0.49, p=0.001) a pokles FeNO v
zavislosti na rostoucim BMI (kg/m2) Rs =-0.42, p=0.009. Nebyly zjiStény korelace mezi
hodnotou eozinofilie periferni krve a parametrem FEV1% (Rs=0,13, p=0,42). Vztah
eozinofilie periferni krve k hodnoté FeNO byl na hranici statistické vyznamnosti (Rs=0,31,
p=0,053, viz graf 3).
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Pocet eozinofilll v periferni krvi (10%/1) 9%, eozinofilil v BALu

Prokazali jsme pozitivni korelaci % eozinofilie periferni krve k % eozinofil v
bronchoalveoldrni lavazi. Tento vztah je dle Spearmanovy korela¢ni analyzy silny (Rs =0.61,
p=0.003, viz graf 4). Ve dvou pripadech dosahovala hodnota % eozinofilti v BAL nad 25%,
obé tyto pacientky nespliiovaly kritéria pro eozinofilni plicni syndrom, ani pro
hypereozinofilni syndrom ¢i pro Churg-Straussové syndrom.
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Pacienti s rinosinusitidou a nosnimi polypy méli vy$si hodnotu FeNO neZ bez pacienti
bez nosnich polypli (medidn 31 ppb vs. 18 ppb, p=0,01), soucasné meéli nemocni s nosni
polypdzou také horsi obstrukeni ventilacni poruchu oproti pacientiim bez nosnich polypt
(FEV1%/VCmax primér 54,1(x11,6) vs. 64,9(+14,3), p=0,01). Vztah refluxni nemoci jicnu
ke sledovanym Kklinickym ¢i laboratornim ukazatelim nebyl nalezen. Dalsi sledované
komorbidity (deprese, nikotinismus) ani pohlavi nebyly specificky spojeny s odliSnostmi ve
funk¢nich a zanétlivych parametrech. V 18 pripadech jsme méli moZnost provést méreni
bazalni membrany. Spearmanova korela¢ni analyza neprokazala statisticky signifikantni
vztah Sifky bazalni membrany kzZadnému ze sledovanych klinickych a zanétlivych
parametrd.

Tabulka 3 Porovnani dat ve skupiné TRA rozdélené dle EC% > 4%

(primérné hodnoty + smérodatna odchylka nebo medidny s interkvartilovym rozpétim)

EC24% (EA) EC<4% (NEA)

Parametr n=13 n=26 p
% eosinofili 0,9 (0,3-2,9) 4,8 (4,1-8,6) <0.001

periferni krve TR AT p=b.
absolutni pocet 0.46 0.06 <0.0001

eosinofild perif. krve (0,27-0,71) x 109/1 (0,04-0,70) x109/1 p=F.
Pocet Zen 9 (69,2%) 14 (53,8%) p=0.491
Primérny veék (roky) 48,3 (x 10,7) 51,5(¢13,4) p=0.513
BMI (kg/m2) 26,6 (+3,6) 31,6 (+5,1) p=0.003
FEV1 (1/s) 1,65 (£ 0,60) 1,72 (1,09-2,04) p=0.834
FeNOso (ppb) 54,5 (25,5-97,8) 18,0 (11,5-30,2) p=0.012
RV (1) 3.84 (+0,67) 3.02 (#1.03) p=0.049
Pocet pacientii na o o _

trvalé 16¢bé SKS 3(23,1%) 17 (65,4%) p=0.023

Dale jsme sledovali vztahy mezi klinickymi a funkénimi parametry u TRA dle
zanétlivého fenotypu astmatu - pritomnosti ¢i chybéni eozinofilie periferni krve a dychacich
cest. V nasi praci jsme povazovali za vyznamnou eozinofilii periferni krve (EC%) limit >4%
eozinofili v diferencidlnim rozpoctu. Eozinofilni zanét bronchidlni stény je mozné
neinvazivné vySetrit analyzou koncentrace FeNO, ktera dobre koreluje s eozinofilii méfrenou
metodou cytologie indukovaného sputa [26]. Za pozitivni prikaz eozinofilniho zanétu
bronchidlniho stromu u astmatu je v riznych literarnich zdrojich nejcastéji povazovana
hodnota nad 30 ppb, toto kritérium jsme zvolili také v nasi praci [19, 27, 28].

Na zakladé hodnoty eozinofilie periferni krve odebrané pred sbérem KVV jsme
rozdélili soubor na dvé skupiny - eozinofilni zanétlivy fenotyp (EA) u 13 pacientd (EC%=4)
a non-eozinofilni zanétlivy fenotyp (NEA) u 26 pacientii (EC%<4%).

Z tabulky ¢. 3 vyplyv3, Ze se EA a NEA skupiny liSily v hodnoté BMI, ktera byla vyssi u
non-eozinofilntho astmatu. DalSi rozdil byl vhodnoté namérené koncentrace
vydechovaného NO, ktery byl u eozinofilntho astmatu vyssi (p=0.01). Z dalsich funk¢nich
parametrl jsme zjistili rozdil v hodnoté rezidudlniho objemu (RV), ktery je ukazatelem
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plicni hyperinflace a byl vysSi ve skupiné eozinofilniho astmatu, vysledek je na hranici
statistické vyznamnosti (p=0.049). Ve skupiné NEA byl vyssi vyskyt chronické
kortikoterapie (17 vs. 3, tj. 65,3% vs. 23,1%), p=0.019, tim miliZe byt ¢astecné vysvétlen
vyssi BMI v NEA skupiné, kdy obezita mlize byt Castecné zplisobena vedlejsimi ucinky
systémové kortikoterapie. Predpoklad vyssiho vyskytu atopie v EA skupiné nebyl potvrzen,
v EA skupiné bylo 9 atopikl (69,2%), v NEA skupiné 20 atopikli (76,9%), p=0.70. VEA
skupiné bylo primérné 6,3 exacerbaci, ve skupiné NEA 2,9 exacerbaci, p=0.005, vysledek
potvrdila i metoda Poissonovy regrese, p<0.001. Potvrdil se predpoklad asociace eozino-
filniho fenotypu astmatu s rinosinusitidou, ktera byla zjisténa u 16 pacientt s EA (57,7%) a
27 pacientt s NEA (69,2%), rozdil byl statisticky vyznamny, p=0.03.

Na zakladé hodnoty koncentrace vydechovaného oxidu dusnatého jsme rozdélili
soubor na dvé skupiny - eozinofilni zanétlivy fenotyp (EA) u 15 pacientii (FeNO=30 ppb) a
non-eozinofilni zanétlivy fenotyp (NEA) u 25 pacientli (FeNO<25 ppb). Pacienti s TRA, ktefi
méli perzistujici vysokou hodnota FeNO (>30 ppb), méli vnaSem souboru mensi BMI,
vyraznéjsi bronchialni obstrukci dle FEV1/VCmax%, vyraznéjsi eozinofilie periferni krve a
plicni hyperinflaci (viz. tabulka ¢. 4). Pacienti s hodnotou FeNO>30 méli vysSsi pocet
exacerbaci v predchozich 12 mésicich - 5,5 (£3,56) vs 3.2 (£3,71), p=0.03. Jiné statisticky
vyznamné asociace nalezeny nebyly.

Tabulka 4 Porovnani dat ve skupiné TRA rozdélené dle FeNO >30 ppb

(primérné hodnoty + smérodatna odchylka nebo mediany s interkvartilovym rozpétim)

Parametr FeNO > 30 ppb FeNO<30 ppb p
n=15 n=25

FeNOso 83,2 (+49,1) 16,0 (£8,16) -
Pocet Zen 7 (46,6%) 17 (68%) p=0.021
BMI (kg/m2) 28,1 (£ 2,9) 30.8 (2 6,0) p=0.114
FEV1 (I/s) 1,49 (1,01-1,78) 1,64 (£0,07) p=0.833
FEV1/VCmax% 54,2 (+11,7) 64,8 (+14,4) p=0.022
AEC (x10°/1) 0,40 (£ 0,33) 0,18 (0,05-0,27) p=0.044
EC (%) 4,3 (4,2-7,8) 2,0 (0,63-3,53) p=0.023
RV (I) 3.82 (+0,68) 2,99 (+1.03) p=0.049
Pt‘f,i g’ﬁ;gggtsﬁl(ga 7 (46,7%) 13 (58,3%) p=1.000

Dale jsme sledovali vliv kortikoterapie na dalsi klinické a funk¢ni ukazatele. Pacienti
na SKS meéli, mensi eozinofilii periferni krve a niZsi FeNO neZ nemocni 1éceni pouze IKS a nez
kontrolni skupina. Nebyly nalezeny rozdily mezi SKS a IKS v hodnoté BMI indexu, plicnich
funkcich, kvalité Zivota, hodnoté celkového IgE, plicni hyperinflaci, poCtu exacerbaci astmatu
v predchozich 12 mésicich ani Sifce bazalni membrany epitelu dychacich cest.
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7.2. Slozeni kondenzatu vydechovaného vzduchu u pacienti s TRA a u kontrolni
skupiny

Jednim z cilii této prace bylo zjistit, zda jsou ve vydechovaném vzduchu pacientd s
TRA vyssi koncentrace latek odpovidajicich poskozenti lipid{, proteind a nukleovych kyselin
oxidativnim stresem oproti zdravé kontrolni skupiné. Ve skupiné TRA byly naméreny v KVV
statisticky vyznamné vyssi koncentrace markeri lipoperoxidace — malondialdehydu (MDA),
4-hydroxy-trans-nonenalu (HNE), 4-hydroxy-trans-hexanalu (HHE), 8-isoprostanu (8-iso),
leukotrienu B4 (LTB4) a ostatnich leukotriend C4, D4 a E3 (LTC4, LTD4, LTE4) oproti
kontrolni skupiné (tabulka 5).

Tabulka 5 Koncentrace markertii lipoperoxidace mezi TRA a KS v KVV

(pramérné hodnoty + smérodatna odchylka nebo medidny s interkvartilovym rozpétim)

Parametr TRA (n=40) KS (n=19) p
MDA (ng/ml) 50,6 (41,7-68,7) 22,8 (¥6,4) p<0.001
HNE (ng/ml) 48,0 (38,5-53,0) 21,4 (£5,7) p<0.001
HHE (ng/ml) 48,2 (84,6-109,8) 18,0 (+4,2) p<0.001
8-iso (pg/ml) 59,0 (52,0-66,9) 29,8 (¥6,5) p<0.001
LTB4 (ng/ml) 30,3 (27,0-35,8) 18,4 (+4,9) p<0.001
LTC4 (pg/ml) 83,4 (72,4-92,8) 43,0 (£7,4) p<0.001
LTD4 (pg/ml) 28,0 (25,0-32,4) 16,1 (+5,1) p<0.001
LTE4 (pg/ml) 61,0 (52,0-72,0) 30,9 (+5,3) p<0.001

ROC analyza prokazala pti hodnoté HNE nad 31,97 ng/ml vysokou senzitivitu 94,7%
a specificitu 95,0% pro rozpoznani tézkého refrakterniho astmatu (AUC 0.9895, p<0.0001).
Dalsi sledované markery lipoperoxidace byly u pacientii s TRA statisticky vyznamné vyssi v
piipadé hexenalu (C6), heptenalu (C7), octanalu (C8), nonenalu (C9), dekanalu (C10),
undekanalu (C11) a dodekanalu (C12) oproti kontrolni skupiné (ve vSech pripadech
p<0.001).

V tabulce ¢. 6 jsou uvedeny namérené koncentrace markerti oxidativniho poskozeni
nukleovych kyselin - 5-hydroxymethyl uracil (5-HOMeU), 8-hydroxyguanosin (8-OHG), a 8-
hydroxy-2'deoxyguanosin (8-OHdG) vnaSem souboru. Ve vSech pripadech byly tyto
ukazatele statisticky vyznamné vyssi u pacientl s TRA oproti kontrolni skupiné.

Tabulka 6 Koncentrace markeru oxid. poskozeni DNA/RNA mezi TRA a KS

Vv KVV (primérné hodnoty + smérodatna odchylka nebo mediany s interkvartilovym rozpétim)

Parametr TRA (n=40) KS (n=19) p
5-HOMeU (pg/ml) 15,9 (13,26-19,6) 12,3 (+2,9) p<0.001
8-OHG (pg/ml) 18,3 (14,8-21,1) 7,8 (£1,7) p<0.001
8-OHdG (pg/ml) 21,0 (16,5-26,9) 10,3 (+2,4) p<0.001

Dale jsme meéfili miru oxidativniho poskozeni proteini resp. aminokyselin
vySetrenim koncentraci o-tyrosinu (o-tyr), 3-nitro-tyrosinu (NO-tyr), 3-chlorotyrosinu (Cl-
tyr) vKVV u TRA i KS, ve vSech pripadech byla koncentrace téchto markerti vyssi u TRA
oproti kontrolni skupiné (tabulka 7).

Tabulka 7 Koncentrace markeri oxid. poskozeni aminokyselin mezi TRA a KS

VvV KVV (primérné hodnoty + smérodatna odchylka nebo medidny s interkvartilovym rozpétim)

Parametr TRA (n=40) KS (n=19) p
o-Tyr (pg/ml) 67,7 (59,0-73,5) 35,7 (£7,4) p<0.001
NO-Tyr (pg/ml) 51,6 (45,5-59,1) 31,2 (£7,2) p<0.001
Cl-Tyr (pg/ml) 23,5 (19,8-28,0) 13,5 (+2,2) p<0.001
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7.3. Rozdily ve sloZeni KVV u fenotypti TRA dle eozinofilie periferni krve
Dale jsme rozdélili sledovany soubor TRA na dvé podskupiny podle zanétlivého

fenotypu astmatu. Nejprve jsme skupinu TRA rozdélili dle eozinofilie periferni krve (EC%)
odebrané bezprostredné pred sbérem kondenzatu vydechovaného vzduchu. Pacienty
s EC%=4% jsme povazovali za eozinofilni astma (EA), hodnoty s EC%<4% za non-eozinofilni
astma. Porovnavali jsme koncentrace jednotlivych ukazatelli oxidativniho stresu mezi
skupinami EA a NEA. Predpokladali jsme jinou intenzitu oxidativniho stresu a odliSné
specifické poskozeni lipid{i, aminokyselin a nukleovych kyselin oxidativnim stresem u EA a
NEA. Statisticky vyznamné rozdily mezi témito zanétlivé odliSnymi skupinami jsme nalezli u

4-hydroxy-trans-nonenalu a 4-hydroxy-trans-hexenalu ve skupiné pacientd bez eozinofilie
periferni krve (NEA) - viz tabulka 8 a graf 5. Vztah mezi HNE a EC% potvrdila i metoda
linearni regrese (slope -0.078 (95%CI -0.15 to -0.01), r2=0.12) p=0.02.

Tabulka 8 Koncentrace markerti lipoperoxidace mezi TRA a KS v KVV

(primeérné hodnoty + smérodatna odchylka nebo medidny s interkvartilovym rozpétim)

Parametr NEA (n=26) EA (n=13) p
MDA (ng/ml) 52,9 (45,7-69,8) 46,7 (211,8) p=0.142
HNE (ng/ml) 48,5 (39,8-60,9) 41,1 (¢7,8) p=0.034
HHE (ng/ml) 52,6 (46,0-109,8) 48,9 (44-75) p=0.006

Graf 5 150
100 p=0.034 p=0.006
&
T
£ =
0 T T T T T T T T T
NEA EA KS NEA EA KS NEA EA KS
MDA HNE HHE

V ostatnich sledovanych parametrech oxidacniho stresu nebyly zaznamenany
statisticky vyznamné zmény mezi skupinou EA a NEA. Ve skupiné astmatu s eozinofilif
periferni krve (EA) jsme hledali vztah HNE k dal$im atributlim eozinofilniho zanétu. Nebyla
vSak nalezena Zadna statisticky vyznamna korelace hodnoty HNE k eozinofilii v BALu
(Rs =-0.61, p=0.19), ani k hodnoté FeNO (Rs =-0.07, p=0.82) a k poctu exacerbaci astmatu
v pfedchozim roce (Rs=-0.10, p=0.73). Ve skupiné astmatu bez eozinofilie periferni krve
(NEA) nebyly nalezeny zadné vyznamné korelace parametru HNE s FEV1 (Rs =-0.09,
p=0.65), s eozinofilii BALu (Rs =0.10, p=0.72) ani s hodnotou FeNO (Rs =0.38, p=0.16) a
poctem exacerbaci astmatu v predchozim roce (Rs =-0.08, p=0.66) a k podobnym zavérim
jsme doSli u parametru HHE (4-hydroxy-trans-hexenal). Pomoci ROC analyzy jsme hledali
koncentraci HNE v KVV, ktera by predikovala eozinofilni fenotyp astmatu (definovany
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hodnotou eozinofilie periferni krve >4%). Hodnota HNE nad 48,25 ng/ml odpovida non-
eozinofilnimu astmatu (senzitivita 69,2%, specificita 57,7%, AUC 0.712, p=0.03), viz graf 28.
Prinos HNE pro diskriminaci mezi eozinofilnim a non-eozinofilnim fenotypem astmatu je
tedy nedostatecny. Pomoci logistické regrese jsme hledali vztah piitomnosti eozinofilie
periferni krve k parametriim FEV1%, FeNO a HNE (tabulka 9). Eozinofilie periferni krve u
TRA byla v signifikantni pozitivni zavislosti k hodnoté FeNO a negativni zavislosti k hodnoté
HNE.

Tabulka 9 Logisticka regrese vztahu parametri FeNO, FEV1% a HNE K eozinofilii

periferni krve nad 4%

Parametr odds ratio stand. err. 95% CI p
FeNO 1.032 0.145 1.004-1.061 0.024
FEV1% 1.028 0.023 0.983-1.074 0.222
HNE (ng/ml) 0.881 0.049 0.790-0.983 0.024

7.4. Rozdily ve sloZzeni KVV u fenotypi TRA dle FeNO>30 ppb
Soubor TRA jsme rozdélili podle hodnoty FeNO namérené ve stejny den jako odbér

kondenzatu vydechovaného sputa na pritomny eozinofilni zanét (EA) s FeNO=30ppb a non-
eozinofilni zanét (NEA) s FeNO<30 ppb. Predpokladali jsme rozdily ve sloZeni KVV u
pacientii s eozinofilnim a non-eozinofilnim zanétem dle FeNO. Rozdil byl pritomen pouze
v absolutnim mnozZstvi HNE a HHE v namérenim kondenzatu, koncentrace vztazené na ml
kondenzatu se vsak statisticky vyznamné neliSily (napt. HNE (4-hydroxy—trans-noneal u
FeNO=30 ppb = 45,1 vs. 48,1 ng/ml u FeNO<30 ppb. Nepotvrdili jsme tedy zavér zjistény pri
rozdéleni souboru podle eozinofilie periferni krve, kde rozdily v koncentracich HNE a HHE
byly statisticky vyznamné vyssi u pacient bez eozinofilie periferni krve.

7.5. Rozdily ve sloZzeni KVV u fenotypti TRA dle dalSich parametri
Dalsi hypotézou byl predpoklad supresivniho vlivu systémové kortikoterapie na

intenzitu oxidativniho stresu a na specifické poskozenti lipid{, proteinti a nukleovych kyselin
oxidativnim stresem. VySetfeni kondenzatu vydechovaného vzduchu vSak neprokazalo
vzadném ze sledovanych markert oxidativniho stresu statisticky signifikantni rozdily
v koncentracich mezi nemocnymi na trvalé kortikoterapii a bez této lécby. SloZeni
kondenzatu vydechovaného vzduchu nebylo ovlivnéno zadnym z dal$ich parametra (FEV1,
intenzita priznakil dle astma kontrol testu, vznik astmatu pred 12 roku véku, vékem, body-
mass indexem).

8. Diskuse

Vnasi praci jsme se vénovali sledovani intenzity oxidativniho stresu u pacienti
s tézkym refrakternim astmatem pomoci analyzy kondenzatu vydechovaného vzduchu.
Tézké refrakterni astma je heterogenni onemocnéni, proto jsme hledali také rozdily
v markerech oxida¢niho a nitracniho stresu nejen oproti kontrolni skupiné zdravych
dobrovolnik(i, ale také mezi eozinofilnim a non-eozinofilnim fenotypem tézkého
refrakterniho astmatu. Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu je neinvazivni metoda
umoznujici monitoraci zanétlivych a oxidativnich zmén v oblasti povrchu respiracniho
epitelu. Predpokladali jsme nalezeni biomarkeru ve vydechovaném vzduchu, ktery by
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predikoval konkrétni zanétlivy fenotyp astmatu a soucCasné vypovidal o intenzité a typu
poskozeni respiracniho systému oxidativnim stresem. Tento biomarker by mohl byt
v budoucnu pouzit pri urcovani fenotypu astmatu a indikaci fenotypové specifické 1é¢bé.

V béZné praxi jsou k posouzeni tiZe astmatu a stupné kontroly nad astmatem uzivany
jednoduché metody (FEVi, FeNO, astma kontrol test skdére). U nemocnych TRA je vSak
dilezité rozpoznani typu prevladajictho zanétu bronchidlni stény (zanétlivy fenotyp),
protoze miZe ovlivnit rozhodovani o 1é¢ebné intervenci. Nemocni s TRA a perzistujici
eozinofilii jsou ohroZeni ¢astéjSimi exacerbacemi a poklesem plicnich funkci v ¢ase a mohou
mit potencialni benefit z 1é¢by novymi anti-eozinofilnimi 1éky (mepolizumab, pitrakinra),
protoZze maji razné vyjadienou kortikorezistenci a pravdépodobné nadprodukci IL-5,
hlavniho chemokinu eozinofilniho zanétu [29]. V soucasné dobé je za zlaty standard urceni
zanétlivého fenotypu astmatu povazovana bronchoskopicky provedena biopsie bronchialni
stény. Invazivita bronchoskopie vSak nedovoluje provadéni této metody v bézné klinické
praxi, navic je interpretace nalezu ovlivnéna soucasnou protizanétlivou 1écbou
kortikosteroidy.  ZjiSténi typu zanétu je ve vyzkumu a Kklinické praxi provadéno
neinvazivnimi metodami jako je cytologie indukovaného sputa a méreni koncentrace
vydechovaného oxidu dusnatého (FeNO). Nékolik studii prokazalo uspéSné rizeni
protizanétlivé 1éCby astmatu zejména dle zmén eozinofilie vindukovaném sputu [28, 30].
Nevyhodou indukovaného sputa je vSak naro¢nost preanalytické pripravy vzorku a proto je
tato metoda uzivdna spiSe vyjimecné a prevazné jen zvyzkumnych divodd. V pripadé
metody FeNO neni prinos pro vedeni protizanétlivé 1écby astmatu zcela jednoznacny, napfr.
u déti sice dojde ke snizeni poctu exacerbaci oproti skupiné sledované jen dle symptomd,
avSak za cenu celkové vyssi davky inhala¢nich kortikosteroidii zvysSuje [31]. Proto je
vsoucCasnosti  doporuCovano pouzivat FeNO vdiagnostice astmatu, zjiSténi
kortikosenzitivity, odhaleni non-compliance s 1é¢bou steroidy, nebo pti identifikaci pacientl
s perzistujici eozinofilii dychacich cest i pres radné uZivanou protizanétlivou 1écbu [28, 32].

Nesplnéna ocekavani z pirinosu FeNO pro vedeni 1é¢by astmatu je motivaci pro hledani
novych technologii a novych biomarkera k odhaleni typu zanétu dychacich cest a intenzity
oxidativniho stresu u astmatu.

V nasem souboru jsme podobné, jak popisuje literatura, zjistili pokles FeNO s vékem
[33]. Vysoka hodnota FeNO byla spojena s plicni hyperinflaci, vyraznéjsi bronchialni
obstrukci a CastéjSimi exacerbacemi, naopak vztah k atopii jsme nezjistili. FeNO lze i dle
zjisténi znas$i prace povazovat u skupiny tézkého refrakterniho astmatu za uZiteCny
biomaker, ktery identifikuje pacienty s nejtéZzsi bronchialni obstrukci, plicni hyperinflaci a
vys$Sim rizikem exacerbaci astmatu, ktery souvisi s perzistujicim eozinofilnim zanétem [34].
Korelace FeNO k eozinofilii periferni krve byla vnasem souboru na hranici statistické
vyznamnosti, presnéjsi logisticka regrese vsak vztah téchto parametrli prokazala (OR 1.03,
95% CI 1.00-1.06, p=0.02). Dale jsme vna$i praci hledali vztah vybranych ukazateld
oxidativniho stresu vkondenzatu vydechovaného vzduchu kbézné klinicky uZivanym
metodam monitorace zanétu a bronchialni obstrukce u tézkého refrakterniho astmatu.
Ovérovali jsme hypotézu, Ze je moZné odliSit pomoci analyzy KVV metodou
kapalinové/plynové chromatografie s hmotnostni spektrometrii (LC-MS/GC-MS) pacienty
s tézkym refrakternim astmatem od zdravé kontrolni skupiny a dale zanétlivé fenotypy
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astmatu mezi sebou. Tato citliva metoda garantuje vysokou presnost i pri detekci
nanogramovych mnozstvi latek. V odborné literatuie lze nalézt pomérné velmi variabilni
vysledky namérenych koncentraci v kondenzatu vydechovaného vzduchu zavislosti na typu
odbérového systému, analytické metodé a poctu ucastniki vyzkumu. Dosud také nebyl
urcen jednotny standard hodnoceni diluce vzorki kondenzatu a proto mohou byt
koncentrace latek v KVV rozdilné [21]. Pro zhodnoceni intenzity oxidativniho stresu jsme
vybrali spektrum latek, které jsou povazovany za markery oxidacniho poskozeni fosfolipidi
v biomembranach (aldehydy - MDA, HNE, HHE, Ce¢-Ci2, 8-isoprostan, cysteinylové
leukotrieny (LTB4, LTC4, LTD4, LTE4), markery posSkozeni DNA a RNA oxida¢nim stresem (5-
HOMeU, 8-OHG, 8-OHdG), markery nitra¢niho stresu tyrosinovych ¢asti bilkovin (NO-tyr, Cl-
tyr, o-Tyr) a sledovali jsme koncentrace

V nasi prace jsme zjistili vyrazné vyssi koncentrace markeri oxidativniho stresu u
pacientii s TRA oproti kontrolni skupiné a to ve vSech parametrech a s vysokou statistickou
vyznamnosti. V nasi praci jsme neméli mozZnost vySetrit pacienty s astmatem, které dobre
odpovida na protizanétlivou 1éCbu inhala¢nimi kortikosteroidy. Je moZné, Ze u téchto
pacientl by vysledky nebyly tak odli$né. U jednoho z parametrl (4-hydroxy-trans-nonenal,
HNE) jsme provedli ROC analyzu, ktera prokazala pri hodnoté 31,97ng/ml v KVV 94,7%
senzitivitu a 95% specificitu pro diskriminaci astmatu od zdravych v kontrolni skupiné.

V literature dosud nebyl popsan rozdil v biomarkerech v KVV u pacientli s riznymi
zanétlivymi fenotypy astmatu. Proto jsme se soustredili na skupinu TRA a jeji zanétlivé
fenotypy hodnocené podle eozinofilie periferni krve a podle koncentrace vydechovaného
oxidu dusnatého. Predpokladali jsme, Ze se bude prilibéh oxida¢niho a nitra¢niho stresu lisit
u pacientli seozinofilnim a non-eozinofilnim zanétem bronchidlni stény. Eozinofilie
periferni krve koreluje se symptomy astmatu, s bronchialni hyperreaktivitou a odrazi krevni
a tkanové koncentrace cytokinii eozinofilntho zanétu (napft. IL-5) [29]. Perzistujici eozinofilii
periferni krve EC > 4% jsme v naSem souboru také povaZovali za marker urcité rezistence
ke kortikoterapii, protoze tito nemocni méli vnasem souboru 2x castéjsi exacerbace
astmatu, prestoze byli i v EA skupiné 1é¢eni vysokymi davkami inhala¢nich steroidt. Vyznam
rozdéleni fenotypu TRA na eozinofilni ¢i non-eozinofilni dle eozinofilie periferni krve jsme
podporili zjiSténou vysokou korelaci tohoto parametru s eozinofilii v bronchoalveolarni
lavazi, ackoliv toto vySetifeni nebylo provedeno ve stejny den jako odbér periferni krve.
Vyhoda této metody je v dostupnosti a jednoduchém laboratornim zpracovani s dorucenim
vysledku v kratké dobé.

Pri rozdéleni souboru téZkého refrakterniho astmatu dle eozinofilie periferni krve
(EC%) jsme zjistili statisticky vyznamné vyS$s$i koncentraci nenasycenych aldehyda 4-
hydroxy-trans-nonealu (HNE) a 4-hydro-trans-hexanalu (HHE) u non-eozinofilnich pacienti,
s klesajicim poctem eozinofili hodnota HNE rostla. HNE i HHE jsou markery oxidativniho
poskozeni w-3, resp. w-6 nenasycenych mastnych kyselin. S dalSimi atributy eozinofilniho
zanétu (FeNO, eozinofilie v BALu) hodnota HNE jiZ nekorelovala. ROC analyza potvrdila
hodnotu HNE 48,25ng/ml jako rozhodujici pro non-eozinofilni systémovy zanét, avsSak
senzitivita a specificita tohoto parametru je nizka a prinos pro diskriminaci zanétlivého
fenotypu ma tento parametr nepriliS vyznamny. K podobnym vysledkiim jsme dosli u
parametru HHE. Z téchto vysledki tedy miizeme predpokladat, Ze nadmérna produkce HNE
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a HHE je dtsledkem non-eozinofilniho zanétu bronchidlni stény, ktery vede k vétsi
lipoperoxidaci w-3 a w-6 nenasycenych mastnych kyselin (PUFA), nez je tomu u
eozinofilntho zanétu. PUFA maji vorganismu mnoho dulezitych roli. Jsou soucasti
bunécénych membran, reguluji genovou expresi a podili se na mezibunécné komunikaci, jsou
esencialni komponentou bunéfnych membran, kde zajistuji jejich fluiditu, flexibilitu a
selektivni permeabilitu. Lipidy s PUFA jsou velmi nachylné k oxidaci volnymi kyslikovymi
radikaly.

V ptipadé rozdéleni fenotypili TRA na eozinofilni a noneozinofilni dle hodnoty FeNO
jsme jiz neprokazali statisticky vyznamné rozdily vzZadném ze sledovanych parametri
vCetné parametrd HNE a HHE. Neprokazali jsme vztah ostatnich méfenych parametri
oxidacniho a nitracniho stresu v kondenzatu vydechovaného vzduchu kZadné z metod
zjiSténi typu zanétu (FeNO, EC%). Predpokladame, Ze je to zpiisobeno relativné malym
poctem vySetienych pacientd, ackoliv velka ¢ast publikovanych praci analyzujicich KVV ma
podobné velky pocet subjekti. Obé metody hodnoceni floridniho eozinofilniho zanétu
dychacich cest (FeNO, EC%) v naSi praci prokazaly svoji diagnostickou hodnotu. Vzajemné
se vysledky téchto metod dopliiuji a mohou prinést 1ékaii dulezitou informaci o
nedostatecné kontrole eozinofilniho zanétu u refrakterniho tézkého astmatu. Sledovali jsme
také vliv kortikoterapie na slozeni KVV u TRA, avSak statisticky vyznamné rozdily nalezeny
nebyly. Klinické faktory (vék, BMI, pohlavi, atopie, aspirinova-senzitivita, refluxni nemoc
jicnu, rinosinusitida, astma kontrol test) na sloZeni kondenzatu vydechovaného vzduchu
nemeély vliv na koncentrace markerii oxidacniho a nitra¢niho stresu v KVV. Neprokazali jsme
literarné dokumentovany vztah aspirin-senzitivniho astmatu ke koncentracim
cysteinylovych leukotrienti v kondenzatu vydechovaného vzduchu [35].

Poskozeni lipidi oxidativnim stresem vede Kkpfimym strukturdlnim zménam
bunéfné membrany, ale také k sekundarni tvorbé dalSi pro-oxidativnich latek. K peroxidaci
lipidi dochazi zejména v membranovych fosfolipidech, které jsou dtleZitou slozkou
bunéfnych membran. Oxidativnim stresem zménéné fosfolipidy méni permeabilitu a fluiditu
bunécéné membran, je alterovan transport iontdi, dochazi k inhibici metabolickych procesi
buiikky a dysfunkci membranovych proteind, inaktivaci enzyml a toxickému ucinku na
mechanizmy déleni bunikky. Samotna lipoperoxidace je tristupniovy proces, ktery se sklada
z iniciace, propagace a terminace. Pri iniciaci dochazi k reakci hydroxylového zbytku s PUFA
za vzniku lipidového radikalu, ten zahy reaguje s kyslikem a vznika peroxyl-lipidovy radikal
a nasledné prijmem atomu H ze sousedni PUFA vznika lipidovy hydroperoxid a druhy
lipidovy radikal. Peroxylové radikaly akceleruji lipidovou peroxidaci prijimanim atomi H ze
sousednich PUFA. Lipidové hydroperoxidy se dale rozpadaji na hydroxy-alkany HNE a HHE
[17]. HNE vznika lipoperoxidaci w-6 nenasycenych mastnych kyselin (kyselina linoleova,
kyselina arachidonova). Lipoperoxidaci -3 mastnych kyselin (kyselina a-linolenova,
docosa-hexa-enova) vznika HHE. HNE i HHE jsou relativné stabilni latky. Mohou vsak
vorganismu difundovat mimo buiitku do mezibuné¢éného prostoru a zptlisobit poskozeni
proteint, DNA i fosfolipidli a piisobit cytotoxicky i ve vzdalenych mistech od mista svého
vzniku. Reaguji lysinem, cysteinem a histidinem sndaslednou zménou funkce proteint
obsahujicich tyto aminokyseliny. Proteiny poskozené HNE byly nalezeny vintimé cév
poskozenych ateroskler6zou. HNE je potentni alkylacni latka, ktera reaguje srtadou
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nukleofilnich mist v DNA. Prekurzor HNE lipidovy hydroperoxid je primym aktivatorem
aktivator proteinu-1 (AP-1), ktery se podili na expresi mnoha pro-zanétlivych cytokinti [36].
HNE a HHE poSkozuji mezibunécnou komunikaci v gap-junctions, stimuluji fosfolipazu C,
intracelularni akumulace HNE vede kbunécné apoptdze. Existuji dikazy o stimulace
migraci neutrofili do mista oxidativniho stresu [36].

Intracelularni antioxidacni systém je vyrazné vycCerpavan odbouravanim HNE
konjugaci s glutathion-S-transferazou za tvorby konjugatli (glutathionyl-4-hydroxy-noneal).
Tim dochazi ke znacné konzumpci anti-oxidazové bunécné kapacity a pokracujici
antioxidacni stres milize dale vyraznéji poskozovat bunécné struktury. Navic jsou HNE i
konjugaty HNE s glutathionem snadno dostupnymi substraty pro enzym aldoso-reduktazu,
ktery asi 50% konjugatli glutathion-HNE méni na toxicky glutathion-lipid-ester
(glutathionyl-1,4-dihydroxynonen (GS-DHN)). Tato latka stimuluje aktivatory transkripce
NF-kB a AP-1 s naslednou transkripci mnoha prozanétlivych a cytotoxickych latek. GS-DHN
také stimuluje proliferaci bunék hladké svaloviny cévni stény [37]. Farmakologicky vyzkum
proto vyviji inhibitory aldos-reduktaz s cilem zablokovat tvorbu glutathion-lipid-alkoholl a
nasledné prozanétlivé reakce. Animalni studie na mysim modelu astmatu se sorbinilem
(aldozo-reduktaza) prokazala u astmatickych mysi oproti kontrolni skupiné vyrazné nizsi
podil eozinofilti v BALu. Také peribronchialni a perivaskularni akumulace eozinofili byla u
aldoso-reduktazou oSetfenych mysi vyrazné nizsi oproti kontrolni skupiné. Podani aldoso-
reduktazy také sniZilo bronchialni hyperreaktivitu. Humanni studie dosud publikovany
nebyly [38]. Vna$i praci jsme zjistili zvySené hodnoty HNE a HHE u non-eozinofilniho
astmatu. Tyto produkty samotné i jejich metabolity jsou vyznamnymi aktivatory
prozanétlivych a cytotoxickych procesti. Na zakladé literarnich tidaji mtGzeme predpokladat
jejich vliv na chemoatrakci neutrofili do bronchidlniho stromu a stimulaci aktivatoru
transkripce typickych pro patogenezi bronchialniho astmatu (AP-1, NF-kB). Vliv HNE a HHE
na stimulaci proliferace hladké svaloviny cév byl prokazan na animalnim modelu. Je moZné,
Ze se tyto latky mohou spolupodilet i na vzniku hyperplazie bronchialni svaloviny.

9.Zavéry

NaSe prace sledovala pacienty s tézkym refrakternim astmatem. Potvrdili jsme i na
mensSim souboru téchto pacientli vyznam sledovani koncentrace vydechovaného oxidu
dusnatého (FeNO). Jde o uZite¢ny ukazatel, ktery pri hodnoté > 30 ppb identifikuje pacienty
s perzistujicim eozinofilnim zanétem i pres podavanou protizanétlivou terapii. Tito nemocni
méli vnasi praci nejtézsi bronchialni obstrukci, plicni hyperinflaci a Castéjsi exacerbace
astmatu.

Prokazali jsme, Ze eozinofilie periferni krve muaze byt dilezitym markerem
nedostatecné kontrolovaného systémového eozinofilniho zanétu u pacientl s tézkym
refrakternim astmatem. Hodnota eozinofilie periferni krve >4% dokazala odhalit pacienty s
vyss$im vyskytem exacerbaci astmatu, vyssi hyperinflaci a vyraznéjsim eozinofilnim zanétem
méfenym metodou FeNO. Eozinofilie periferni krve korelovala s eozinofilii v
bronchoalveolarni lavazi a s hodnotou FeNO. Vziajemné se vysledky méreni FeNO a
eozinofilie periferni krve doplnuji a mohou prinést lékari dtlezitou informaci o
nedostatecné kontrole eozinofilniho zanétu u refrakterniho téZkého astmatu. Tito nemocni
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maji benefit z navySeni protizanétlivé 1écby bud’ o systémové kortikoidy nebo o biologickou
anti-eozinofilni 1é¢bu. Je tifeba u pacientli se zvySenim obou parametri také ovérit
spolupraci pacienta s lécbou a dodrzovani reZimovych opatreni, zejména vyvarovani se
kontaktu s relevantnimi alergeny.

NasSe vysledky prokazaly schopnost analyzy oxida¢nich a nitra¢nich produkti v
kondenzatu vydechovaného vzduchu metodou LC/GS-MS odliSit astma od zdravych v
kontrolni skupiné. Zjistili jsme v kondenzatu vydechovaného vzduchu u pacientid s tézZkym
refrakternim astmatem statisticky signifikantné vyrazné vyssi koncentrace produktl
oxida¢niho a nitra¢niho poskozeni lipidli, proteinii a nukleovych Kkyselin. Koncentrace
mérenych markeri oxidativniho a nitra¢niho stresu v kondenzatu vydechovaného vzduchu
vykazovaly inter-individualni variabilitu, ktera byla niz$i v kontrolni skupiné a u
eozinofilniho astmatu.

Zjistili jsme zvySené koncentrace 4-hydroxy-trans-nonealu (HNE) a 4-hydroxy-trans-
hexanalu (HHE) v kondenzatu vydechovaného vzduchu u pacientli s tézkym refrakternim
astmatu bez eozinofilie periferni krve. Tento zavér miiZe svédCit pro zvysSenou
lipoperoxidaci nenasycenych mastnych kyselin u non-eozinofilniho astmatu. Tyto zavéry
nasi prace maji limitace predevSim v celkovém pocCtem vySetrenych osob a ziskané poznatky
je tieba ovérit na vétSim souboru vysetienych subjekti

BéZzné uzivané parametry sledovani astmatu (FEV1, astma kontrol test) a sledovani
intenzity eozinofilniho zanétu bronchii (FeNO) neovliviiovaly koncentrace markert
oxidacniho a nitracniho stresu v kondenzatu vydechovaného vzduchu.

Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu je neinvazivni, snadno proveditelné
vySetieni, které mliZe v budoucnu prispét v diagnostice a 1é¢bé astmatu i dalSich respiracni
chorob. Nevyhodou této metody je chybéjici standardizace odbérové techniky a
laboratornich analytickych metod a chybéjici rozsahlé prospektivni Kklinické studie
s pouzitim KVV. Budoucnost analyzy vydechovaného vzduchu je zavisla na technologickém
pokroku a rozvoji on-line analytickych metod velkého mnoZstvi rliznorodych mediatori a
s interpretacni asistenci statistickych metod na bazi tzv. principal component analysis [18,
21]. Vnasi praci jsme se snazili popsat oxidativni stres u unikdtni kohorty nemocnych
s tézkym refrakternim astmatem, kde je intenzita zanétu dychacich cest nejvétsi.
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