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SOUHRN

Uvod: Vysetfeni kondenzatu vydechovaného vzduchu se nabizi jako nova, neinvazivni meto-
da v diagnostice plicnich onemocnéni. Bylo popsano jiz cca 200 markert, které byly
v kondenzatu verifikovany, nékteré jsou vice, jiné méné rozpracovany. Zlatym standardem je
vysetieni vydechovaného oxidu dusnatého a jeho metaboliti. Dalsi markery jsou zkoumany
v diagnostice CHOPN ¢i plicnich fibrotizujicich procesech. Cilem je vyuZit je nejen
k diagnostice, ale i monitoringu onemocnéni ¢i k preventivnim opatienim.

Metody: V pribéhu 3 let mésicti bylo na Klinice pneumologie a hrudni chirurgie v Praze Bu-
lovce a na Plicnim oddéleni Krajské nemocnice Tomase Bati ve Zlin€ vySetieno 124 pacienti.
Z nich pak byly sestaveny jednotlivé podskupiny: a) zdravi nekuraci, b) kutéci bez jakychko-
liv projevii onemocnéni dychacich cest s normalnimi vysledky funkéniho vySetfeni plic,
c) astmatici se znamkami onemocnéni nekontrolovaného 1é¢bou, d) astmatici, ktefi méli kon-
trolované onemocnéni, €¢) pacienti s exacerbovanou CHOPN, f) pacienti s CHOPN bez zné-
mek exacerbace, g) pacienti s kryptogenni fibrotizujici alveolitidou, kteti méli znamky aktivi-
ty onemocnéni, prokazany v BAL 1 HRCT vySetfenim.

Sbér kondenzatu byl provadén ptistrojem EcoScreen (Jaeger Toennies, SRN) do sbérace
S pouzitim nosni svérky.

Vysledky: Koncentrace dusi¢nanti ve skupinach zdravych nekufdka i kuiaka byly navzajem
srovnatelné (P = 0,47) a statisticky vyznamné vyssi (P < 0,01), nez vysledky ve skupinach
nemocnych osob. Rozdily mezi ostatnimi skupinami nebyly nalezeny.

Koncentrace dusitanti u zdravych kutéka byly o 43 % vyssi nez u nekuiakil, nicméné roz-
dil nedosahl statistické vyznamnosti (P = 0,12). Koncentrace dusitani byly vyssi
u nemocnych s astmatem a exacerbaci astmatu ve srovnani se zdravymi osobami (P < 0,05),
ale mezi skupinami nemocnych s astmatem a exacerbaci astmatu se neliSily. Pfi analyze zahr-
nujici obé skupiny nemocnych s astmatem a zdravé osoby bylo zjisténo, Ze se koncentrace
dusitant zvysuji s klesajici hodnotou FEVI.

Hodnoty koncentraci dusitani v kondenzatu vydechovaného vzduchu u nemocnych
s exacerbaci CHOPN byly vysSi neZ u nemocnych bez exacerbace (P < 0,05) a u zdravych
osob (P < 0,01), zatimco nemocni bez exacerbace méli zcela srovnatelné vysledky se zdravy-
mi osobami. Korelace mezi koncentracemi dusitani a FEV1 nedosahla statistické vyznamnos-
ti (P = 0,12). Dusitany v kondenzatu byly v porovnani se zdravymi osobami zvysené i u ne-
mocnych s kryptogenni fibrotizujici alveolitidou (P < 0,05).

Koncentrace IL-1B byly vys$i nez kvantifika¢ni limit 1 pg/ml jen u 9 % subjekt
z vysetfeného souboru. Pro IL-18 bylo 12 % vysledkl vysSich nez 0,5 pg/ml. Jednalo se ve
vsech ptipadech o vzorky nemocnych osob, v kontrolnim souboru byly vSechny vysledky pod
limity stanovitelnosti. Vzajemné srovnavani skupin nemohlo byt provedeno pro maly pocet
pozitivnich nalezi.

Zavér: Dusitany v kondenzatu vydechovaného vzduchu splnily zakladni charakteristiky mar-
keru vyuZitelného u nemocnych s astmatem, CHOPN i KFA. Hodnoceni koncentraci dusi¢na-
nd bylo ovlivnéno falesné zvySenymi koncentracemi z divodu kontaminace vzorkti konden-
zatu pii odbéru. Koncentrace IL-1B a IL-18 byly pouZitymi ELISA soupravami ve vétSing
vzorkl neméfitelné.



SUMMARY

Introduction: Examination of exhaled breath condensate is offered as a new, non-invasive
diagnostic method in lung diseases. It has been described about 200 markers, which were ve-
rified in the condensate, some more, some less developed. The gold standard of examination
is exhaled nitric oxide and its metabolites. Other markers are studied in the diagnosis of
COPD or pulmonary fibrotic processes.

The aim is to use them not only for diagnosis, but also for monitoring dinase, or preventi-
Ve measures.

Methods: 124 patients were examined during 3 years at The University Clinics of Pneumolo-
gy and Thoracic Surgery in Prague Bulovka and the Pulmonary Department of the Regional
Hospital of Tomas Bata in Zlin. Among them were assembled sub-groups: a) the health of
nonsmokers, b) smokers without any symptoms of respiratory illness with normal lung
function tests, c) asthmatics with evidence of uncontrolled disease treatment, d) in asthmatics
who had controlled disease, e) patients with exacerbated COPD, f) COPD patients without
evidence of exacerbation, g) patients with cryptogenic fibrosing alveolitis, who had signs of
disease activity detected in BAL and HRCT examination.
Condensate was collected with the EcoScreen (Jaeger Toennies, Germany).

Results: Nitrate concentrations in groups of healthy non-smokers and smokers were mutually
comparable (P = 0.47) and significantly higher (P < 0.01) than the results in groups of sick pe
ople. The differences between the other groups were found.

The concentration of nitrite in healthy smokers were about 43 % higher than in non-
smokers, but the difference did not reach statistical significance (P = 0.12). The concentration
of nitrite were higher in patients with asthma and asthma exacerbations compared with he-
althy subjects (P < 0.05) between the groups of patients with asthma and asthma exacerbati-
ons did not differ. When analyzing comprising two groups of patients with asthma and he-
althy persons, it was found that the nitrite concentration increased with decreasing value FE-
VI,

The level of concentration of nitrite in exhaled breath condensate of patients with exacer-
bations of COPD was higher than in patients without exacerbation (P < 0.05) and healthy sub-
jects (P < 0.01), whereas patients without exacerbation had completely comparable results in
healthy persons. The correlation between the concentrations of nitrite and FEV1 did not reach
statistical significance (P = 0.12). Nitrites in condensate were compared to healthy subjects
increased among patients with cryptogenic fibrosing alveolitis (P < 0.05). Concentrations of
IL-1beta were higher than the quantification limit 1 pg/ml only in 9 % of the subjects exami-
ned file. For IL-18 was 12 % of the results greater than 0.5 pg/ml. It was in all cases the
samples of the patient and the control group were all below the limits of quantification results.
Groups omparison could not be performed for a small number of positive findings.

Conclusion: Nitrite in exhaled breath condensate meet the basic characteristics of the useful
marker for patients with asthma, COPD and KFA. Rating nitrate concentrations were affected
by falsely elevated concentrations due to sample contamination condensate collection. The
concentration of IL-1B and IL-18 ELISA kits were used in the majority of samples mea-
surable.
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UvoD

VysSetteni vydechované¢ho vzduchu a jeho komponent ma dlouhou tradici. Jednémi
Z prvnich védct, ktefi se touto problematikou zabyvali, byli Antoine Laurent de Lavoisier
a Pierre Simon de Laplace. Jiz v roce 1784 prokazali, ze pti dychani se spotfebovava kyslik
a uvolnuje oxid uhlicity.

Eduard Nebelthau v poloviné roku 1800 popsal, ze dech diabetikii obsahuje aceton
a Francis Edmund Anstie v 1874 izoloval z dechu etanol (coz je z&kladem testovani alkoholu
v dechu dodnes).

Hlavni pralom ve védeckém studiu vydechovaného vzduchu Ize datovat do 70. let
20. stoleti, kdy Linus Pauling prokazal, Ze vydechovany vzduch obsahuje vice nez klasicke
plyny dusik, kyslik, oxid uhli¢ity a vodni pary. Na zdkladé¢ vysledk analyz provadénych
plynovou chromatografii Linus Pauling ohlasil pfitomnost 250 latek ve vydechovaném
vzduchu.

Nové poznatky ve zkoumani kondenzatu vydechovaného vzduchu (KVV) byly zvefejnény
béhem kongresu The International Meeting of American Thoracic Society (ATS) v Torontu
v Kanad¢ 4.—10. 5. 2000. Bylo zde publikovano vice neZ tficet zasadnich sdéleni tykajicich se
problematicky dechového kondenzatu, z nichz vétsina pochazela z dilny skupiny kolem Petra
Barnse z Londyna. Narustajici zajem o vySetfeni kondenzatu vydechovaného vzduchu potvr-
dil také Annual Congress European Respiratory Society (ERS), konany ve Florencii 30. 8. —
3. 9. 2000.

Pomoci metod moderni hmotnostni spektrometrie (MS) a hmotnostni spektrometrie
s plynovou chromatografii (GC-MS) nyni muZzeme identifikovat vice nez 1000 unikatnich
latek ve vydechovaném vzduchu. Tyto latky zahrnuji elementarni plyny, jako je oxid dusnaty
a oxid uhelnaty a mnozstvi t€kavych organickych sloucenin.

\VWydechovany vzduch také obsahuje kapi¢ky aerosolu, nashromazdéné v kondenzatu

vydechovaného vzduchu, kde jsou rozpustény i netékavé slouceniny, jako jsou proteiny.



1 MARKERY V KONDENZATU VYDECHOVANEHO VZDUCHU

Vydechovany oxid dusnaty je produkovan v plicich NO syntetazami, které konvertuji
L- arginin na L- citrulin a NO. Existuji tfi izoformy NO syntetaz /NOS/, které byly v lidskych
plicich identifikovany; NOS 1 a 3 jsou zavislé na zvy3eni intraceluladrniho vapniku pro aktiva-
ci enzymu, zatimco NOS 2 je na vapniku nezavisla. Pro svou aktivitu vyzaduji vSechny tfi
izoformy kyslik, NADPH, FAD, FMN a tetrahydrobiopterinakalmodulin.

Exprese NOS 2 v dechovych cestach je zodpovédna za zvySeni vydechovaného oxidu
dusnatého NO u astmatu. NOS 2 je regulovana zanétlivymi cytokiny a produkuje poté vysoké
hladiny NO.

NO je povazovan za multifunkéni molekulu, ktera je mediatorem velkého poctu fyziolo-
gickych procest ve vétSing organovych systému obratloveti. Tyto procesy ovliviiuji relaxaci
hladkych svald, relaxaci endotelu, srazeni trombocytt, ¢innost centrdlniho a autonomniho
nervového systému, 1yzu tumordznich bunek, likvidaci bakterii apod.

Skupiny enzymii, které produkuji NO jako difuzibilni plyn, se souhrnné oznacuji jako
syntetdzy oxidu dusnatého.

NO je relativné nestabilni a v roztocich dochazi k jeho oxidaci na stabilni kone¢ny pro-
dukt nitrit nebo nitrat, ktery pak mize byt pouzit jako neptimy marker k monitoraci NO. Jsou
identifikovany tii izoformy NOS, v¢etné dvou konstitu¢nich (neuronalni a endotelialni).

NOS 1 a 3 jsou trvale exprimovany v endoteliich a v neuronalnich bufikach, jsou zavislé
na vapniku a vyZaduji calmodulin, ktery vede k aktivaci enzymu, zptsobujici pikomolarni
hladiny NO produkce. V malych hladinach byla NOS 1 nalezena také v pii¢né pruhovaném
svalstvu.

NOS 2 je regulovana cestou transkripce mRNA a je exprimovana poté, co je bunka vysta-
vena pusobeni specifickymi cytokiny a endotoxiny. Oproti izomorfam NOS 1 a NOS 3 neza-
visi na vapniku. NOS 2 byla popséana v epiteliich, endoteliich, buiikach hladkého svalstva,
v makrofazich, fibroblastech a neutrofilech. Exprese NOS 2 v riiznych typech bunék je rtuzna,
ale typicky je zvySena po pusobeni cytokint jako TNF alfa, IFN gama a interleukin — 1 beta.
Exprese NOS 2 je sniZena kortikoidy transformujicim riistovych faktorem beta /TGF/, destic-
kovym rastovym faktorem, epidermalnim rastovym faktorem, inzulinu podobnym ristovym
faktorem a trombinem.

Regulace NOS 3 je prostudovana méné, ale zifejmé ji zvySuje parcialni tlak kysliku nebo

interferon gama. NOS 1 i 3 jsou zvySovany estrogeny NO produkovany lidskymi plicemi Ize

10



detekovat ve vydechovaném vzduchu a v bronchoalveolarni lavazni tekutiné lidskych plic
(127). Kli¢ovou roli sehrava v mnoha fyziologickych procesech plic a ovliviiuje patofyziolo-
gii mnoha nemoci (34), zejména plicni neurotransmisi, bakteriostazu, relaxaci hladkych svala
cév a dychacich cest, zanét, mukociliarni clearenci, sekreci hlenti v dechovych cestach a cyto-
toxicitu (309).

Bunééné zasoby NO v plicich zahrnuji epitelidlni a endotelidlni buniky plicnich artérii
a vén, inhibitory nonadrenergnich a noncholinergnich neurond, butiky hladkého svalu, masto-
cyty, mezotelie, fibroblasty, neutrofily, lymfocyty a makrofagy. V lidskych plicich jsou pii-
tomny vSechny tii NOS izoformy (249, 152).

Vsechny tii syntetdzy maji sva specificka umisténi; NOS 1 v inhibi¢nich nonadrenergnich,
noncholinergnich neuronech v plicich, NOS 3 v endoteliich a cilialnich epitelialnich bunkach,
NOS 2 v epitelialnich bunikach dechovych cest (249, 152).

NOS 2 muze byt indukovana riznymi typy cytokint, endotoxint nebo reaktivnich slouce-
nin kysliku, je kontinualné exprimovana v normélnich epiteliich lidskych dechovych cest
(371, 152). NO je voln¢ difuzibilni a vstupuje do poharkovych bunék a zvysuje produkci gua-
nosyncyklického monofostfatu /cGMP/, ktery zptisobuje vétsinu ucinkd NO (401). NO také
pronika do dechovych cest a muze byt méfen v plynné podobé (99). Plicni cirkulace, horni
a dolni dychaci cesty a nosni dutiny pfedstavuji potencialni zasoby i mista tvorby NO (99,
152).

Jaka je dynamika vydechovaného NO u plicnich nemoci?

Zmény v hladinach NO byly nalezeny u takovych plicnich nemoci jako astma, plicni hy-
pertenze, bronchiektazie, cysticka fibroza a plicni fibrozy (127). Vydechovany NO je zvysen
u zanétlivych onemocnéni dychacich cest, jako napf. astma a infekty hornich cest dychacich,
a odrazi zvyseni aktivity NOS 2 u epitelidlnich bun¢k dychacich cest (127). Vydechované
hladiny NO jsou nizsi u kufakl a jejich sniZeni je adekvatni k poctu cigaret vykoufenych
v tentyz den. Cigaretovy kout obsahuje vysoké hladiny NO, které mohou dysregulovat NOS
aktivity a spolupodili se na poSkozeni plic zptisobeném kouienim (202). Je doloZeno, Ze paci-
enti s plicni primarni hypertenzi maji nizsi primarni hladiny exprese NOS 3 v endoteliich
plicnich cév a nizsi hladiny vydechovaneho NO (136).

Biosyntéza NO je regulovédna v bunikach na mnoha trovnich. Je ovlivnéna v tirovni geno-
vé transkripce NOS, ve fazi exprese proteinli a dimerizace a v kinetice enzymovych reakei.
NOS jsou syntetizovany jako monomery a musi byt dimerizovany, aby produkovaly NO

(401). V dalSim postupu syntézy NO dochazi k hydroxylaci argininu na hydroxyarginin, ktery

11



je poté preménén na citrulin. Intraceluldrni koncentrace argininu pfimo ovliviiuje aktivitu NO
syntetazy. Intracelularni arginin mize byt zvysen syntézou de novo skrze regeneraci citrulinu
nebo transportem extracelularnich zéasob.

Cesty syntézy argininu a jeho transportni systémy jsou indukovany koordinovan¢é s NO2
syntetdzovou indukci v buné¢nych kulturach. Argininsukcinat syntetaza, coz je limitujici en-
zym v syntéze argininu, je indukovana endotoxinem spolu s IFN gama a naopak je tlumena
kortikoidy.

I kdyz se arginin vyskytuje i v buitkach dechovych cest zdravych kontrol, u astmatickych
epitelidlnich bun¢k dochazi k jeho trojnasobnému navySeni. Lze ptfedpokladat, Ze pficinou
tohoto navyseni je koordinovana indukce cesyt syntézy argininu ¢i kationické aminokyselino-
vé transportéry, které zpisobuji vysoky pomér NO syntézy u astmatikd.

Nekteré klinické studie ukazuji, ze se u astmatickych pacientli vyskytuji zvySené hodnoty
vydechovaného NO, které jsou pii¢inou redukce plicnich funkci a eosinofilniho zanétu. Po
podani steroidii dochazi ke zlepseni plicnich funkci a zaroven k redukci vydechovaného NO
(227). ZvySeni NO, které zpusobuje iNOS v dechovych cestach, se objevuje nejvice
v bronchialnim epitelu a je spojeno s aktivitou nékterych zanétlivych bunék. Stimulace odbéru
z bronchialnich biopsii, primarni kultury epitelialnich bunék nebo epitelialni bunécné linie
zpisobuji indukci iINOS mRNA a iNOS enzymové aktivity.

Zvyseni lokalni produkce NO bronchialnim epitelem astmatikii muze zvétsit permeabilitu
cév nebo mit cytotoxicky efekt a spolupodilet se na ztrat¢ funkce. ZvySeni NO miize vést
k hyperemii, exudaci plazmy, produkci hlenu a dysbalanci v T bunééné odezvé, ktera podtr-
huje imunologickou basi astmatu.

ZvySeni NO u chronickych zanétlivych onemocnéni, jez nasleduje indukci iNOS, mize
produkovat vasodilataci, vaskularni permeabilitu a otok. NO z iNOS se rovnéz spolupodili na
zanétlivé bolesti. Pii zvySeni NO a reaktivnich produkta tak maze dojit ke ztraté¢ funkce bui-
Ky, v nékterych piipadech i k bunééné smrti. Selektivni inhibitory iNOS maji uvazovany po-
onemocnéni, pfipadné nemoc modifikovat.

Métenim NO ve vydechovaném vzduchu rozumime hodnoceni enzymatické produkce této
esencialni mediatorové molekuly v dychacim systému. Experimentalni studie vydechovaneho
NO ukazuji, Ze enzymaticka produkce NO v plicich je konstantni proces, ktery vS§ak muze byt
za ur€itych podminek zménén. ZvySeni nebo naopak snizeni hladiny vydechovaného NO mti-

ze zpusobit farmakologicka 1é¢ba ¢i ostatni experimentalni manévry (CO, zanét, katecholami-

ny).
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Standardni metoda pro méteni vydechovaného NO je zalozena na specifické a senzitivni
chemiluminiscen¢ni technice a byla poprvé popsana v roce 1991. Avsak ani tato metoda neni
zcela piesnd, a proto musi byt data o vydechovaném NO interpretovana s maximalni opatr-
nosti. Pozornost by méla byt vénovana i fyziologickym faktortim, které mohou ovlivnit mére-

ni vydechovaného NO a byt predispozici pro chybné zavéry.

Diky rychlé oxidaci NO v biologickych tkanich je polo¢as rozpadu pro NO velmi kratky,
a proto je jeho méfeni velmi obtizné. Nékteré vyzkumy pouzivaji nepfimé méfeni produkce
NO, napt. cGMP, nitritt nebo konverzi citrulinu, coz ma odrazet efekt tvorby NO ¢i metabo-
lismu NO. V roce 1987 predstavili védci zabyvajici se studiem zivotniho prostfedi novou me-
todu chemiluminiscence, kterou se snazili detekovat oxidy dusiku v atmosféie (96). Tyto me-
tody umoznily pfesné méfeni NO tvofeného buitkami. B€hem téchto experimentt bylo doka-
zano, Ze NO jako plyn s nizkou rozpustnosti ve vodném roztoku unikd do dechovych cest
a muze byt detekovan ve vydechovaném vzduchu.

Meéteni NO ve vydechovaném vzduchu neslouzi pouze pro pfesné studium zmény metabo-
lismu NO in vivo, ale muze byt také vhodnou neinvazivni diagnostickou metodou zanétu dy-
chacich cest (36). | kdyZ bylo o vydechovaném NO publikovano ptes 600 studii, ¢asto se ve
svych vysledcich rozchazely a vedly ke konfliktni interpretaci.

Chemiluminiscen¢ni méreni vydechovaného NO

Méireni NO ve vydechovanych plynech chemiluminiscenéni reakci je zaloZzeno na faktu,
Ze 0z6n reagujici s NO poskytuje excitovany NO,, ktery emituje foton infracerveného svétla.
Pocet emitovanych fotont tak pfesné odpovida mnoZzstvi nadbyte¢nych molekul NO, a proto
tyto fotony mohou byt pocitany tzv. fotonasobi¢em. ProtoZe timto zpisobem mohou reagovat
S 0zOnem emisi svétla mnohé dalsi slouceniny, musime v metodé pouzit infracervené filtry,
diky kterym métime pouze svétlo s vinovou délkou kolem 600 nm, typickou pro NO.

Chemiluminiscen¢ni signal v méfeni NO je redukovan vodnimi parami, oxidem uhli¢itym
a oxidem dusnatym (399).

K vyrazné rozdilnym vysledkiim dochazeji studie u méfeni atmosférické hladiny NO. Za-
timco autofi diivéjsich praci prichazeli s tvrzenim, ze vydechovany NO se zvySuje béhem dnt
s vysokymi hladinami NO v okolnim vzduchu (29, 394, 73), pozd¢jsi studie k témto zavéram
nedospély (340).

13



Je prokazano, Ze koncentraci NO ve vydechovaném vzduchu ovliviiuji ventilatni nebo
exhala¢ni pritoky a plicni difuzni kapacita NO do krve (353, 177). RovnéZ bylo potvrzeno, Ze
produkce NO stoupd béhem tézkého cviceni nebo hyperventilace (203, 377).

Jakmile je v jakékoliv tkani zahajen proces tvorby NO, difunduje tento plyn do vSech
smért, kde reaguje s potencidlnimi cilovymi molekulami a je dale metabolizovan. NO je lipo-
filni, m& mirnou rozpustnost ve vodnych roztocich a molekuly difunduji skrze bunééné mem-
brany.

Difuze z mista tvorby se nastava nejvice tim smérem, kde jsou koncentrace NO nizsi. Jest-
lize by produkce NO a eliminace v respira¢nich tkanich byly konstantni, nastala by rovnovaha
koncentraci NO s okolim. Méfeni NO v respira¢nim systému nedava diky ventilaci absolutni
Udaj o tkanové koncentraci NO, ale odrazi pouze jeji ¢ast.

NO je rychle inaktivovan hemoglobinem, a proto faktor eliminace NO v dechovych
cestach a alveolech souvisi s objemem krve v plicni cirkulaci.

U zvitat ovliviiuje koncentraci vydechovaného NO nejen objem, ale i stfedné tézka plicni
arteridlni obstrukce. Za fyziologickych podminek zmény v plicnim priutoku krve neovlivni
vydechovany NO. Extrémni redukce plicniho prutoku krve vSak vede k t€zké hypovolemické
hemorhagii a zvySuje koncentraci vydechovaného NO.

Molekularni kyslik predstavuje substrat pro NOS a dosazitelnost kysliku je nezbytna pro
optimalni produkci plicniho NO. Akutni hypoxie ukazala pokles vydechovaného NO in vivo
v perfundovanych plicich a v plicnich endotelialnich buiikach (162, 390).

NO a kyslik jsou dva mocné vasodilatatory v plicni cirkulaci. Fakticky NO muze zvratit
plicni vasokonstrikci indukovanou nedostatkem O, a kyslik mize zvratit plicni vasokonstrik-
ci, indukovanou nedostatkem NO (344, 132). Nejvyraznéjsi vasokonstrikce se v plicich obje-
vi, kdyZ kyslik a NO nejsou ptitomny v celych plicich, jako napiiklad u plodu, nebo v nékteré
hypoventilované ¢asti plic. Pokud je tlak kysliku v dechovych cestach dostate¢né vysoky, aby
zajistil oxygenaci (FiO, vétsi nez 5 % krve), zlstava zachovana i produkce NO.

Za fyziologickych podminek (300) oxid dusnaty reguluje cévni rezistenci. Jeho G¢inky se
projevi diky diluci ve vodnych biologickych roztocich, kterou provazi aktivace intracelularni
rozpustné guanylatcyklazy a ktera zptisobuje pti vysokych pikomolarnich koncentracich rela-
xaci hladkych svala cév (90). Dochazi ke zvySené koncentraci cyklického guanylmonofosfa-
tu.

Zmény v rezistenci jsou svdzany s inhibici endotelialniho enzymu syntézy NO (eNOS).
NO normalné reguluje plicni cévni rezistenci a zmény v produkci NO souvisi s onemocnénim

plicnich cév.
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Z vodného roztoku z povrchu plicniho epitelu prechazi NO cestami dychacimi do vyde-
chovaného vzduchu, kde muze byt méfen (90).

S pouzitim izolovanych perfundovanych a ventilovanych plic je mozné demonstrovat, Ze
béhem inhibice endotelem tvoteného NO se zvysuje plicni cévni rezistence a exhalovana NO
koncentrace klesa.

Cirkulujici zdroje NO mohou ptispivat k exhalovanému oxidu dusnatému. Objem rozpus-
tén¢ho NO je urovan koncentraci plynu ve smési difundujici roztokem, rychlosti pratoku
a charakteristikou protékajici masy. Mikromolekularni koncentrace NO v plynu udrzuji na-
nomolarni koncentrace rozpusténého NO v rovnovazném stavu, zatimco nitrity rychle dosahu-
ji makromolekularnich koncentraci v roztocich (90).

Zajimavé je, ze nitrity mohou generovat volny NO i za fyziologického pH. To mize byt
zdrojem NO a zéroven dulezitou fyziologickou funkci dopravce NO. Timto ziskava NO diile-
zitou roli pii ischemickém poSkozeni nebo v chronickych zanétlivych onemocnénich, jako je
napf. astma (128).

Ve srovnéni se zdravymi subjekty pacienti s plicni arteridlni hypertenzi a nemocni se ztra-
tou aZ 80 % prekapilarnich arteriol vydechuji vyrazné mensi koncentraci NO (76).

V plicich ziskanych od pacientti v pfipadech transplantaci je uvolnéni endotelem derivo-
vaného NO redukovéno v obou izolovanych perfundovanych plicich (77). Imunologické vy-
Setfeni na eNOS v histologickych studiich potvrzuje redukci mnozstvi enzymu v endotelu
v plicich u pacientt s primarni plicni hypertenzi. Tyto nalezy dokladaji niZsi koncentraci vy-
dechovaného NO.

Zasoby vydechovaného NO jsou jiné nez plicni cirkulace. Vydechovany vzduch putuje
z alveolil systémem trubic dechovych cest k ustim. Pokud je expiraéni prutok vysoky, jsou
zjistovany nizké koncentrace NO. Vzestup koncentraci NO v nizkych prutocich mize byt
ovlivnén epitelialnim povrchem dechovych cest, ktery se tak stava dal§im zdroj NO (410).

U astmatika epitelialni bunky exprimuji inducibilni formu eNOS i za normalnich podmi-
nek. Zvysena exprese NOS zpusobuje vyssi koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu. Ex-
pozice alergenu zvySuje vydechovani NO a 1é¢ba inhalovanymi steroidy redukuje vydechova-
né hladiny (46). Tato data poskytuji kvantitativni informace o relativnich zasobach NO.
U astmatikl tak poskytuji dechové cesty vétsi objem vydechovaného NO nez zasoby alveo-

larni.

Vydechovany NO vznika v epitelu dechovych cest. Tato vysoce reaktivni molekula

aVv krvi se vdZze na hemoglobin s ¢aste¢nou oxidaci na nitraty. Alveolarni kompartment je
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konstantné perfundovan velkym objemem krve a NO produkovany v endotelidlnich
a alveolarnich epitelidlnich oblastech vétsinou bude absorbovén a inaktivovén erytrocyty.

Prvni méfeni vydechovaného NO u laboratornich zvitat jasné¢ ukazalo, ze produkce NO
zavisi na enzymu vdolnim respiratnim traktu. Zvifata byla tracheotomizovana
a vydechovany NO mohl byt detekovan po pobytu v cirkulaci, ale ne v pfitomnosti inhibitort
NO syntetézy, tedy enzymu odpovédného pro produkci NO.

Dalsi dulezita informace je, ze v plicich perfundovanych solnym pufrem, kde jiZ krev neni
piitomna, je ihned vice nez dvojnasobny vzestup koncentrace vydechovaného NO (332), (75).
Ve vysokych pikomolarnich koncentracich zpisobuje relaxaci hladkych svala cév (90) (332)
(75).

V pfipadé méfeni vydechovaného NO piimo u ust lidi lze predpokladat, Ze se jedna
0 smés NO z dolnich dechovych cest a NO z dusitanti obsaZenych ve slinach a regurgitaci ze
Zaludku (444, 279). Podil z jednotlivych ¢asti zavisi na technice méfeni, specialné na proce-
dufe sbéru vydechovaného vzduchu. Kontinualni sbér vydechovaného NO tusty mize obsaho-
vat aZ 90 % NO produkovaného z nosu (276), a to diky zpétné difuzi z nosu (237), zatimco
sty vydechovany vzduch v ptipad¢é jednodechového méfeni béhem faze plateau neni ovliv-
novan NO z nosnich dechovych cest. Studie provedené na pacientech vySetfovanych béhem
bronchoskopie (292) ptinesly srovnatelné hodnoty NO z dolnich dychacich cest. K niZsi ex-
kreci v dolnich dechovych cestach je ptidana variabilni Gstni neenzymaticka produkce (322).

Ptesto je hlavni typ bunék produkujicich molekuly NO detekované ve vydechovaném NO
z dolnich dychacich cest stale nejasny. Byly sbirany rozdilné objemy plynd mrtvého prostoru
zobrazujici plyn z trachey, broncht, pradusek, priadusinek a analyzovany na vydechovany NO
a ukazuji signifikantni podil distalnich dechovych cest (94, 97). Velmi nizké koncentrace jsou
pritomné v alveolarnim plynu in vivo (97, 380), protoZe dochazi k rychlé vazbé NO na nosi¢
— erytrocyt v plicnich kapilarach (353) v plicich perfundovanych solnym pufrem. Koncové
koncentrace NO v krvi jsou velmi vysoke (332, 145, 74), pravdépodobné odrazeji alveolarni
(makrofagovou nebo endotelialni) produkci a vZdy se rychle vazou na hemoglobin.

Infuze acetylcholinu, ktera masivné stimuluje endotelialni produkci NO, vede jen
K hrani¢nimu zvys$eni NO v kondenzatu, coZ dokazuje, Ze se NO z alveolarnich regiont piili§
nepodili na vydechovaném NO in vivo (nepublikované pozorovani). Absence krve (hemoglo-
bin) v plicni cirkulaci béhem perfuze roztoku se solnym pufrem acetylcholinové infuze zvysu-

ji koncentrace vydechovaného NO.
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NO je tvofen cestou NOS enzymu — syntetdz NO. Dva z téchto enzymi jsou konstituéné
vyjadieny a jsou aktivovany malym vzestupem intracelularni koncentrace vapniku, druhotné
bunécnou aktivaci. Neurondlni NOS (NOS 1) je pfedevSim exprimovana v neuronech
a endotelidlni NOS (NOS 3) hlavné v endotelidlnich buiikach, ackoliv ostatni bunécné typy
také exprimuji ob¢ tyto isoformy. Tteti enzym je inducibilni NOS 2, ma mnohem vétsi hladi-
nu aktivity a je nezavisly na koncentraci vapniku. NOS 2 mize byt indukovan zanétlivymi
cytokiny, endotoxinem a virovou infekci, a mize ukazat zvySenou expresi u zanétlivych one-
mocnéni (34, 127, 39).

Dosud nejsou jasné buné&¢né zasoby oxidu dusnatého v dolnich dechovych cestach. Studie
s perfundovanymi plicemi ptedpokladaji, ze vydechovany NO se spiSe tvoii v alveolarnim
povrchu nez v plicni cirkulaci (75) a mutze byt produkovan z NOS 3 exprimované
Vv alveolarnich sténach normaélnich plic. Studie u ventilovanych a perfundovanych plic morcat
ukazuji, Ze vydechovany NO je redukovan béhem perfuze roztokem bez kalcia, coz predpo-
klada, ze NO je tvoten konstitu¢ni NOS, ktera je kalcium dependentni. Bunky epitelii decho-
vych cest mohou exprimovat obé NOS, NOS 11 NOS 3, a tak se mohou podilet na tvorbé NO
v dolnich dechovych cestach (376, 285). Zde je i exprese NOS 2, dokonce v buiikach epitelu
dechovych cest u normalnich subjekti (227, 37), a NOS 2 se jevi jako dulezita izoforma, ktera
se spolupodili na vydechovaném NO u zdravych mysi (395).

U zanétlivych onemocnéni pravé zvyseni mnozstvi exhalovaného NO odrédzi indukci NOS
2 jako reakci na zanétlivé signaly, napt. na proinflamatorni cytokiny. Ke zvyseni aktivity
NOS doslo v plicni tkani u pacientt s astmatem, cystickou fibrozou a obliterujici bronchitidou
(45). U astmatickych pacientii bylo nalezeno jednozna¢né zvySeni exprese NOS 2 v epiteliich
dechovych cest (164).

Prozanétlivé cytokiny indukuji expresi NOS 2 v kulturach lidskych epitelidlnich bunék
(21) a ziejmé tytéz cytokiny hraji roli u astmatického zanétu. Enzym NOS 2 muze byt expri-
movan i u ostatnich bunék, jako jsou alveolarni makrofagy, eosinofily a ostatni zanétlivé bun-
ky (369).

Ptredpoklada se, ze zvySeni vydechovaného NO je zplsobeno zvySenou expresi NOS 2,
protoZe kortikosteroidy inhibuji zanétlivou indukci NOS 2 v epitelidlnich buiikach (155)
(354), tim vedou ke sniZeni exprese v bronchialnich biopsiich astmatickych pacienti a také

redukuji vydechované koncentrace NO u astmatickych pacientt (229).

Jaké jsou neenzymatické zasoby NO? NOS netvoii jen samy zadsobu NO ve vydechova-

ném vzduchu a vydechovany NO neni piesné méfeni NOS aktivity v dolnich dechovych
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cestach. NO reaguje s molekulami obsahujicimi thioly, takovymi jako cystein a glutathion,
které pak formuji S nitrosoproteiny a S-nitrosothioly. Odhadem 70-90 % NO je uvolnéno
Z S- nitrosothioll, které jsou brany jako hlavni zasoba NO v tkanich (378). S nitrosothioly
jsou potencialni relaxancia v lidskych dechovych cestaich a mohou hrat dilezitou roli pfi
uvolnovani a transportu NO na misto jeho aktivit (391).

NO ve vydechovaném vzduchu mtze byt také produkovan z nitrit, z formovani kyseliny
dusi¢né, ktera tvoti plyn NO s acidifikaci (246). Tato cesta, zavisla na pH, byla oziejména

u akutniho astmatu, kdy je pH vydechovaného kondenzatu nizké (121).

NO je produkovan podél pribéhu celé délky dychacich cest. Dechové cesty sekretuji NO
do lumen, kde se béhem exhalace michd s NO z alveolq, a davaji tak spole¢né méfenou vyde-
chovanou koncentraci NO. Hladiny NO dodavané hornimi dechovymi cestami
(200-1000 ppb) (243, 30) a z paranasalnich dutin (200-1000 ppb) (275, 30) jsou stokrat vyssi
nez vydechovany NO v dolnich dechovych cestach (I-9 ppb) (243, 30). Na koncentraci vyso-
kych nosnich hladin NO se spolupodili mnohé faktory. Vedlejsi nosni dutiny produkuji vyso-
kou hladinu NO (277), zde je zasadni inervace s NOS | imunoreaktivnimi nervovymi viakny
podél nosnich krevnich cév (250).

NO v dolnim respira¢nim traktu je také smiseného puvodu a muze byt z dechovych cest,
alveolarnich epitelialnich cest, které exprimuji NOS 3 i NOS I. Podil endotelidlniho NO je
minimalni a vydechované NOS inhibitory jsou schopné redukovat vydechovany NOS ze 40 %
(373) bez n&jakého efektu na systémovou cirkulaci.

Fibroskopické vysetfeni ukazuji u normdlnich subjekti podobné hladiny NO v pridusnici
a hlavnich bronsich. NO je tvofen v dolnich dychacich cestach (243) (292) — vydechovany
NO je spise epitelidlniho nez endotelidlniho pivodu a vétSina NO je vice derivovana
z dechovych cest nez z alveolu.

Hladiny vydechovaného NO muze ovlivnit vydechovy prutok, uzavirani mékkého patra
a vzduch v mrtvém dechovém prostoru. Vydechovany a nosni NO u zdravych subjekti je ne-

zavisly na véku, pohlavi a plicnich funkcich (236).

Ttebaze méfeni vydechovaného NO je u normalnich subjektti vysoce reproducibilni, pro
signifikantni diurnalni variace prozatim neméame zadny diikaz.
Existuje n€kolik zavaznych faktort, které mohou ménit hladiny NO u normalnich subjek-

t. Vydechovany NO ovliviuji tieba i rozdilné faze menstruaéniho cyklu (222).
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Také nékteré rutinné provadéné testy mohou pii opakovani redukovat vydechovany NO,
napt. opakované spirometrie (92) ¢i fyzicka namaha (339). Zatimco faktory zivotniho prostie-
di (napf. ozon dioxid chloridu) hladiny vydechovaného NO zvysuji, habitualni faktory (kou-
feni a alkohol) vydechovany NO redukuji (223). Infekty HCD signifikantné zvySuji vydecho-
vany NO a nosni NO (242).
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2 ASTMA

Astma je chronické zéanétlivé onemocnéni dychacich cest, charakterizované infiltraci
eosinofilti, aktivaci T pomocnych 2 bun€k a aktivaci mastocytil. Strukturalni buiiky decho-
vych cest, véetné epitelii a bun€k hladkych svalll se podili na zanétlivém procesu produkci
riznych medidtori véetné¢ oxidu dusnatého. Mnohé zanétlivé mediatory, vetné cytokina
a chemokind, hraji dalezitou roli v astmatu a vedou k charakteristickym projeviim, jako je
kontrakce hladkych svalii a exsudace plazmy, sekrece hlenu a aktivace senzitivnich nervi.
Chronicky zanét pak vede ke strukturalnim zménam véetné proliferace hladkych svalovych
bunék, formaci novych cév a fibroze, ktera muze vést k ireverzibilnim zménam v dechovych
cestach.

Astma je komplexni nemoc zahrnujici mnoho odlisnych zanétlivych bunék, mnohé medié-
tory a cely soubor akutnich a chronickych reakci v dechovych cestach. K vyraznému pokroku
do$lo v poznani molekularnich a bunéénych patofyziologickych cest, ¢asteéné i diky vyvoji
novych molekularnich technik a ¢aste¢né€ 1 s vyuzitim novych inhibitori vyrobenych farma-
ceutickym primyslem (38).

Chronicky zanét je u astmatu zakladem klinického syndromu.

Dfive byla za zakladni patofyziologicky moment astmatu povaZzovéana bronchiélni hyper-
reaktivita, zptisobujici variabilni obstrukci dechovych cest a spole¢né symptomy intermitent-
nich piskota a kratkého dechu. Studie dechovych cest astmatickych pacient neukéazaly zadny
zasadni dukaz o zvySené kontraktibilité ke spasmogentim jako histamin in vitro. Lze tedy
predpokladat, ze hladké svaly v dechovych cestach astmatikii nejsou abnormalni, ale ze ab-
normalni je kontrola prasvitu dechovych cest.

U vSech pacientii se symptomatickym astmatem se vyskytuje zanét v dechovych cestach.
Toto bylo opakované potvrzeno bronchiadlnimi biopsiemi, bronchoalveolarni lavazi, induko-
vanym sputem a s pouzitim vydechovanych markerti zanétu, jako vydechovany napft. oxid
dusnaty ¢i jeho metabolity. Tento zanét zahrnuje vSechny dechové cesty u astmatu, z trachey
aZ K terminalnim bronchioliim, ale nerozsifuje se na plicni parenchym. Podil zanétu u astmatu
je charakteristicky zvySenim aktivovanych eosinofili, degranulaci mastocytt a aktivaci T
pomocnych bunék (CD 4), tim se ¢astecné odliSuje od zanétu chronické obstrukéni plicni ne-
moci a chronické bronchitidy.

Vztah mezi zanétem a klinickou symptomatologii astmatu jest¢ neni zcela jasné prozkou-

man a vysvétlen. Zanét dechovych cest je hodnocen ve vztahu k hyperreaktivité dechovych
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cest, kterd se da méfit provokaci histaminem nebo metacholinem, ale stupeil zanétu presné
nekoresponduje s tizi astmatu. Lze predpokladat, Ze ve stén¢ dechovych cest jsou velmi dule-
zité dalsi faktory, napf. jeji strukturalni zmény. Zvyseni reaktivity dechovych cest je fyziolo-
gicka abnormalita, ktera se objevuje dokonce i tehdy, kdyz je funkce dechovych cest v normé.
Hyperreaktivita dechovych cest mize vést k zvySeni uvolnéni fady latek (histamin, leukotrie-
ny z mastocytl) k abnormalnimu chovéani hladkych svali dechovych cest, ztlusténi stény de-
chovych cest, edému a ireverzibilnimu ztlusténi z hypertrofie hladkych svali s fibrozou. Sen-
zitivni nervy dechovych cest se mohou take spolupodilet na symptomech jako kasel a tlaky na
hrudi, protoZe nervy jsou senzitivizovany chronickym zanétem v dechovych cestach.

Ackoliv vétsina pozornosti byla diive zamétena na akutni zanétlivé zmény pozorované
v astmatickych dechovych cestach (bronchokonstrikce, exudace plazmy, sekrece hlenu), ast-
ma je chronické zanétlivé onemocnéni se zanétem pretrvavajicim mnoho let.

Diilezité na tomto chronickém zanétlivém stavu jsou jeho akutni zanétlivé epizody, které

koresponduji s exacerbacemi astmatu.

Na astmatu se podili mnoho odlisnych zanétlivych bunék, ackoliv piesné role vSech bu-
nécnych typu dosud nejsou jasné. Diilezité jsou vzajemné interakce mezi témito bunikami. Ve
vSech formach astmatu prevazuji buriky aktivovanych eosinofili, mastocyti a T helper bunék.

U bézného astmatu existuje identicky zanét bez atopie (189).

Dalsi dilezit¢ bunky, mastocyty jsou dilezité v zahajovani akutni bronchokonstrikéni
odezvy k alergenu a pravdépodobné i k ostatnim nepfimym stimultim, takovym jako cviceni
a hyperventilace (cestou osmolarity nebo termalnich zmén). Mastocyty taktéz sekretuji cy-
tokiny, jako IL 4, které mohou byt zahrnuty do alergické reakce. Role mastocytl
V chronickém zanétu vsak jesté neni zcela jasna. Jsou aktivovany alergenem, a to mechanis-
mem zavislym na IgE. Vyznam IgE v patofyziologii astmatu potvrzuji studie, které zkouma-
ji humanizované anti IgE protilatky blokujici IgE mediované efekty (4). Anti IgE protilatky se
odrazeji v redukci cirkulujiciho IgE.

Makrofagy, které pochazeji z krevnich monocytt, piechazeji u astmatu do dechovych
cest. Aktivuji se alergenem cestou nizko afinniho IgE receptoru a mohou byt taktéz inhibova-
ny anti IgE terapii. Enormni repertoar makrofagi umozni témto buiikdm produkovat mnoho
odli$nych produkti, véetné Sirokého rozsahu cytokint, které mohou zplsobit zanétlivou ode-
zvu. Makrofagy maji schopnost ¢asteéné iniciovat typ zanétlivé odezvy cestou vypusténi urci-

tého vzoru zanétlivych mediatort. V zavislosti na stimulu mohou makrofagy jak zvySovat, tak
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1 snizovat intenzitu zanétu. Na funkce lymfocytii maji alveolarni makrofagy supresivni efekt,
ale to mize zhorsit astma po alergenové expozici. Makrofagy mohou byt rovnéz antigenem
prezentujici buniky, které ptipravi alergen k prezentaci T lymfocytim, ac¢koliv alveolarni mak-
rofagy jsou daleko méné efektivni Vv této Cinnosti nez makrofagy zjinych mist, napf.
Z peritonea.

Dendritické bunky se vyskytuji v epitelu dechovych cest, maji podobné vlastnosti jako
makrofagy a mohou hrat velmi dulezitou roli v iniciaci alergen indukované odpovédi
u astmatu. Dendritické buiiky navazi alergeny, pfetvoii je na peptidy a migruji do lokalnich
lymfatickych uzlin, kde prezentuji alergenni peptidy neimunokompromitovanym
T lymfocytiim k naprogramovani produkce alergen specifickych T bun¢k.

Eosinofilni infiltrace ptedstavuje charakteristicky rys astmatickych dechovych cest
a odliSuje astma od ostatnich zanétlivych procestt dechovych cest. Inhalace alergenu vede
K hrani¢énimu zvySeni ecosinofili v bronchoalveolarni lavazi. Mezi poctem eosinofili
v periferni krvi nebo bronchoalveoldrni lavazi a bronchialni hyperreaktivitou existuje urcity
stupenn korelace. Uvolnénim basélnich proteinti a kyslikovych volnych radikalt ptispivaji
eosinofily k rozvoji bronchialni hyperreaktivity. Eosinofily jsou derivovany z prekursori
kostni dien¢ a jejich produkce je zavisla na cytokinu IL 5. Po alergenové expozici se eosinofi-
ly objevi v BAL tekutiné, pak dochazi k poklesu poétu eosinofila v periferii a k vyplaveni
eosinofilnich ptredchiidct do cirkulace. Signalem pro zvyseni eosinofilni produkce je zanét
v dechovych cestach. Vycestovani eosinofili zpoc¢atku zahrnuje jejich adhezi na endotelie
v cirkulaci dechovych cest, jejich migraci do submukozy a jejich postupnou aktivaci.

Role neutrofilti v astmatu je méné jasna. Neutrofily byly nalezeny v dechovych cestach
pacientt s CHOPN a cystickou fibrozou, které nemaji stupen bronchidlni hyperreaktivity.
Objevuji se také v dechovych cestach pacient s chronickym astmatem a ve velkém mnozstvi
se vyskytuji i v dechovych cestach pacientt, ktefi na astma nahle zemieli. ZvySeny pocet ne-
utrofild se také naléza v indukovaném sputu z dechovych cest tézkych astmatikt. Zatim ne-
vime, zda jsou tyto bunky pfitomny diky vysokym davkam inhalovanych steroidi, nebo pfi-
spivaji k patofyziologii téZkého astmatu. Diky uvolnéni specifickych cytokinti hraji
T lymfocyty stézejni roli v zanétlivé odpovédi u astmatu. Nasledné dojde k migraci eosinofila
a k vyskytu mastocytti v dechovych cestach.

T lymfocyty maji za ukol expresi a rozpoznavani mnozstvi cytokind, jako jsou IL 4, 5
alLo.

Rovnovahu mezi buiitkami Th 1 a Th 2 mohou ovliviiovat uvolnéné cytokiny (IL 12), od-

vozené z dendritickych bunék a mikrofagu, které upravuji rovnovahu ve prospéch Th 1 bunék
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a IL 4, ktery sméfuje k Th 2 bunikam. Casna infekce mize vyvolavat Th 1 mediovanou odpo-
véd’ a infekce v détstvi spolu s atopickymi nemocemi mohou spoustét Th 2 odpoved’ (185).

Protoze diive bylo obtizné detekovat basofily imunocytochemicky, zustava jejich role
u astmatu stale nejasna. S pouzitim specifického markeru bylo v dechovych cestach astmatic-
kych pacientti dokumentovano malé zvySeni basofill, jejichz pocet se jesté zvétsil po alerge-
nové expozici. Tyto buiiky byly pievySeny eosinofily.

Strukturalni buniky dechovych cest, vcetné epitelii, fibroblastii a hladkych svalti decho-
vych cest, predstavuji dulezity zdroj zanétlivych mediatori, podobné jako cytokiny a lipidové
mediatory u astmatu. ProtoZe strukturdlni buiiky svym poctem vyrazné prevysuji pocCty zanét-
livych bunék, mohou byt hlavni zasobou mediatorti, fidicich chronicky zanét v astmatickych
dychacich cestach. Epitelialni buiiky maji navic klicovou roli v ptepisu inhalovanych envi-
ronmentalnich signalti do zanétlivé odpoveédi dechovych cest a jsou pravdépodobné cilovymi

buiikami pro inhalované kortikoidy.

Zanétlivé mediatory

Do patogeneze astmatu se zapojuje mnoho raznych medidtora, které pisobi na dechové
cesty a spole¢né pak piedkladaji patologicky obraz astmatu (35).

Mediatory jako histamin, prostaglandiny, leukotrieny, bradykininy a endoteliny zptlisobuji
kontrakci hladkych svalii dechovych cest, zvySuji mikrovaskularni prostupnost, sekreci hlenu
v dechovych cestach a ovliviuji ostatni zanétlivé cesty.

Cysteinylové leukotrieny LTC4, LTD4 a LTE4 piedstavuji silné konstriktory lidskych de-
chovych cest, zvysSuji bronchialni hyperreaktivitu a hraji dulezitou roli v astmatu. Rozvoj
G¢innych antileukotrient nyni zvysil moZnost hodnotit roli téchto mediatort v astmatu. Ugin-
ni LTD4 antagonisté redukuji namahou a alergenem indukovanou bronchokonstrikci
a chronicka 1écba zlepSuje plicni funkce i symptomy u astmatickych pacientli, atkoliv stupen
zlepSeni neni az tak velky, jako je vidét u inhala¢nich kortikosteroida.

Cytokiny jsou diilezit¢ v chronickém zanétu astmatu a hraji kritickou roli v fizeni povahy
alergické zanétlivé odpovédi (199). Mnohé zanétlivé buiky (makrofagy, mastocyty, lymfocy-
ty) jsou schopné syntetizovat a uvolnovat tyto proteiny a strukturalni buriky jako epitelie de-
chovych cest. Buiiky hladké svaloviny a endotelie mohou také uvolnovat fadu cytokini a mo-
hou participovat v chronické zanétlivé odpovédi. Zatimco zanétlivé mediatory jako histamin
a leukotrieny jsou dilezité v akutni a subakutni odpovédi a v exacerbacich astmatu, cytokiny

hraji dominantni roli v chronickém zanétu.
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Cytokiny, které jsou dulezité v astmatu v¢etné lymfokint tvofenych Th 2 bunkami: IL 4,
ktery je kriticky v presmyku B lymfocytt k produkci IgE, pro expresi VCAM 1 na endoteliél-
nich bunikéch a pro indukci diferenciace Th 2 bunék IL 13, ktery hraje podobné pro IL 4 na
IgE pfesmyk a IL 5, ktery je dulezity pro diferenciaci eosinofild. Vysadni pozice IL 5
v eosinofilii potvrdilo pouziti IL 5 protilatek u astmatickych pacientd.

Daldi Th 2 cytokin IL 9 muze hrat kritickou roli v zcitlivéni odezvy na cytokiny IL 4
alL5.

Ostatni cytokiny (IL 1 beta a tumor nekrosis faktor alfa) hraji dulezitou roli v amplifikaci
zanétlivé odpovédi u astmatu a jsou uvolnovany ziady bunék, vcéetné makrofaga

a epitelialnich bunék.

Oxidativni stres

Podobné jako u vSech zanétlivych nemoci je i u astmatu zvySen oxidativni stres a aktivuje
zanétlivé bunky jako makrofagy a eosinofily k produkci reaktivnich kyslikovych sloucenin.
Diikkaz pro zvySeni oxidativniho stresu u astmatu je potvrzen zvySenim koncentraci
8- isoprostanu (produkti oxidované kyseliny arachidonové) a peroxidu vodiku (227) ve vyde-
chovaném vzduchu astmatickych pacientd. Zvyseni oxidativniho stresu z4visi na tizi nemoci,

muze zmnozit zdnétlivou odpovéd’ a redukovat odezvu na kortikoidy.

Oxid dusnaty

NO je produkovan riznymi buitkami v dechovych cestdch syntetdzami NO. Inducibilni
forma enzymu (iNOS) je produkovana v epitelialnich bunkach astmatickych pacientd a mtze
byt indukovana cytokiny v bunikach dechovych cest in vitro. Toto mize pfispét pro zvyseni
koncentrace NO ve vydechovaném vzduchu u nelécenych astmatickych pacientt (227). Sa-
motny NO je vyrazny vazodilatator a to muze zvysit exudaci plazmy do dechovych cest
amuze také zmnozit Th 2 lymfocyty mediovanou odpovéd a zesilit a prolongovat preziti
eosinofilti. Kombinace zvySeného oxidativniho stresu a NO mize vést k formaci aktivnich
radikala peroxynitritu, které mohou byt vysledkem nitrosylace proteinti v dechovych cestach.

Chronické zanétliva odpovéd’ ma nékolik efektl na cilové buiikky dechovych cest, které se

odrazeji v charakteristickych patofyziologickych zménach spojenych s astmatem.
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Zanét dechovych cest

Astma charakterizuje zanét v dechovych cestach. Piedchozi guidelines pro astma obhajo-
valy terapie, které se snazily 1€Cit zanét u astmatu inhalaci steroidi. Astmaticky zanét je tra-
di¢né spojovan s Th 2 lymfocytarnimi cytokiny jako IL 4. Interferon gama (Th | cytokin) vede
k hyperreaktivit¢ u astmatu (173, 62, 167).

Viry také zpusobuji zanct v dechovych cestach a jsou Castou pficinou exacerbace astmatu.
NOS 2 je indukovana v epitelu dechovych cest respiraénimi viry, véetné chiipky, parainfluen-
zy, RS viry aj.

Virus chiipky zpisobuje vyraznou morbiditu a mortalitu v lidské populaci. Jeho klinicka
odezva je rozdilnd, od symptomatické infekce pfes rymy az k virové pneumonii. Ackoliv jsou
faktory urcujici tizi virové nemoci komplexni, interakce mezi inherentnimi virovymi ¢astice-
mi a hostitelovou bunéénou odpovédi urcuje prabeéh a zavér nemoci. K prvnimu kontakt viru
s hostitelem dochazi v epiteli dechovych cest, ktery je zaroven hlavnim cilem infekce. Epiteli-
alni bunky v mukoznim povrchu dechovych cest maji fadu zanétlivych a imunitnich obran-
nych mechanismi jak bojovat s virem, v¢etné exprese cytokinu s chemoaktivnimi a prozanét-
livymi funkcemi (404, 169).

NO produkovany NOS 2 ma zietelnou antivirovou aktivitu proti fadé vira (219), diky to-
xickym reaktivnim dusikovym mezisloueninam se vSak také spolupodili na zanétu

a poskozeni dechovych cest (404, 11).

Jak4 je reakce oxidu dusnatého v astmatickych dechovych cestach?

Dynamika metabolismu NO béhem astmatické odpovédi predpokladd multifunkeni roli
NO v dychacich cestach. U vSech astmatiki se béhem deseti minut po antigenem indukované
astmatické odpovédi dusi¢nany zvysuji hrani¢né, kdezto dusitany nebo nitrosothioly se neme-
ni, dokonce ani nejevi tendence ke sniZeni. Po 48 hodinach po antigenem indukované astma-
tické odpovédi jsou vSechny tii slozky zietelné zvysSené. Na zaklad¢ téchto pozorovani lze
konstatovat, ze NO muze mit poSkozujici efekt, ale ma také protektivni roli v astmatické od-
povedi.

Oproti exhalatu nekufdkli obsahuje vydechovany vzduch u astmatik vyssi hladiny NO
(333).

I kdyZ neni role NO u astmatu zcela jasna, lze ptedpokladat, Ze NO relaxuje bronchialni

hladké svalstvo a vede tak k bronchodilataci. RovnéZ inhibuje prozanétlivé signaly (371)

25



a podili se na zan¢tu dechovych cest, které poSkozuje skrze formaci toxickych reaktivnich
sloucenin dusiku (421). Pasobeni NO jako molekuly je zavislé na jeho koncentraci a spojeni
s ostatnimi biomolekulami a proteiny (102). NO je vysoce reaktivni molekula a vydechovany
NO reprezentuje jenom frakci totalniho objemu NO v plicich. NO reaguje s kyslikem nebo
reaktivnimi kyslikovymi slou¢eninami a formuje oxidativni produkty jako dusitany, dusi¢na-
ny aj. (371).

NO nebo reaktivni nitroslouceniny (RNS) mohou vést k nitraci tyrozinovych zbytkl
v proteinech, nebo nitrosylaci s vysledkem formovani S nitrosothiolti (SNO). Vsechny reakéni
produkty NO jsou pfitomny v plicnich tekutinach (371).

Expozice alergenim dechovych cest byla pouZita jako experimentalni model studie me-
chanismu mediatort, které vedly k astmatické reakci a zanétu v dechovych cestach. Expozice
astmatikli vyhrazenym antigenim se odrazi v okamzité astmatické odpovéedi prichazejici bé-
hem minut a podobn¢ v prolongované pozdni odpovédi.

OkamZita odezva je spojena s uvolnénim bronchokonstrikénich mediatorti a ROS, pozdni

odezva se ztlusténim mukosy dechovych cest edémem a influxem zanétlivych bunék.

Jaka je hladina NO a jak se méni metabolitové hladiny NO pred antigenovou expozici

a po ni?

Plicni hladiny NO v plynové fazi dosahnou stadia steady state. Zakladni hladina NO
u astmatikl je vyS$i nez u kontrol. Za deset minut po antigenove stimulaci je hladina NO
U obou pozorovanych skupin pfiblizné stejna, i kdyz u astmatickych subjektti ma malou ten-
denci ke zvySeni. Za 48 hodin po antigenové stimulaci se u astmatikli intraplicni NO zvySuje

dvakrat, kdezZto u kontrol k takovému zvysSeni nedochazi.

Dusitany, dusi¢nany a nitrosothioly v tekutiné BAL

Reaktivni dusikaté produkty se u astmatikii také zvysuji, ale ne u kontrol po stimulaci
alergenem. Hlavnim produktem NO u zdravych osob jsou dusitany, zatimco dusi¢nany jsou
predominantni v BAL u astmatikti. Dusi¢nany v BAL u astmatikti stoupaji béhem deseti mi-
nut po stimulaci alergenem. Jejich hodnoty se v pribéhu 48 hodin jesté vyrazné zvysi, ale po
této dob¢ se uz k vyrazné zmén¢ nedochazi (101).

Klic¢ovy rozdil mezi astmatiky a kontrolou je, Ze NO u astmatickych plic je vysSi nez

u kontrol v basalnim stavu a zvySuje se béhem nékolika minut po expozici alergenu.
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Pfi znalostech chemie NO a reakcich tohoto plynu v dolnich dechovych cestach u pacienti
astmatikti (65) muZeme konstruovat model déju v astmatickych dechovych cestach a pro-
zkoumat patofyziologické cesty, které mohou piispét k dé¢jaim s NO3 u astmatikd.

V plicich dusi¢nany reaguji s oxyhemoglobinem. Ackoliv je koncentrace oxyhemoglobinu
u zdravych vysetifovanych dobrovolnikli a dobie kontrolovanych astmatiktli stejna, miize dojit
u astmatickych plic v klidovém stavu ke zvysené tvorbé dusi¢nant (153).

ZvySeni NO béhem okamzité astmatické odpoveédi dokazuje, ze tato patofyziogicka cesta

neni ptiivodcem rychlého vzestupu dusi¢nand.

Jak vznikaji dusitany?

Reakce NO a O2 je relativné velmi pomala ve srovnani s rychlou spotiebou NO superoxi-
dem (79). Nékteré frakce NO in vivo reaguji s molekularnim kyslikem a transformuji se na
dusitany. Zatimco dusi¢énany mohou vznikat z dimerizace dusitant k dosazeni N204 nésledo-
vané nitridaci vody s cilem poskytnuti NO2" a NO3’, neni to pravdépodobna cesta
v biologickych systémech, protoZze dusitany jsou formovany pomalu v koncentracich NO,

zjisténych in vivo (101).

SNO a NO

Zatimco Cetné studie ukazaly, Ze lidé stézkym astmatem maji v dolnich dechovych
cestach pfitomny nitrosothioly (SNO) (194), teprve ojedinéle bylo dolozeno, Ze SNO se nena-
chazi v dechovych cestach lehkych astmatiki, ktefi jsou dobfe kontrolovani. Nizké hladiny
SNO u astmatiki byly dokladem zvySeni katabolickych procest (111).

U neutrofili existuji enzymatické procesy umoziujici katabolismus nitrosothiolt (111),
ovSem neutrofily jsou v procentudlnim zastoupeni u astmatik pod 1 % buné¢k, u zdravych
kontrol rovnéZ tak a nezvySuji se signifikantné v 10 minutach po atace alergenu (436). Lze
tedy zatim pouze predpokladat, ze katabolismus SNO je akcelerovan i v stabilnim lehkém
astmatu, jako je potvrzen v t€zkém astmatu. Zajimavé je, ze SNO se upravuje k normalu az
béhem pozdni astmatické odpovédi. SNO mohou byt formovany v plicich organickymi
i anorganickymi reakcemi. NO, pfitomny ve vysokych hladinach v astmatickych cestach
(153), se mize spolupodilet na vzniku SNO za podminek dostatku glutathionu (371). Peroxy-
nitrity pak mohou byt nosi¢em vysokych thiolovych koncentraci (382).

27



Reakce mezi kyslikem, superoxidem a NO mohou také formovat v prostfedi astmatickych
dychacich cest nitridujici slouceniny. Patofyziologické procesy ovliviiyjici tvorbu SNO, jsou
zavislé na kysliku a jejich formace jde cestou tzv. thiolové autooxidace (126). AvSak fakt, Ze
zvySeni SNO je az béhem pozdni astmatické odezvy a ne v akutni odezvé, zdivodnuje me-
chanismus tvorby téchto slouCenin, ktera ziejme miize zaviset na aktivaci zanétlivych bunek,
anebo enzymatickych procest, napt. ¢innosti peroxidaz (436). Pies to vSechno tyto nalezy
podporuji, ze piichazejici zanét reguluje katabolismus SNO v lehkém astmatu, ale Ze tvorba
SNO je ovlivnéna katabolismem v pozdni astmatické odpovédi.

Koncentrace NO tedy stoupa béhem pozdni astmatické odpovédi (296). NO je endogenné
produkovan v plicich syntetaizami NO (153). Ze tii enzymi NOS 2 exprese je regulovana
primarné cytokiny. Tak zesileni genové exprese NOS 2 v bunikach epitelu dychacich cest se
objevuje od 8 do 24 hodin po expozici interferonu gama in vitro (148). ZvySeni hladiny NO
béhem pozdni astmatické odpovédi je tedy v souladu se zvySenim genove exprese NOS 2

diky cytokinim produkovanym buitkami z antigenem iritovanych dechovych cest.

Dalsi markery aktivity nemoci

MnozZstvi slou¢enin dosahuje jiz nékolik stovek. Jak jiz byly vzpomenuty leukotrieny- me-
tabolity arachidonové kyseliny, které provadéji vasokonstrikei a pisobi jako prozanétlivé me-
diatory. Cysteinylové leukotrieny LTC4, LTD4 a LTE4 jsou tvofeny piedev§im mastocyty
a eozinofily a mohou zpiisobit kontrakci hladkych svalti dychacich cest, exsudaci plazmy
a zvySenou hlenovou sekreci. V kontrastu LTB4 ma vyraznou aktivitu podporujici chemotaxi
neutrofilti. Hladiny téchto slou¢enin jiz byly v kondenzatu popsany.

Zaveérem lze fici, ze reakce NO v astmatickych dechovych cestach piedpokladaji vyrazné
relevantni biologické funkce pro NO v dechovych cestach. NO rychle konzumuje cytotoxické
reaktivni kyslikové slouceniny produkované béhem okamzité astmatické odpovédi.

Reaktivni produkty — peroxynitrity jsou daleko méné reaktivni nez superoxidy, coz vede
k akumulaci produktd dusi¢nant. Tato akutni detoxikaéni role pro NO je podporovana zviie-
cimi modely astmatu, u nichz inhibice syntézy NO vede ke zhorSeni toxické reakce na puso-
beni alergenu. Nitrosylacni reakce nejdiive dominuje béhem pozdni astmatické odpovédi
s akumulaci SNO, kterd je pfedpokladéna jako bezpecnostni zdsobnik pro uchovéavani toxic-
kych NO derivata (126). Zatimco NO muzZe mit v dechovych cestach i skodlivy efekt, pravé
dynamika hladiny NO u chemickych procesti v astmatickych cestach predpoklada, ze NO

muze také slouzit jako ochrana v astmatické odpovédi.
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Dalsim relativné zajimavym markerem zanétu v astmatickych cestach je pH kondenzatu
vydechovaného vzduchu. Je méfitelné a stabilni po tzv. deaeraci s argonem a byva stfedné
alkalické u zdravych jedinci. V kontrastu u pacientu sastmatem kondenzét je acidicky
a normalizuje se béhem kortikosteroidni terapie. Lidské epitelie dechovych cest odpovidaji na
extracelularni zmény kyselin zvySenou aktivitou glutaminazy, coz vede k uvolnéni amoniaku.
Tento proces slouzi jako udrzeni pH, coz mlze byt dysregulovano prozanétlivymi cytokiny,
umoziujici snizeni pH dechovych cest u zanétlivych onemocnéni dechovych cest. Méteni pH
a amoniaku dechového kondenzatu umoziuje jednoduchou neinvazivni cestu sledovani bio-
chemickych procesti odpovidajici plicnim onemocnénim u lidi.

Nebulizovana kyselinova iritace do dechovych cest je pouZivana ve vyzkumu k indukci
bronchokonstrikce, kasle a vyvolani zmén plicnich funkci (434). Gastroezofagealni reflux je
pricinné spojen s chronickymi astmatickymi ptiznaky mechanismem mikroaspiraci kyselé
zaludecni tekutiny (205). Inhalace kyselé mlhoviny byla popséana jako riziko pro hospitalizaci
u astmatika, bronchiélni hyperreaktivitu a snizeni plicnich funkci (405). V procesu objasnéni
potencialnich nezddoucich efektli kyselé¢ho insultu vyzkumnici identifikovali, ze kyselé pH
dechovych cest (27) zmensuje funkci fasinek (274), zptusobuje ztratu epitelii (184) a zhorsuje
viskositu hlenu (183).

PH kondenzéatu je kyselé predevSim béhem akutni exacerbace astmatu s pH cca 5,2
a stoupd k normalu — pH 7,7 béhem ustupu pfiznakl se systematickou kortikoidni 1é¢bou
(192). Subjekty se stabilnim astmatem maji normalni pH. Nabizi se moZnost, Ze pokles pH
mize byt predisponujicim faktorem exacerbace astmatu a nevyrovnatost acidobasie decho-
vych cest miize se spolupodilet na patofyziologii astmatu.

Mg¢teni pH je vysoce reprodukovatelné s koeficientem variace 4 % mezi zdravymi subjek-
ty. Délka sbéru kondenzatu signifikantné neovlivituje pH. Vzorky mohou byt ponechany pii-
kryty pii pokojové teploté¢ mésic beze zmény pH. Minimalni zvySeni, které se objevilo u ast-
matickych subjektl pti pokojové teploté mize mit vztah ke ztraté protonti nitritim, formovani
kyseliny dusi¢né a anorganické generovani oxidu dusnatého. Vzorky zmrazené na -80 °C maji
reproduktibilni hodnotu pH po letech skladovani. Transport a skladovani nezmrazenych vzor-
kt neni hodnocen jako bariera reprodukovatelnosti vySetfeni a hodnoceni pH. Maly efekt slin
na pH kondenzétu je pfedpoklddan diky tomu, Ze je zde prichod vzduchu dutinou ustni.
Avsak pH slin odebranych vzorku nekoreluje s EBC pH (192) a vyzkouSena experimentalni

acidifikace slin kyselinou citronovou jen minimalné ovlivni pH EBC (423). Slinna amylaza ve
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vzorcich ptfedpoklada kontaminaci. Moznost ovlivnéni pH kondenzétu jidlem nebyla dosud

dosetfena.

Role amoniaku v neutralizaci kyselin dychacich cest

Anatomické zasoby amoniaku v dechovych cestach jsou zatim nejasné, ale je jasné, Ze jak
horni, tak dolni cesty dychaci se podileji na exhalaci amoniaku. Alveoly se zfejmé spolupodi-
leji na objemu amoniaku v dechovych cestach dopliiovanim plynného amoniaku z plazmy.
Amoniak je tvofen bakteridlnimi uredzami v dutiné Gstni (55) a je ziejmé, ze v epiteliich de-
chovych cest je i vyrazna glutaminazova aktivita.

Aktivita glutaminazy je regulovana smérem dolti kombinaci zanétlivych cytokinti interfe-
ronu gama a tumor nekrosis faktoru alfa. Imunohistochemicky je prokazano, ze glutaminaza
je vysoce exprimovana v dechovych cestach in vivo u zdravych subjektd, malo je exprimova-
na u pacientl s akutni exacerbaci astmatu a jeji tvorba se zvysuje po podani systemovych kor-
tikoida (372).

Amoniak muze byt méfen ve vydechovaném vzduchu v plynné fazi selektivnim iontovym
pratokovym spektroskopem.

Byly zjistény deficience v kondenzatu u hladin amoniaku, které se objevily pfi akutni exa-
cerbaci. Stfedni koncentrace amoniaku v kondenzatu byla 10x niz§i ve vzorcich od akutné
nemocnych astmatiki nez od kontrol. U mnoha akutné nemocnych astmatickych pacientt je
amoniak v EBC nedetekovatelny. Logaritmus koncentrace amoniakovych ionti koreluje
s mefenim pH. Toto sledovéani jednoduché, reproducibilni, dokonce i po delsim skladovani
v pokojové teploté.

Vzhledem K nestabilit¢ hladin biomarkeri kondenzatu se jednoduchost métfeni pH

a amoniaku ukazuje jako velmi perspektivni.

Role HCO3 a CO2 a pH v chemii kondenzatu vydechovaného vzduchu

Oxid uhli¢ity a hydrogenuhli¢itan jsou pfitomny v EBC a jako vSechny kyseliny a base
ovlivituji pH. Oxid uhli¢ity muze difundovat do a ven z kondenzatu v zavislosti na teplot¢,
pH, povrchovém napéti a tlaku CO2. Je t&€Zké sledovat stabilni hodnoceni pH v pufrovaném
EBC bez kontrol hladiny oxidu uhli¢itého. Méfeni pH a amoniakalnich hladin v kondenzatu
vydechovaného vzduchu zajistuje méteni zasadnich charakteristik dechovych cest, které uka-

zuji hrani¢ni odchylky béhem akutniho astmatu. Tato sledovani jsou snadno predvidatelna
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a stabilni béhem casové delsiho skladovani. Ac¢koliv koncentrace vydechovaného amoniaku
muze byt ovlivnéna pH slin, pH kondenzatu neni signifikantné¢ ovlivnéno. Nizké hladiny na-
lezené béhem astmatickych exacerbaci nemohou byt vysvétleny ventilatnimi parametry, ale

mohou byt vysledkem selhani pH homeostatickych mechanismii dechovych cest.

Monitoring astmatu

rrrrr

zde zadny jednoduchy test, ktery by mohl byt pouzit ke kvantifikaci zanétu v dychacich
cestach.

odpovéd’ prichazi lokalné v dechovych cestach. Eosinofily v indukovaném sputu pochazi vice
z proximanich, nez malych dechovych cest (341). Je jasné, Ze odlisné ukazatele zanétu dycha-
cich cest mohou byt vyuzity spolecné k monitoringu astmatu (239). Vydechovany NO muze
také k spontanni (294), anebo steroidy indukované redukci (228). Je zde nedostatek dlouhotr-
vajicich studii vydechovaného NO, spolecné s ostatnimi markery zanétu dechovych cest ve
sputu a vydechovaném kondenzétu, plicnich funkci a symptomt. Vydechovany NO se chova
jako marker rychlé odezvy, ktery je extrémné citlivy na 1écbu steroidy, a mize byt signifi-
kantné redukovan po 6 hodinach po osamocené 1é¢bé nebulizovanymi kortikosteroidy (234)
nebo po 2-3 denni 1é¢bé inhalovanymi kortikosteroidy (230), dosahujici maximéalniho efektu
po 2—4 tydnech 1écby (230).

Dutlezitd véc v 1écbe astmatu je zabranit pfedimenzované 1é€bé pacientl steroidy. Vysoka
citlivost vydechovaného NO na 1é¢bu steroidy je vyhoda. Vyssi davky inhalovanych steroid
nejsou vzdy nezbytné k zlepSeni kontrol astmatu, i v lehkém persistujicim astmatu (234). Na
davce zavisla redukce ve vydechovaném NO byla demonstrovana a zlepSeni symptomi ast-
matu u lehkych astmatikt nasledujici po 1é¢bé nizkymi davkami inhalovanych steroidi (226),
kde byla pozorovana redukce v poctu eosinofili ve sputu a celkové zlepSeni symptomi jen po
vys$ich davkach steroida (209). To predpoklada, Ze hladiny vydechovaného NO mohou byt
velmi citlivé k detekci toho, zda je zanét adekvatné kontrolovan (234).

Ackoliv vydechované hladiny NO jsou normdlni u pacientl se stiedn¢ tézkym astmatem
léCenym steroidy (229), zvySené hladiny byly pozorovany u pacientl s tézkym astmatem

i ptes 1é¢bu oralnimi steroidy (397). Individualni hladiny NO, stejné jako individualni vyde-
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chové rychlosti musi byt stabilizované a monitorované a kdyz hladiny jsou nad nebo pod jas-
nou referencni hladinou, steroidni 1é¢ba by méla byt redukovéana nebo posilena.

Srovnatelna vyhoda vydechovaného NO je, ze jeho hladiny se mohou zvysit pted jakou-
koliv signifikantni zménou v ostatnich parametrech, tak jako v plicnich funkcich
a eosinofilech ve sputu a coz muze také slouzit jako brzké varovani pied ztratou kontroly
(244) tak, Ze vydechované hladiny NO stoupaji 0 40 % a 100 % po 2 a 4 tydnech, respektive
nasleduji redukeci steroidni 1é¢by (244) a toto zvySeni u hladin vydechovaného NO je spojeno
se zhorSenim plicnich funkci a symptomt astmatu.

Zmény v eosinofilech nasledujici po redukei steroidd jsou pomalé (208). Prospektivni stu-
die, které hodnoti astmatické exacerbace béhem casu, kdy je NO pouzit jako rozhodujici bod
pro modifikaci inhala¢ni kortikosteroidni 1é¢by, bude potieba hodnotit hladinu vydechované-
ho NO jako uzitecnou cestu monitorovani astmatu.

Systémové kortikosteroidy nemaji zadny efekt na vydechovany NO u normalnich subjek-

ta, ale snizuji jejich hladiny u pacientt s astmatem (294).

Dechovy kondenzat

Rada net&kavych slougenin, véetné proteintl, byla v dechovém kondenzétu detekovana.

Peroxid vodiku

Peroxid vodiku byl detekovan v kondenzatu vydechovaného vzduchu u zdravych dospé-
Iych i déti, oviem se zvySenou koncentraci u astmatu (16). Neni zde viak Zadna korelace mezi
hladinami vydechovaného peroxidu a vékem, pohlavim anebo plicnimi funkcemi u zdravych
déti (212), jakkoliv koncentrace vydechovaného peroxidu vodiku je ve vztahu k po¢tu eosino-
filt a hyperreaktivité dechovych cest u astmatu a je elevovana u tézkého nestabilniho astmatu
i kdyz vydechovany NO je signifikantné snizen po 1écbé steroidy (186). To ziejmé souvisi
s faktem, Ze neutrofily, dtlezité v tézkém astmatu, generuji vy$$i objem superoxidovych radi-
kalu a také peroxidu vodiku (15).

AstmatiCti pacienti rovnéz vydechuji signifikantné vyssi hladiny kyseliny thiobarbiturové

a jejich reaktivnich produktu, které tak nepfimo odrazeji zvyseni oxidativniho stresu (16).
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Leukotrieny

Leukotrieny (LTs) — skupina lipidovych mediatort derivovanych z arachidonové kyseliny
cestou 5 lipooxygendzovych patofyziologickych cest jsou potencialni konstriktory
a proinflama¢ni mediatory, které¢ se podili na patofyziologii astmatu. Stanovitelné hladiny
LTB4, C4, D4, E4 a F4 byly popsany v kondenzatu vydechovaného vzduchu astmatikt
I normalnich subjektt (41).

Elevovane hladiny LTB4 v kondenzatu byly nalezeny u zdravych telat béhem experimen-
talni hrudni infekce (349).

Zkousi se méfit leukotrieny v moci a zvySené hladiny LTE4 byly popsany u nékterych
astmatickych pacientt, ale nejsou konzistentné zvysené po expozici alergenem (104). Alerge-
novéa provokace zvysSuje koncentrace LTC4 a LTE4 v BAL a v mo¢i béhem brzké a pozdni
astmatické odpovédi (349). Avsak méfeni mediatori dechovych cest v moci je problematické
diky diluci plicemi derivovaného signalu a jeho fedénim v exkretu. ZvySené hladiny LTE4
byly rovnéz nalezeny v indukovaném sputu béhem pozdni odezvy na alergen u pacientti
s lehkym astmatem (280). U lehkych astmatickych pacientd hladiny LTE4 LTC4 a LTD4
V kondenzatu jsou po expozici alergenu zvysSeny az béhem pozdni astmatické odpovéedi. Hla-
diny leukotrientt LTE4, C4, D4 v dechovém kondenzatu jsou elevovany signifikantné u paci-
entl s stiedné téZkym a t€Zkym astmatem (165) a vysazeni steroidi u té¢zkého astmatu vede ke
zhorSeni astmatu a naslednému zvyseni vydechovaného NO a zvyseni koncentraci LTB4,CDE
4 ve vydechovaném kondenzatu (166).

U sezonni alergické rymy u pacientii nekurdkli bez astmatu zvySeni hladiny leukotrienti

LTB4 a E4 popsali i ¢esti autofi (82).

Isoprostany

Isoprostany jsou nova tiida prostanoidi formovanych volnymi radikély cestou katalyzo-
vané lipidove peroxidace kyseliny arachidonové (307).

Jsou nejdiive esterifikovany jako membranové fosfolipidy, z niZ jsou rozstépeny fosfoli-
pazou A2 a cirkuluji vplazmé, jsou vyluCovany moc¢i a mohou byt detekovany v EBC
a Vv BAL. Jejich formace je nezavisla na COX | a COX 2. Mohou byt detekovany ELISA me-
todou (305). F2 isoprostany jsou hlavnimi kandidaty pro méfeni oxidativniho stresu in vivo.
Jsou to stabilni slouceniny, detekabilni ve vSech normalnich biologickych tekutinach

a tkanich (355) a jejich formovani je zvySeno systematickych oxidativnim stresem napf.
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u pacientu s diabetem (306), nebo ARDS (60). F2 isoprostany jsou redukovany antioxidanty,
napft. alfa lipoidni kyselinou u normalnich subjektt (288).

Relativni nedostatek efektu kortikosteroidii na vydechovany 8 izoprostan byl porovnavan
v placebem kontrolované studii s dvéma odliSnymi davkami inhalovanych steroidd (226)
a piinasi dikaz, ze inhalované kortikosteroidy nemusi byt vzdy velmi efektivni v redukci oxi-
dativniho stresu. Vydechované isoprostany ovsem dle této prace mohou lépe odrazet aktivitu
nemoci nez vydechovany NO.

Nitrosothioly jsou formovany interakci oxidu dusnatého NO s glutathionem. Nitrosothioly
byly prokézany v fadé¢ studii v kondenzatu vydechovaného vzduchu zdravych subjektt a jsou
zvySeny u zanétlivych nemoci dychacich cest (astma, CHOPN, i cysticka fibréza). Jejich kon-
centrace se méni v zavislosti na tizi nemoci a méfeni se rovnéz nabizi jako neinvazivni marker
dynamiky onemocnéni (72).

Elektrolyty jsou dalSim, snadno diagnostikovatelnym markerem.

Deficit magnezia, stejné¢ tak i zvySena hladina vapniku byly popsany v kondenzatu
u atopického astmatu. Pii evidentni bronchodilataci po podéani intravenozniho magnezia

u tézkého astmatu se rovnéz nabizi vyuziti hladiny Mg jako markeru astmatu (108).

Méreni vydechovaného NO

Vydechovany NO je obvykle méfen chemiluminiscenci, ktera utilizuje fotochemickou re-
akci mezi NO a ozonem generujicim se v analyzeru.Technika je citliva, specificka
a konfirmovana plynovou chromatografii a hmotnostni spektrometrii. Obé metody byly stan-
dardizovany, guidelines byly publikovany a jsou Siroce pouzivany (348). Standardizace metod
umoziuje reprodukovatelnost méteni v klinickych laboratofich mezi jednotlivymi centry, tim,

Ze pripravily tento uzite¢ny test k monitoringu tize astmatu a odezvy na terapii.

Vztah NO hladin v tiZi astmatu a odezvy na l1é¢bu

Vydechovany NO je zvySen u astmatu (386) a koreluje s bronchialni hyperreaktivitou,
tj. provokaéni koncentraci, ktera zpusobuje 20% snizeni u FEVI pro histamin a metacholin
a navic cvi¢enim indukované astma je spojeno s vy$Simi hladinami NO. Dalsi studie ukazuiji,
Ze vydechovany NO Kkoreluje s eosinofily ve sputu , jistym markerem zanétu v dechovych

cestach.
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Invazivni studie pouZivajici bronchoalveolarni lavaz demonstruji, Ze NO koreluje se za-
nétlivymi markery v bronchoalveolarni lavazni tekutin€, vcetné poctu eosinofilt
a koncentrace cytokinl. Inhalované kortikosteroidy redukuji eosinofily a hladiny NO
chovany NO se zlepSenim plicnich funkci. Na druhé strané, stazeni kortikoidti vede ke zvyse-
ni vydechovaného NO u téchto pacienti, ktefi maji i zhorSeni plicnich funkci (386).

NO je zvySen u astmatu diky zvySené expresi NOS 2 v astmatickych cestach epitelialnich
bunc¢k. NOS 2 je subjekt predominantné transskripcné regulovan prozanétlivymi cytokiny
(156). NOS 2 mRNA exprese Vv epiteliich astmatickych dechovych cest je vyssi neZ u kontrol
in vivo, ale nezvySuje se u astmatikdl, ktefi brali inhala¢ni steroidy. Nékteré studie ukazaly, Ze
inhalaéni nebo intraven6zni kortikoidy redukuji vydechovany NO. In situ analyza astmatic-
kych dechovych cest predpoklada, ze NOS 2 exprese je redukovana kortikosteroidy, spole¢né
s redukci vydechovaného NO. Glukokortikoidy inhibuji expresi NOS 2 na mnoha Urovnich —
inhibici genu transkripce, redukci mRNA translace a zvySeni degradace NOS 2 proteint. Zvy-
Seni NOS 2 mRNA u astmatu, které je snizovano kortikosteroidy, podporuje Ze NOS 2 expre-

se a generovani NO je senzitivni méfitko zanétu v dechovych cestach.
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3 CHOPN

Biologie, diagnéza a management CHOPN

CHOPN pfredstavuje zdvazny medicinsky problém, jehoz 1é¢ba neni dosud uspokojiva.
Tato nemoc je charakterizovana abnormalnim zanétlivym procesem ve sténé dychacich cest
velkych i perifernich, stejné jako v parenchymu jako odezva na inhalaci zavaznych nox, pre-
devSim koufeni. Zanétlivy proces je charakterizovan zvySenim poctu makrofagl, neutrofilt
a T lymfocytl s predominanci CD8+ bunék. Zanétlivé mediatory hraji roli v CHOPN véetné
LTB4, IL 8 a TNF alfa. Zanétlivy proces v CHOPN je Castecn¢ odlisny od téhoz u astmatu
a vyzaduje do jisté miry odliSnou 1écbu. Diagnéza CHOPN by méla byt zvazovana u pacientti
s kaslem, produkci sputa, dusnosti a historii sou¢asného, nebo piedchoziho kouteni, nebo ex-
pozici rizikovym faktoriim. Diagnéza by méla byt doplnéna priikazem obstrukéni ventilaéni
poruchy na spirometru. Pfinosem pro pacienty by urcit¢ bylo zlepseni metod pro ¢asnou de-
tekci, hleda se nova medikace skrze cilenou farmakoterapii a dulezita je identifikace kufaka

s odvykaci 1écbou jako terapii CHOPN.

Zanét a CHOPN

Role zanétu v patogenezi CHOPN je velmi dulezitd. Chronicky zanét je piitomen
v dechovych cestach a plicnim parenchymu pacientil s timto onemocnénim, ac¢koliv kompletni
pribéh zanétu je dosud nejasny. Zanétlivy proces je z¢asti odliSny od astmatu zanétlivymi
bunikami, mediatory i zanétlivou odpovedi.

Koufeni cigaret indukuje zanétlivou odpovéd’ v dechovych cestdch a parenchymu kufaki
(311). Zanétlivé zmeény popsané u CHOPN jsou zékladem této odpovédi. Zanétliva odpoved
postihuje nejen dechové cesty, plicni parenchym, i plicni cévy (174). Makrofagy, T lymfocyty
a neutrofily jsou zmnoZeny v mnoha ¢astech plic. Aktivované zanétlivé bunky produkuji po-
cet mediatori — véetné leukotrientt B4, IL 8, TNF alfa a ostatnich, schopnych poskodit plicni
struktury. Kromé zanétu jsou zde dalsi procesy, dulezité v patogenezi CHOPN - dysbalance
proteindz a antiproteindz v plicich a oxidativni stres.

Zanétlivy proces u CHOPN se odliSuje tedy od procesu u astmatu v jiném zastoupeni za-

nétlivych bunék, zanétlivych mediatorech, zanétlivé odpovédi a odpovedi na 1écbu steroidy.
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Jak dokumentovat zanétlivou odpovéd’ u CHOPN

Plicni biopsie a riizna histologicka vysetieni patologickych vzorkl plic demonstrovaly za-
nétlivé zmény v dechovych cestich a plicnim parenchymu u pacientt s COPD (210).
V mukoze dechovych cest velkych i malych je zvySeni makrofagh a T lymfocytd, predevsim
CDS8 + T bungk.

Bronchoalveolarni lavdZ — BAL muze odrazet zanét v plicni periferii a je charakterizovana
hrani¢nim zvySenim poéti makrofagt a neutrofila (338).

Bronchialni biopsie ukazuje zvySeni makrofagi a T bunék, specialné CD8+ bunék (317).
Existuje také zvySeni poctu eosinofilll v dechovych cestach u nékterych pacientii s COPD,
prevazné u téch s akutni exacerbaci.

Indukované sputum, ziskané nebulizaci hypetonického roztoku ukazalo zvySeni totalniho
poctu bunéénych elementt a hlavné zvySeni makrofagi a neutrofilt (331). Byla nalezena in-

verzni korelace mezi proporci neutrofilt a FEVL

Zanétlivé markery v dechu

Byl zkouman vydechovany NO a bylo zjisténo zvyseni hladin u stabilni CHOPN a dalsi
zvySeni béhem exacerbaci. Hladiny vydechovaného CO jsou rovnéz zvySeny u pacientl
s CHOPN, ackoliv tato méfeni jsou ovlivnéna koufenim cigaret (295). Markery oxidativniho
stresu, véetné peroxidu vodiku a 8 isoprostanu jsou rovnéZz zvySeny ve vydechovaném kon-

denzatu pacientt s diagnézou CHOPN.

Zanétlivé bunky a CHOPN

Mnohé zanétlivé builky jsou pfitomny a nebo aktivovany u CHOPN, ackoliv jejich role
V progresi onemocnéni neni zcela jasna.

Zvyseni poctu aktivovanych neutrofilii bylo nalezeno ve sputu a v tekutiné BAL
u pacientt s CHOPN. Neutrofily jsou rovnéz lehce zvySeny v dechovych cestach i v plicnim
parenchymu (220). Produkuji fadu proteinaz, vCetné¢ neutrofilni elastazy, katepsinu G
a proteinazy3, ktera se muze spolupodilet na destrukci parenchymu. Cirkulujici neutrofily
ukazuji stimulaci tvorby MAC 1 i CD 1 b/CD I8 u stabilnich pacientd s COPD. Adherujici ne-

utrofily se pfesouvaji do respira¢niho traktu, pfitahovany neutrofilnimi chemotaktickymi fak-
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tory jako IL 8, leukotrien B4. Aktivované neutrofily pak napomahaji hypersekreci hlenu
a mohou se spolupodilet na elastolyze.

Makrofagy — v dechovych cestach i v parenchymu je zvySené mnozstvi makrofagi. Mak-
rofagy mohou byt aktivovany koufenim cigaret, pticemz pak dochazi k uvolnéni zanétlivych
mediatort, véetné tumor nekrosis faktoru alfa, IL 8 a LTB 4. Makrofagy hraji ziejm¢ dilezi-
tou roli v zanétu u CHOPN.

Je rovnéZ popsano i zvySeni celkového poc¢tu T lymfocyta v plicnim parenchymu,
v perifernich i centralnich dechovych cestdch u pacientt s CHOPN, s nejvétsim zvySenim
CD8+ cytotoxickych bunék (317). Existuje korelace mezi poctem T bunék, velikosti alveolar-
ni destrukce a tizi obstrukce dechovych cest. Bylo dokazano, ze kutaci s COPD maji vysoky
pocet CD8 bunck v indukovaném sputu ve srovnani s kufaky bez znamek onemocnéni
CHOPN a zdravymi jedinci (317). Také CD 8+ burtiky, produkujici IFN gama byly nalezeny

Vv niz§im poctu kufakt s CHOPN nez u kuiakd bez omezeni dechovych cest obstrukci (414).

Zanétlivé mediatory u CHOPN

Ptesné informace o produkci a roli mediatort u CHOPN nejsou dosud dostatecné.

Reaktivni kyslikové slouceniny hraji rovnéz vyznamnou roli. Kout z cigaret odhaluje vy-
soké koncentrace reaktivnich kyslikovych sloucenin s ptispénim zanétlivych buné¢k typu akti-
vovanych makrofagi a neutrofili. Byly potvrzeny zvySené koncentrace peroxidu vodiku ve
vydechovaném kondenzatu, zvlasté béhem exacerbaci, které doklddaji dikazy pro zvySeni

oxidativniho stresu u CHOPN.

Oxidativni stres zde muZe mit rizné projevy jako oxidace antiprotedz (alfa | antitrypsin)
a sekrec¢niho leukopretdzového inhibitoru (SLPi). Oxidanty taktéz aktivuji transkripéni faktor
Kappa B, ktery ptisobi na expresi mnohych zanétlivych gend jako IL 8 a TNF alfa (350).

Lipidové mediatory jsou rovnéZ podstatnou soucasti procesu. LTB4 je chemoatraktant ne-
utrofild a je zvySen ve sputu pacienti s CHOPN (174). Pravdépodobné je pavodem
zZ alveolarnich makrofagii. Role prostaglandini u CHOPN je zatim nejasna. 8 isoprostan je
konstriktor v lidskych dechovych cestach. Trombocyty aktivujici faktor (PAF) zvySuje uvol-
novani LTB 4 z aktivovanych neutrofil s pfedpokladem, Ze to mlze mit posilujici efekt na
neutrofilni zanét (379). Jesté vsak neni potvrzeno, zda PAF je uvoliiovan z alveolarnich mak-

rofagl u pacienti s CHOPN.
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Chemokin IL 8 je chemoatraktant pro neutrofily a existuje ve vysokych koncentracich
v indukovaném sputu u pacientii s CHOPN (220). Koncentrace IL 8 jsou elevovany v tekutiné
BAL u pacienta s CHOPN a koreluji s poétem neutrofilt. Makrofagy, neutrofily a epitelialni
buniky dechovych cest mohou produkovat IL 8 a ostatni chemokiny, véetné¢ makrofagového
zéanétlivého proteinu 1 beta (MIP Ibeta) a makrofagového chemotaktického peptidu MCP 1.
MIP | beta je zvySen u CHOPN ve srovnani s normalnimi subjekty a zdravymi kufaky. MCP |
je zvySeno v BAL tekuting jak u pacientd s CHOPN, tak i u zdravych kufakda.

Cytokin TNF alfa aktivuje transkripci nuklearniho faktoru KB, ktery aktivuje transkripci
IL 8 genu vV epitelidlnich bunkach a v makrofazich. Ostatni cytokiny zahrnuji GM-CSF
a transformacni rustovy faktor b (TGF b) a epidermélni rustovy faktor (EGF). GM CSF je
zvySen u stabilni CHOPN, ale vice je elevovan béhem exacerbaci. GM-CSF je dulezity pro
preziti neutrofill a muze hrat dalezitou roli v neutrofilnim zanétu. TGF beta ma zvySenou
expresi Vv epitelialnich a submukosalnich bunikach u pacientd s CHOPN a muze byt zahrnut do
strukturalnich zmén dechovych cest u téchto nemocnych.

Endoteliny — nékteré studie referovaly, ze endotelin 1 (ET 1) existuje ve zvySené koncen-
traci v indukovaném sputu pacienti s CHOPN. Také zvysena exprese ET 1 v plicnich endote-
lidlnich bunkach u pacienti s CHOPN piedpoklada, ze ET 1 se muze spolupodilet na nevasku-
larni remodelaci spojené s hypoxickou plicni hypertenzi.

Neuropeptidy — byly studovany piedevsim dva neuropeptidy — substance P a vasoaktivni
intestinalni peptid (VIP). Substance P (SP) je detekovana ve sputu pacientd s CHOPN ve zvy-
Sene koncentraci. VIP byl nalezen v bronchialnich biopsiich u pacientd s CHOPN.

Jiz delsi dobu existuje predpoklad o dysbalanci mezi proteindzami a endogennimi antipro-
teindzami u CHOPN. Serinova antiproteindza zahrnuje antitrypsin, coZ je hlavni antiproteina-
za v plazmé a plicich a SLPI, ktera je hlavni antiproteinazou v dechovych cestach. Oxidativni
stres muze oxidovat sulthydrylové skupiny na methioninu v téchto antiproteinazach a posko-
zuje jejich schopnosti, nebo zde mize byt geneticky polymorfismus, ktery redukuje produkci
antiproteindz. Pocet studii pfedpokladd, Ze enzymy (proteindzy), jsou uvolilovany
v emfyzemu a zda se, Ze zpusobuji alveolarni poskozeni diky tvorbé proteint. Skupina protei-
nadz vztahujicich se k CHOPN muze degradovat kolagen a elastin, a tak poSkozovat stény al-
veollu. Enzymy atakuji elastin a zpiisobuji ztratu elasticity dechovych cest v plicich u pacienta
s emfyzemem. Navic fragmentované Casti eleastinu mohou hrat roli chemotaktickych agens
pro makrofagy a neutrofily, tak jako pretrvavajici zdnét. Mezi fadou proteinaz jsou velmi di-
lezité ty, které zahrnuji neutrofilni elastazu a skupinu matrixovych metaloproteindz (MMP)

(113). V této skupiné je zahrnuto celkem 20 metaloproteinaz.
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Markery nemoci u CHOPN, vydechovany vzduch versus vydechovany kondenzat

Analyza vydechovaného vzduchu mé enormni potenciél jako non invazivni monitoring
zanétu dechovych cest a oxidativniho stresu u CHOPN. Technika je jednoducha a mize byt
pouzita i u pacientd s tézkou nemoci. ProtoZe technika je neinvazivni, je mozné délat opako-
vané méfeni bez ovlivnéni vysledkd.

V soucasnosti se jednotlivé markery hodnoti individualné, ale vyznam riiznych markert je
rizny u jednotlivych nemoci, tak jako efekt terapie. Astma je charakterizovano velkym zvy-
Senim vydechovaného NO, mirnym zvySenim CO a stfednim zvySenim 8 izoprostanti, zatim-
co CHOPN je charakteristicka lehce nebo vibec nezvySenym vydechovanym NO a velkym

zvySenim vydechovaného CO, kyseliny thiobarbiturové, ¢i 8 isoprostantl.

Z vydechovanych plynt je nejzajimavéjsi oxid dusnaty.

Hladiny vydechovaného NO u stabilni CHOPN a chronické bronchitidy (223) jsou niZsi
nez u kouricich i nekouticich astmatikti a nejsou odlisné od normalnich subjektt. Tato reduk-
ce vydechovaného NO je diky efektu koufeni tabaku, ktery snizuje eNOS (402) a redukuje
vydechovany NO (223), coZ se spolupodili na vysokém riziku plicnich a kardiovaskularnich
nemoci u kufdkl cigaret. Navic relativné nizka hladina vydechovaného NO u CHOPN jako
efekt koufeni cigaret mtize odrazet nizkou NOS 2 expresi (366) a zvySeni oxidativniho stresu,
ktery mize pietvaret NO do formace peroxynitrita (106).

Pacienti s nestabilni CHOPN vSak maji vysoke hodnoty hladin NO ve srovnani s se sta-
bilnimi kutaky nebo nekuraky s CHOPN (295), coz mize byt vysvétleno neutrofilnim zang-
tem a dysbalanci oxidant/antioxidant. Eosinofily, které jsou schopné exprese NOS 2
a produkce NO jsou ptitomny i u exacerbaci CHOPN (368). Acidoza, ktera je Casto spojena
s exacerbaci CHOPN, muze zvysit uvoliiovani NO (194). Plicni hypertenze ma opacény efekt,
takze pacienti s CHOPN a s plicnim srdcem maji nizké hladiny vydechovaného NO (63), kte-
ré mohou reflektovat jejich vliv na endotelialni uvolnéni NO.

Mala ¢ast pacient s CHOPN ma zfejmé dobrou odezvu na kortikosteroidy a tito pacienti,
ktefi maji koexistenci s astmatem, maji zvySeny podil eosinofild v indukovaném sputu (120)
Tito pacienti také maji zvySeny NO ve vydechovaném vzduchu (324). To piedpoklada, ze
vydechovany NO miize byt uzitecny v predpovédi, ktefi pacienti budou odpovidat na dlouho-

dobou 1é¢bu inhala¢nimi steroidy.
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Oxid uhelnaty

Hlavni omezeni méteni vydechovaného CO v CHOPN je efekt cigaretového koureni, kte-
ry maskuje zvySeni, které se mize vyskytnout u riznych nemoci. Neni zde Zadna diference
ve vydechovaném CO u pacientt s chronickou bronchitidou (bez obstrukce dechovych cest)
ve srovnani s normalnimi subjekty (89), avSak vydechované hladiny CO jsou zvySeny u ex
kurakt (81) s predpokladem probihajiciho oxidativniho stresu nebo zanétu. CO je indukovan
fibroblasty, vystavenymi cigaretovému kouti (308). Je popsano zvySeni CO ve vydechovaném

vzduchu béhem akutnich exacerbaci CHOPN se sniZzenim po uzdraveni (48).

Vydechovany kondenzat

Peroxid vodiku

Aktivace zanétlivych bunék véetné neutrofilii, mikrofagl a eosinofilli se odrazi ve zvyse-
né produkei kyslikovych radikald, které bud’ spontanné nebo za enzymove¢ katalyzované reak-
ce vedou k formovani peroxidu vodiku. Tim, Ze peroxid vodiku je méné reaktivni nez ostatni
reaktivni emzymatické slouCeniny, ma schopnost pronikat skrze biologické membrany
a vstoupit do ostatnich prostiedi (118), protoZze je solubilni. ZvySeni peroxidu vodiku
v dechovych cestach je v rovnovaze se vzduchem (95). Ve srovnani s bunéénymi anioxidan-
tovymi nosi¢ovymi systémy extraceluldrni prostor a dechové cesty maji zietelné méné schop-
nosti nést reaktivni kyslikové slouceniny (171). Na ptenosu peroxidu vodiku se podili jako
nejvyraznéjsi enzym katalaza, ktera je ptitomna v nizkych koncentracich v respira¢nim traktu.
Tak vydechovany peroxid vodiku mé potencial jako marker oxidativniho stresu v plicich.

Koufeni cigaret zpusobuje pfiliv neutrofilil a ostatnich zanétlivych buné€k do dolnich de-
chovych cest. Byly nalezeny pétkrat vyssi hladiny peroxidu vodiku v dechovém kondenzatu
kufakd nez nekufaki (316). Hladiny vydechovaného peroxidu vodiku jsou zvyseny ve srov-
nani s normalnimi subjekty u pacientt se stabilnim CHOPN a jsou zvySeny béhem exacerbaci
(88). Koufeni cigaret je nejcastéjsi pricinou CHOPN, ale jen 10-20 % kufdkd ma rozvinutou
symptomatickou CHOPN. Zadné signifikantni diference nebyly nalezeny mezi hladinami
peroxidu vodiku u aktivnich kufdkd s CHOPN a subjekty s CHOPN, které nikdy nekoufily
a neni zde ani Zadna korelace mezi vydechovanou koncentraci peroxidu vodiku a denni ciga-

retovou konsumpci (315). Tak je oxidativni stres charakteristicky rys CHOPN, koreluje
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se zanétem dechovych cest a nemtze byt vysvétlen jen piitomnosti oxidantt v tabakovém

koufi.

Leukotrieny

Leukotrieny, rodina lipidovych mediatord vznikajicich z kyseliny arachidonove cestou
5 lipooxygendzy, jsou potentni konstriktory a prozanétlivé mediatory, které se spolupodili na
patofyziologii astmatu. Cysteinylové leukotrieny LTC4, LTD4 a LTE4 jsou piedevs§im gene-
rovany z mastocytt, eosinofilii a jsou schopné vyvolat kontrakci hladkych svala, zptisobuji
exsudaci plazmy a stimuluji sekreci hlenu stejné jako regrutaci eozinofilt (263). V kontrastu
LTB 4 maji potencialni chemotaktickou aktivitu smérem k neutrofilim (259). Stanovitelné
hladiny LTB 4, C4 D4 , E4 a F4 jiz byly popsany v kondenzatu vydechovaného vzduchu ast-
matickych a normalnich subjekti (223). Koncentrace LTB4 jsou zvySeny v kondenzatu vyde-
chovaného vzduchu u pacientt s CHOPN (227). To piedpoklada, ze LTB4 mize byt zapojen

Vv exacerbaci astmatu a mize se spolupodilet na pfisunu neutrofild.

Isoprostany

Isoprostany jsou nova tfida prostanoidii, tvofend volnymi radikély katalyzovanou lipido-
vou peroxidaci kyseliny arachidonove (307). Jsou tvofeny nejdfive v membrané esterifikova-
nymi fosfolipidy, z nichZ jsou uvolnény fosfolipazou A2, cirkuluji v plazmé a jsou vylucova-
ny moc¢i a mohou byt detekovany v kondenzatu vydechovaného vzduchu a v BAL. Jejich tvo-
feni je nezavislé na COC | a COX 2. Mohou byt detekovany i metodou ELISA (305). F2 iso-
prostany jsou hlavni kandidat na klinické méteni oxidativniho stresu in vivo. Mocové¢ hladiny
isoprostand, zejména 8 isoprostanu jsou zvySeny u pacienti s CHOPN a klesaji u pacientd
s akutni exacerbaci v souladu s jejich klinickym zlepSenim (343). Koncentrace 8isoprostant
v kondenzatu vydechovaného vzduchu je zvySena u normalnich kuidkl cigaret, ale je vyraz-
né&jsi u pacientt s CHOPN (304). Je zajimavé, Ze vydechovany 8 isoprostan je zvySen podob-
né¢ u CHOPN pacientu, ktefi jsou ex kutaci jako u kouficich pacienti s CHOPN. Vydechova-
né isoprostany v CHOPN jsou Siroce derivovany od oxidativniho stresu pfi zanétu dechovych

cest, spiSe nez od koufeni cigaret.
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Nitrosothioly

Kurtéci maji neobvykle vysoké koncentrace antioxidantl v tekutiné pokryvajici lem epite-
lii a vétsi odolnost k oxidativnimu plicnimu poskozeni. NO je shromaZzdovan v tekutiné po-
kryvajici sténu epitelii respiracniho traktu ve formé nitroskothiold nebo peroxynitritti a vede
k zvyseni vydechovaného NO. Chronicky oxidativni stres pfitomny v plicich mize po vykou-
feni cigarety snizit dostupnost thiolovych sloucenin (197) a mize zvysit rozklad nitrosothiolt,
coz vysvétluje elevované hladiny S nitroskothiolt ve vydechovaném kondenzatu u zdravych
kufaka, které jsou v relaci k délce a intenzité koufeni (69). Hladiny vydechovanych nitritt
a nitratl jsou zvySeny u CHOPN. U pacientt s CHOPN byla shledana signifikantni negativni

korelace mezi FEVI a nitrosinovymi formacemi.

Kyselina thiobarbiturova

Dysbalance mezi oxidanty a antioxidanty je znama svou roli v patogenenzi CHOPN. Kou-
feni cigaret vede k pfevaze oxidanti v dolnich dychacich cestach, vedouci k aktivaci plicnich
fagocyti. Tyto burniky produkuji velké mnozstvi peroxidu vodiku, ktery po konverzi na hydro-
xyradikélové slouCeniny zplsobuje peroxidaci nenasycenych mastnych kyselin bunéénych
membran. Navic cigaretovy koutf samotny obsahuje velké mnozstvi kyslikovych radikald,
které reaguji s molekulami pfitomnymi v dechovych cestach. Nékteré molekuly peroxidu vo-
diku, které jsou rozloZeny antioxidativnimi enzymy se mohou dostat do vydechovaného
vzduchu. Podobné produkty lipidové peroxidace — ethan, pentan i thiobarbiturovd kyselina
reaktivni substance jsou t€kavé a mohou byt piitomné v kondenzatu vydechovaného vzduchu.
Takto se da prokazat pritomnost kyseliny thiobarbiturové, ktera koreluje s hladinami peroxidu
vodiku u pacientd s CHOPN (314).
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4 REVMATICKE NEMOCI, NEMOCI S POSTIZENIM PLICNIHO
INTERSTICIA VE VZTAHU K NO A KONDENZATU

Zvysend produkce NO byla popsdna béhem fady revmatickych onemocnéni (systémovy
lupus erytematodes, revmatoidni artritida, Sjogrentiv syndrom, systemova skleroza). Nalezy
zvysené produkce NO tak v respiraénim traktu mohou reprezentovat rany marker zanétu.

Experimentélni a klinicka pozorovani byla v minulych letech shromazdéna jako doklad
0 vyrazné produkci NO béhem mnoha revmatickych onemocnéni.

Studie vydechovaného NO u SLE, systémové sklerozy a Sjogrentiv syndromu byla zdro-
jem mnohych pozorovani. NO miize hrat v revmatickych onemocnénich dualni roli, to je pro-
zanétlivou a protizanétlivou, zavisejici na objemu produkce, misté produkce v lokalnim pro-
stiedi. Dudlni efekt NO na funkce lymfocytl a na apoptozu miize byt relevantni k patogeneze
a klinice revmatickych onemocnéni. U mysich modeld bylo demonstrovano, ze Th I lymfocy-
tarni klony produkuji NO po aktivaci a ze NO inhibuje produkci cytokinti Th 1, ale ne Th 2 T
bunééné klony po aktivaci bunécnych receptorti (356).

Produkce cytokini vyc¢isténymi T bunéénymi subpopulacemi (Th1,2) byla zlepsena dono-
ry NO a neni preferencné inhibovéana cytokinovou sekreci aktivovanych lidskych Th 1 bun¢k
in vitro (41).

Apoptoza je dalsi dillezity mechanismus, skrze ktery se NO muze spolupodilet na patoge-
nezi revmatickych onemocnéni. ZvySeni poméru apoptozy vede k vypusténi cytoplazmatic-
kych a nebo nuklearnich antigenti a mize hrat centralni roli v vzniku a exacerbaci autoimun-
nich nemoci jakou je SLE. I kdyz snizeni apoptozy muze hrat dulezitou roli v imunoregulaci.
SniZeni apopotdzy eosinofilit mtize byt rozhodujici v eosinofily zprostifedkovanych onemoc-
nénich jako bronchidlni astma a Churg Strauss vaskulitis a defektni apoptoza mlze zplsobit
prezivani autoreaktivnich T lymfocytu, které jsou normalné odstranény z hostitelova repertoé-
ru. NO ma rovnéz moznost pro apoptotické i antiapoptotické akce. Nizké koncentrace NO
inhibuji apoptozu u normélnich lidskych B lymfocytu (285), zatimco vysoké koncentrace NO
mohou indukovat apoptozu skrze formaci peroxynitritt (131).

Mozné patogeneticka role zvySené NO produkce u autoimunitnich nemoci.

Intracelularni antigeny mohou byt uvolnény jako vysledek pfimé cytotoxicity a zvySené
apoptozy Vv cilovych organech. Snizeni apoptozy autoreaktivnich lymfocytli, kombinované

s expanzi CD4 + Th 2 lymfocytt vede k aktivaci B bun¢k a produkci autoprotilatek. Imuno-
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komplexy mohou zvySovat produkci NO syntetdzy v mikrofazich a v endotelidlnich burnikach

s vysledkem zvysené NO produkce.

Systemovy lupus erytematosus

SLE je nemoc neznamého pivodu, v které tkané a buiky jsou posSkozeny autoprotilatkami
a imunitnimi komplexy. Nemoci jsou vSeobecné multisystémové, dokonce nékdy SLE muze
zahrnovat jenom jeden orgéan a ptidatné manifestace se objevi béhem Casu. VétSina pacient-
skych potizi s exacerbacemi je spojena s periodami, které se ptihodi za Cas.

Mysi modely lupus like nemoci jsou spojeny s mocovou zvySenou sekreci nitritl, zvyse-
nou produkci NO makrofagy a zvySenim imunoreaktivni NO syntetazy v jatrech arenalni
tkani (318). Zvysena produkce NO byla pozorovana u pacienti s SLE ve srovnani
s normalnimi jedinci (429), ale také byla pozorovana nejvyssi hladina nitritd u pacientd s vice
aktivni nemoci. Aktivita nemoci je kalkulovéna na basi skore, které bere do souctu klinické,
laboratorni a instrumentalni aktivitové indexy, vztahujici se k riznym organiim a systémim
(SLE disease aktivity index nebo Evropsky konsenus méfeni aktivity SLE). Klinicka mani-
festace aktivity byla predevsim kozni a kloubni. Podobné vysledky byly pozorovany i dal§imi
autory, ktefi méfili serové hladiny nitrothyroxinu (metabolitu, ktery neni ovlivnén dietou
(135). Rovnéz bylo demonstrovano, ze SLE (43) je charakterizovan zvySenou produkci NO,
jako odezvy elevace serovych nitriti (37 6uM/l u 46 pacienti s SLE ve srovnani k 15-7uM
u kontrol p je mensi nez 0,0l). Stejni autofi ukazali, Ze pacienti s aktivni nemoci maji mnohem
vice elevované hladiny serovych nitritQ, v korelaci s aktivitou nemoci, hodnocenou jako SLE
disease aktivity index a s hladinou protilatek proti ds DNA. Endotelidlni a keratinocytova
exprese iNOS byla signifikantné elevovana u pacientt se SLE ve srovnani s kontrolami a byla

vys$$i u pacientu s aktivni nemoci ve srovnani s inaktivnim onemocnénim.

Vydechovany NO

VEtsi nez normalni koncentrace byly popisovany u SLE pacientt (360). Hladina vrcholo-
vych koncentraci NO ve vydechovaném vzduchu byla 64,8-27,5 ppb u 24 SLE pacienti ve
srovnani k 31,6—7,7 ppb u kontrol.

Tito pacienti méli hodnocenu aktivitu onemocnéni dle ECLAM skore. Ani jeden pacient
nem¢l dominujici respiracni problémy (pleuritida, pneumonie). Radiologicky byl doklad in-

tersticialni plicni nemoci, ale 15 z 25 mélo signifikantni snizeni plicni difuzni kapacity a MEF
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25, tedy test, ktery odrazi funkce malych dychacich cest a signifikantni inverzni korelace byla
rovnéz pozorovana mezi eNO a MEF 25. Dokonce i v pfipad¢ absence zjevné respira¢ni ne-
moci studovani pacienti méli vysokou prevalenci zhorSeni plicnich funkei v souladu
s literarnimi tdaji. SmiSeny vzor funkéniho postizeni plic, charakterizovany lehkymi abnor-
malitami Vv restrikci a difuzi, spolu se snizenim MEF 25 je spole¢né popisovan u SLE (362).
Abnormality v respira¢nich funkcich u pacienti se SLE byly v relaci k zanétlivym reakcim.
Alveoléarni lymfocytoza byla v korelaci se sniZzenim plicni difuze (146). Peribronchiéni
a bronchialni inflamace stény, spole¢né s infiltraci intersticia mononukleary, byla povazovana
jako patologicky zaklad pro obstrukci malych dychacich cest (143). Inverzni korelace mezi
naméfenou hodnotou NO a MEF 25 muze podpofit hypotézu, Ze inflamace v dechovych
cestach zpisobuje zvyseni eNO u pacientt s SLE, ale ptima pozorovani (BAL, plicni biopsie)

je potieba k oziejmeni tohoto tvrzeni.

Puvod NO u SLE

Identita bun¢k produkujicich NO u SLE a role NO v patogenezi nemoci jsou dulezité
otazky.

Ptedstava je, Ze u aktivniho SLE je zde Siroka aktivace endotelu v cévach. Aktivované en-
dotelie mohou uvolnovat velké mnozstvi NO, v korelaci s evidenci zvySené aktivity nemoci,
zaloZené na anti DNA hladinach a C3a hladinach (44). Korelace mezi vydechovanym NO
a ECLAM skore aktivity nemoci (360) muze zaviset na zanétu v dechovych cestach a na za-
nétlivych cytokinech a ostatnich cirkula¢nich faktorech uvoliovanych v mistech jinych nez
V respiracnim systému. Souhrnem lze fici, Ze NO produkce je zvySena u pacientd s SLE po-
méru k aktivité nemoci. Jednozna¢na klinicka signifikace tohoto pozorovani zatim neni zcela
definovana. Méfeni NO ve vydechovaném vzduchu je jednodussi a rychlejsi test, ktery mutze
dokumentovat zvySeni NO produkce u SLE. Zda méfeni NO je jeden z mnoha nespecifickych
markerl zanétu nebo zda mtize pomoci v dynamice nemoci u pacientd, ukazi teprve dalsi sle-

dovani.
Fibrotizujici alveolitida
Zde je silna exprese nitrothyrosinu a NOS 2 na makrofazich, neutrofilech a alveolarnim

epitelu u pacientd s aktivnim zanétem béhem raného stadia nemoci. To je konsistentni

s elevovanymi hladinami vydechovaného NO u pacientu s fibrotizujici alveolitidou. Zvysené
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hladiny vydechovaného NO jsou spojeny s aktivitou nemoci, coZ je doloZzeno s buné¢nym

rozpoctem, ziskanym z tekutiny BAL a je redukovano po terapii steroidy (227).
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5 CiL PRACE

Cilem studie bylo ov¢fit, ze koncentrace vybranych potencidlnich markerii onemocnéni
dychacich cest v kondenzatu vydechovaného vzduchu jsou u nemocnych zvysené, lisi se
U jednotlivych typli onemocnéni a odrézeji jejich tizi. U skupin asymptomatickych pacienti
bace a u skupiny aktivnich kufdkti miize upozornit na rozvoj nového onemocnéni. Takto Ize

metodu vyuZzit v oblasti prevence.
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6 SOUBOR NEMOCNYCH A METODY

Studované skupina této pilotni studie zahrnovala 124 osob, které se zatadily do studie jak
Z pacienti Kliniky pneumologie a hrudni chirurgie FN Bulovka v Praze, tak i pacientt Plicni-
ho oddéleni Krajské nemocnice Tomase Bati ve Zliné. Z nich pak byly sestaveny jednotlivé
podskupiny:

a) zdravi nekufaci v poctu 18 osob,

b) 11 kufdkl bez jakychkoliv projevii onemocnéni dychacich cest s normalnimi

vysledky funkéniho vySetteni plic,

c) 20 pacientl astmatikli se znamkami onemocnéni nekontrolovaného 1é¢bou,

d) 15 astmatiku, kteti méli kontrolované onemocnéni,

e) 22 pacientt s exacerbovanou CHOPN,

f) 15 pacienti s CHOPN bez znamek exacerbace

g) 18 pacient s kryptogenni fibrotizujici alveolitidou, ktefi méli znamky aktivity one-
mocnéni, prokazany v BAL 1 HRCT vysSetfenim.

Vsichni ucastnici zkoumané skupiny byli podrobeni rozboru anamnézy a fyzikalnimu vy-
Setfeni. Pokud byli zcela zdravi a neuzivali zaddnou medikaci, byli pfi normalnim vysledku
fyzikdlniho vySetfeni zafazeni do skupiny zdravych klientl. Pacienti, ktefi byli kufaci,
a neméli zadné obtize, nebrali medikaci a méli rovnéz normalni nalez na fyzikalnim vySetteni,
byli zafazeni do skupiny zdravych kufaki. Zdravi jedinci byli vybrani z personalu oddéleni, ¢i
kruhu pftatel.

Pacienti, zafazeni jako astmatici byli sledovani plicnimi ambulancemi obou uvedenych
pracovist. Ti, ktefi méli znamky onemocnéni kontrolovaného 1é¢bou, byli asymptomaticti
a pfisli ke kontrole stavu. Nebrali Zadnou, ani inhala¢ni kortikoidni medikaci, méli normalni
plicni funkce a negativni poslechovy nélez.

Pacienti se zndmkami exacerbace astmatu neméli v dobé studie dosud zahajenu 1é¢bu
inhala¢nimi nebo peroralnimi kortikosteroidy. PfiSli do nasich ambulanci pro potize, méli
poslechovy nalez vrzott a piskotti a obstrukci prokazanou spirometricky. Rtg skiagram hrud-
niku vylou¢il jinou pfi¢inu potiZi, nebyl vSak proveden standardné.

Stejna situace byla i u pacienti s CHOPN.

Pacienti s plicnimi fibrotizujicimi procesy méli diagnézu stanovenou na zakladé potizi
(progredujici dusnost, kasel), s poslechovym nalezem krepitaci nad plicnimi basemi, nalezem

restrikéni plicni poruchy ve funkénim vySetieni plic a ndlezem odpovidajicim UIP na HRCT
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a nebo s morfologickou verifikaci diagnozy. Ze skupiny byli vylouéeni pacienti s postizenim
plic pfi systémovych onemocnénich.

Sbér kondenzatu byl provadén pfistrojem EcoScreen (Jaeger Toennies, SRN). U tohoto
pfistroje podle vyrobce nedochazi ke kontaminaci vzorku kondenzatu slinami. Pacienti dycha-
11 klidové dvakrat 15 minut do sbérace s pouzitim nosni svérky. Kondenzat byl zmrazen ptimo
v odbérové nadobce na teplotu -70 °C. Ve suchém ledu byl pievéazen do laboratofe a pred ana-
lyzou rozmraZzen pouze jednou.

Koncentrace dusitanii a dusi¢nanti byla vySetfena metodou kapalinové chromatografie
s fluorescenc¢ni detekei (198). Koncentrace IL-1p byl vysetieny metodou ELISA Quantikine
Human IL-1p (R&D Systems) a I1L-18 setem Human IL-18 Elisa Kit (Medical biological la-
boratories). K porovnani vysledki mezi skupinami byla pouzita jednofaktorova analyza roz-

ptylu po logaritmické transformaci koncentraci a Spearmanova poradova korelace.
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7 VYSLEDKY

Klinické a fyziologické charakteristiky studovanych subjekti jsou shrnuty v tabulce .
Koncentrace dusitanii a dusi¢nanti v kondenzatu vydechovaného vzduchu uvadéji tabulka 2
a obrazky 1 a 2. Koncentrace dusi¢nanti ve skupinach zdravych nekutéki i1 kurédka byly na-
vzéjem srovnatelné (P = 0,47) a statisticky vyznamné vyssi (P < 0,01) nez vysledky ve skupi-
nach nemocnych osob. Rozdily mezi ostatnimi skupinami nebyly nalezeny. U zdravych osob
byla piekvapivé zjisténa také velmi vysoka interindividualni variabilita koncentraci.

Koncentrace dusitanti u zdravych kutéka byly o 43 % vyssi nez u nekuiakil, nicméné roz-
dil nedosahl statistické vyznamnosti (P = 0,12). Koncentrace dusitand byly vyssi
u nemocnych s astmatem a exacerbaci astmatu ve srovnani se zdravymi osobami (P < 0,05),
ale mezi skupinami nemocnych s astmatem a exacerbaci astmatu se neliSily. Pfi analyze zahr-
nujici obé skupiny nemocnych s astmatem a zdravé osoby bylo zjisténo, Ze se koncentrace
dusitant zvysuji s klesajici hodnotou FEV; (obrazek 3). Korelace byla ale netésna (rs = -0,31,
P < 0,02). V souboru nemocnych s astmatem byla tato korelace na hranici statistické vyznam-
nosti (P = 0,06). Statistické analyza koncentraci dusitanti u osob s astmatem vedla ke stejnym
zavérim 1 po vylouceni 4 kuidki a srovnani se zdravymi nekuraky.

Hodnoty koncentraci dusitand v kondenzatu vydechovaného vzduchu u nemocnych
s exacerbaci CHOPN byla vy3si neZz u nemocnych bez exacerbace (P < 0,05) a u zdravych
osob (P < 0,01), zatimco nemocni bez exacerbace méli zcela srovnatelné vysledky se zdravy-
mi osobami. Korelace mezi koncentracemi dusitanti a FEV; nedosahla statistické vyznamnosti
(P = 0,12). Vylouceni kufaki ze skupin nemocnych CHOPN a zdravych osob nezménilo z&-
véry statistické analyzy.

Dusitany v kondenzatu byly v porovnani se zdravymi osobami zvySené i u nemocnych
s kryptogenni fibrotizujici alveolitidou (P < 0,05) (obrazek 2).

Koncentrace IL-1B byly vyS$i nez kvantifikaéni limit 1 pg/ml jen u 9 % subjektii
z vysetfeného souboru. Pro IL-18 bylo 12 % vysledkt vyssich nez 0,5 pg/ml. Jednalo se ve
vSech ptipadech o vzorky nemocnych osob, v kontrolnim souboru byly vSechny vysledky pod
limity stanovitelnosti. Vzajemné srovnavani skupin nemohlo byt provedeno pro maly pocet

pozitivnich nalezi.
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TABULKY

Tabulka 1. Charakteristiky subjekti

skupina N  pohlavi  vék (roky) FEV, TLC FEV/FVC
(M/2) (%) (%)
astma exacerbace 20 11/9 54,6+17,6 81,2+20,0 108+11,3 73,9+11,8
astma bez exacerbace 15 9/6 51,3+18,8 94,4+144 102+11,2 85,3182
CHOPN exacerbace 22 16/6 68,3£12,0 52,5+22,3 108+12,2 61,1+17,3
CHOPN bez exacerbace 25  20/5 67,4£7,00 72,2+21,9 101+13,1 69,4+10,1
KFA 18  9/9 57,3+15,1 87,6+22,2 84,5+19,3 88,8t144
zdravi kutaci 12 7/4 41,2+14,8 115+8,8  107+9,8 88,7+7,30
zdravi nekufaci 19 11/7 35,9+11,0 111+10,4 100£10,6  87,4+5,50

vSechny zdravé osoby 31 18/11

Tabulka uvadi priméry = smérodatné odchylky
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Tabulka 2. Koncentrace dusitant a dusi¢nant v kondenzéatu vydechovaného vzduchu

skupina dusitany (umol/Il) dusi¢nany (umol/l)
N primér  prumér+SD N primér primér+SD

astma exacerbace 18 5,09 2,11-123 18 30,5 16,1 - 58,0
astma bez exacerbace 14 5,13 2,75-956 14 331 14,2 -77,6
CHOPN exacerbace 18 5,26 3,17-8,74 16 16,6 8,67 -31,8
CHOPN bez exacerbace 14 2,96 132-6,67 13 189 7,68 —46,5
KFA 13 5,47 2,94-10,2 12 181 11,2 -29,1
zdravi kufaci 12 3,56 2,15-589 11 704 22,8 - 217
zdravi nekuraci 17 2,49 131-472 16 52,0 19,5-139
vSechny zdravé osoby 29 2,89 158-528 27 589 20,9 -165

Tabulka uvadi geometrické pruméry a odlogaritmované hranice intervalt (pramér

+ smérodatnéa odchylka logaritmi koncentraci).
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Obr. 1

*k

Obrazek 1: Koncentrace dusi¢nani v kondenzatu vydechovaného vzduchu u zdravych osob,
nemocnych s astmatem, chronickou plicni obstrukéni nemoci a kryptogenni fibrotizujici alve-

olitidou. Vodorovné linie jsou geometrické priméry. **...P < 0,01
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Obr. 2

Obrazek 2: Koncentrace dusitanti v kondenzatu vydechovaného vzduchu u zdravych osob,
nemocnych s astmatem, chronickou plicni obstrukéni nemoci a kryptogenni fibrotizujici alve-

olitidou. Vodorovné linie jsou geometrické priméry. *...P < 0,05, **...P < 0,01
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Obr. 3.
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Obrazek 3: Vztah mezi plicni funkci a koncentracemi dusitanti v kondenzatu vydechovaného
vzduchu pozorovany ve skupinach nemocnych s astmatem a zdravych osob (koeficient pota-

dové korelacer;=-0,31,P <0
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8 DISKUSE

Od tvodni informace, ze oxid dusnaty (NO) mtize byt detekovan chemiluminiscenci ve
vydechovaném vzduchu u lidi (162) bylo nashromazdéno velké mnozstvi literatury, popisujici
koncentrace riznych zanétlivych markert u zdravych i nemocnych. ZvySeni koncentrace oxi-
du dusnatého ve vydechovaném vzduchu bylo popsano u dospélych (229); (337), (293), (3, 4,
5) i u déti (293) (300) (5) s atopickym priaduskovym astmatem.

Endogenni NO je syntetizovan béhem konverze L-argininu na L-citrulin, katalyzované
syntazami NO (NOS). Byly popséany tfi izoformy enzymu NOS kodované odlisSnymi geny.
Neuronalni nNOS a endotelidlni eNOS produkuji relativné malé mnozstvi NO (pikomoly),
které hraje homeostatickou roli v mnoha fyziologickych i patofyziologickych procesech. In-
dukovatelnd NOS v kontrastu produkuje mnohem vétsi nanomolarni hladiny v piipadé zanét-
livych procest v dychacich cestach. Tato tzv. iNOS je regulovana prozanétlivymi stimuly a je
exprimovana zejména v bunkach epitelii dychacich cest a v butikach zanétu (302).

Koncentrace dusitant a dusi¢nanu v tekutindch z dychacich cest odrazeji rychlost tvorby
a oxidativniho metabolizmu NO. Neinvazivnim postupem je mozné vysetfit tyto koncentrace
ptedev§im v kondenzatu vydechovaného vzduchu, kam pronikaji v kapénkach areosolu uné-
Seného z dychacich cest pii klidovém dychani.

Koncentrace cytokint v kondenzatu vydechovaného vzduchu jsou velmi nizké a proto ob-
tizné stanovitelné. V poslednich letech v souvislosti s lepSi dostupnosti citlivych analytickych
technik se zvysuje pocet studii referujicich jejich vyuziti u osob s onemocnénim dychacich
cest (413).

V naSi praci jsme se snazili zjistit, zda je mozné koncentrace dusitanti a dusi¢nand
V kondenzatu vydechovaného vzduchu vyuzit k diagnostice a poptipad¢é k monitorovani 1écby
nejéastéjSich plicnich onemocnéni. Zaméftili jsme se také na hladiny interleukint IL-I a IL-18,
které jsou produkovany napiiklad makrofagy a jsou tak markerem zanétlivé reakce. Praci po-
pisujici koncentrace IL-18 v kondenzatu vydechovaného vzduchu jsme v literatufe nenasli.
vydechovaného vzduchu méa zakladni charakteristiky markeru vyuzitelného u nemocnych
s astmatem, CHOPN a KFA. Dusitany a dusi¢nany vznikaji z oxidu dusnatého oxidaci, ktera
v organizmu probihd velmi rychle. V biologickych tekutinach z dychacich cest (tekutina
z bronchoalveolarni lavaze, kondenzat vydechovaného vzduchu) pievazuji dusi¢nany, coz

odpovidé 1 vysledkiim nasi studie. Néalez nejvyssich koncentraci dusi¢nanti ve skupiné zdra-
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vych osob, velikost pramérné koncentrace v této skupiné a velmi vysoka interindividualni
variabilita jsou prekvapivé. S nejvétsi pravdépodobnosti 1ze tyto vysledky prisoudit kontami-
naci vzorkl kondenzatu pii odbéru, kterd je mnohem pravdépodobnéjsi v ptipadé dusi¢nant
nez dusitant. Kontaminace pfi zpracovani a analyze vzorku je nepravdépodobna, protozZe pa-
ralelné se v kazde analytické sérii pracuje s kalibra¢nimi standardy a vzorky kontroly kvality
a pfi jejich analyze ke kontaminaci nedoslo. ZkuSenosti jinych autorit upozornily na skutec-
nost, ze v ptistroji EcoScreen za okolnosti simulujicich podminky odbéru mize dojit ke kon-
taminaci vodnych roztoku (fyziologicky roztok a deionizovana voda) projevujici se zvySenim
koncentrace NOx (dusitany + dusi¢nany) az o 80 mikromol/l (206). V dalsi publikaci autofi
popsali tfi- az ¢tyindsobné horsi kratkodobou opakovatelnost vysledku vysetfeni dusi¢nant ve
srovnani s dusitany u zdravych osob a nemocnych s astmatem, coZz nepiimo potvrzuje meto-
dické problémy vysetieni dusi¢nant pii odbéru kondenzatu piistrojem EcoScreen (198).

Srovnavani koncentraci dusitanii a dusi¢nanli mezi pracemi raznych autorii je problema-
tické pro odliSnosti v metodach sbéru kondenzatu a analyzy koncentraci. Pokud se zaméfime
na vysledky u zdravych osob, nase hodnoty dusitanti velmi dobie odpovidaji naleztim, které
ziskali Balint a spolupracovnici stejnou analytickou metodou pii pouziti chladi¢e EcoScreen
(26). Jini autofi popisuji srovnatelné hodnoty dusitanti ve vzorcich odebranych do chladica
vlastni konstrukce (312). Ve srovnani s nasi studii, popsala u zdravych osob vétSina praci niz-
Si koncentrace dusi¢nanu, vyjimkou je prace autorti Corradi et al (271); (68).

Narast koncentraci dusitani a dusi¢nant v kondenzatu vydechovaného vzduchu je
u nemocnych s chorobami dychacich cest projevem zvysené tvorby oxidu dusnatého po in-
dukci enzymu iNOS ve strukturnich buiikach dychacich cest a v buiikach zanétu, ktera je vy-
razna zejmeéna u atopického astmatu. Nemocni s atopickym astmatem pied 1é¢bou inhala¢nimi
kortikosteroidy vydechuji vysoké koncentrace oxidu dusnatého (406). V souhlase s naSimi
vysledky potvrdila zvySené koncentrace dusitani nebo dusi¢nantt u nemocnych s astmatem
fada dalSich publikovanych praci (114) (191) (415). Nicméné prakticka vyuzitelnost tohoto
poznatku ziistava nadale nejasnd, protoze ve vetsing studii se nepodafilo prokdzat vztah mezi
koncentracemi metaboliti NO v kondenzatu na jedné strané a stupném tiZze nebo trovni kon-
troly astmatu na strané druhé (415), (347). Zatim pouze jedna studie provedend u déti
s astmatem potvrdila vyznam soucasného vysetfovani nékolika markert v kondenzatu vyde-
chovaného vzduchu spolu s oxidem dusnatym (FENO) jako indikétorii odrazejicich tiroven
kontroly onemocnéni (FENO, 8-izoprostan, y-interferon a IL-4) a tiZi astmatu (8-izoprostan,
dusitany, dusi¢nany a FENO) (357). Negativni zavéry nékterych publikovanych studii mohou

zCasti spadat na vrub malych poctlh nemocnych v jednotlivych skupindch a nepfesnosti pii
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klasifikaci tize onemocnéni. Koncentrace dusitant v nasi studii neumoznily odlisit astma pod
kontrolou a exacerbaci astmatu, nicméné se zvysovaly se zhorSujici se plicni funkci (pokles
FEV1). Podobn¢ Ueno a spolupracovnici pozorovali statisticky vysoce vyznamnou negativni
korelaci mezi FEV; a koncentracemi dusitant a dusi¢énanti u nemocnych s astmatem (415).

Nemocni s CHOPN vydechuji nizsi koncentrace vydechovaného NO ve srovnani
s nemocnymi s praduskovym astmatem pted 1é¢bou inhala¢nimi kortikosteroidy (238). Podle
zavéria mnoha studii jsou koncentrace vydechovaného NO u nemocnych s klidovou CHOPN
stejné jako u zdravych osob (89); (201); (366). Jini autofi popisuji mirné zvyseni FENO, které
¢ini maximalné dvojnasobek hodnot u zdravych osob (271), (303), (36).

Exacerbaci CHOPN doprovazi nartist koncentraci vydechovaného oxidu dusnatého, ktery
nereaguje tak rychle na podavani IKS, jako tomu je u astmatu. K poklesu koncentraci FENO
dochazi na rozdil od exacerbace astmatu pozvolna v prubéhu mésicti po stabilizaci nemoci
(12).

Relativné malo studii se zaméfilo na koncentrace dusitanii a dusicnanii u nemocnych
s CHOPN, coz miize souviset s metodickymi problémy vysetieni (52). Koncentrace dusitanti
v kondenzatu vydechovaného vzduchu v nasi studii byla vyssi u nemocnych s exacerbaci
CHOPN neZ u nemocnych bez exacerbace a u zdravych osob, zatimco nemocni bez exacerba-
ce méli zcela srovnatelné vysledky se zdravymi osobami. Corradi a spolupracovnici nalezli ve
srovnani se zdravymi kufaky i nekufdky zvySené koncentrace dusitanti u nekutakiti s CHOPN
bez exacerbace v obdobi jednoho mésice pied vySetienim (71). V dalSi studii se Corradi et al.
vénovali vySetfeni dusi¢nanti v kondenzatu a popsali vyssi koncentrace u zdravych kufaku
a nemocnych s astmatem ve srovnani se zdravymi nekutaky, zatimco u nemocnych s CHOPN
se stejnymi vstupnimi Kriterii jako v pfedchozi studii hodnoty zvySené nebyly (68). Liu a spo-
lupracovnici se zaméfili na vliv kouifeni a CHOPN na celkovou koncentraci produkti oxidace
NO v kondenzatu (NOx = soucet koncentraci dusitant a dusi¢nantt). Pii oddéleném hodnoce-
ni provedeném zvlast’ s kurdky a nekufaky neméla CHOPN na koncentrace NOx vliv (271).
Ve stejné studii byly koncentrace NOx témé&f dvojnasobné u nemocnych kufakt s vétsi tizi
CHOPN, ktefi zaroven byli 1é¢eni inhala¢nimi kortikosteroidy, ve srovnani s nemocnymi ne-
kutdky s mensi tizi CHOPN bez 1écby kortikosteroidy. Ke zvySeni koncentrace NOx také
dochéazi vlivem exacerbace CHOPN (424).

Koufeni komplikuje interpretaci vysledkil vySetieni exhalovaného oxidu dusnatého a jeho
metabolitd v kondenzatu. SniZuje koncentrace FENO u zdravych osob (319), a to v zavislosti
na expozici cigaretovému koufi méfené koncentraci kotininu v séru (215). Mirn¢ snizené

hodnoty FENO byly zaznamenany také u osob udavajicich koufeni v minulosti po dobu delSi
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nez jeden rok (215). Primarné snizené koncentrace NO u kufaku jesté dale klesaji a zustavaji
niZsi v intervalu 2 h po vykoufeni cigarety (282). Vliv pasivniho koufeni je u dospélych osob
a déti nejednoznacny ziejmé i z duvodu obtizného odhadu expozice (281). V praci, kterou
publikovali Balint et al, méli zdravi kutéaci srovnatelné koncentrace dusitanii a dusi¢nana
v kondenzatu  vydechovaného vzduchu jako nekufaci minutach (26). Corradi
a spolupracovnici naopak pozorovali u kutakt vice nez pétinasobné zvysSeni (68). Akutni nit-
raéni a oxidacni stres vyvolany cigaretovym koufem se projevil zvySenymi koncentracemi
NOx za 30 minut po vykoufeni dvou cigaret a navratem na piivodni hodnotu po 90 minutach
(26). V nasi studii jsme pozorovali pouze trend k vyssim koncentracim dusitand u zdravych
kurakl ve srovnani s nekuidky. Stejny zaver pfinesla studie Liu a spolupracovniki, ktefi vy-
Setfili koncentrace Nox (271). V obou zminénych studiich byly pocty osob ve skupinach niz-
ké a variabilita ndlezii v kondenzatu vysokd. Nizké pocty osob byly také diivodem, proc¢ jsme
nemohli podrobné zkoumat vliv koufeni a oddélit ho od vlivu exacerbace. Zavéry o vlivu exa-
cerbace a rozdilech mezi zdravymi a nemocnymi osobami byly stejné, kdyZ jsme z hodnoceni
vylouc¢ili jednoho kuidka astmatika s exacerbaci, 3 kufdky astmatiky bez exacerbace, 8 ne-
mocnych kufakt s exacerbaci CHOPN a 8 nemocnych kutakt bez exacerbace CHOPN, a vy-
sledky srovnali se zdravymi nekufaky.

V podminkach zanétu a zvySeného oxidacniho stresu v dychacich cestach je biochemie
NO velmi komplexni (281). V biologickych tekutinach je NO nestabilni a zvlasté za piitom-
nosti hemoglobinu se velmi rychle oxiduje na dusitany a dusi¢nany. Dulezita je také reakce
NO s thioly za wvzniku S-nitrosoproteini a nizkomolekularnich S-nitrosothioli
(S-nitrosoglutathion,  S-nitrosocystein).  Nitrosothioly jsou transportni formou NO
a modifikace thiolovych skupin reakci s NO je povaZovéna za jeden z mechanizmu regulace
aktivity enzymu. Pii reakci NO se superoxidovym radikalem vznika peroxodusitan, ktery nit-
ruje aminokyseliny napf. cystein, methionin, tryptofan a tyrosin. Stabilni latka
3-nitrotyrosin je povazovana za vhodny indikator nitraéniho stresu. Vyznamnym zdrojem
nitrotyrosinu krom¢ peroxydusitanu jsou také enzymy piitomné v aktivovanych neutrofilech
a eosinofilech. Myeloperoxidaza a eosinofilni peroxidéaza tvoii kyseliny HOCI a HOBr, které
v dalSich reakcich nezavislych na peroxodusitanu generuji kromé nitrotyrosinu také chloroty-
rosin a bromotyrosin. Volny nitrotyrosin je ale nachazen v kondenzatu v subnanomolarnich
koncentracich, které jsou analytickymi technikami velmi obtizn¢ detekovatelné a stanoveni
podilu nitrotyrozinu a tyrozinu v proteinech je velmi komplexni postup (281).

V kondenzatu vydechovaného vzduchu nemocnych s CHOPN a praduskovym astmatem

byly nalezeny zmény v koncentracich ne€kterych cytokinii oproti hodnotdm u zdravych osob.
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Carpagnano a spolupracovnici popsali zvySené koncentrace IL-6, IL-10 a TNF-a
u nemocnych s klidovou CHOPN a zdravych kufaku (58), (57).

Koncentrace IL-6 byly vy3si u nemocnych s exacerbaci CHOPN neZz u nemocnych
(59). Hodnoty koncentraci se ale pohybovaly na hranici kvantifika¢ni schopnosti béznych
komer¢nich ELISA eseji. Némecti autofi pouzili k zakoncentrovani vzorkll lyofylizaci
a k simultanni kvantifikaci n¢kolika cytokintii pritokovou imunochemickou metodu liquid

multiplex bead array. U velké ¢asti souboru zdravych osob byly koncentrace IL1J, -6, -8,
-10, -12p70 a TNF-a. niz8i nez 1 pg/ml (367). Tyto vysledky Rosias et al. potvrdili stejnou

metodou a publikovali referencni rozmezi i pro dalsi interleukiny IL-2, -4, -5 a -13 v fadu
jednotek pg/ml (364). Gessner a spolupracovnici aplikovali metodu multiplex bead array
v klinické studii s nemocnymi s CHOPN a ukazali, Ze panel cytokint je uZitenym bioindika-
torem exacerbace CHOPN (133).
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ZAVER

Je mozné uzaviit, ze v této studii dusitany v kondenzatu vydechovaného vzduchu splnily
zakladni charakteristiky markeru vyuZitelného u nemocnych s astmatem, CHOPN a KFA.
Hodnoceni koncentraci dusi¢nanti bylo ovlivnéno faleSné zvysenymi koncentracemi z diivodu
kontaminace vzorkll kondenzatu pii odbéru. Koncentrace IL-1p a IL-18 byly pouZitymi

ELISA soupravami ve vét$in¢ vzorkil neméfitelné.
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SEZNAM ZKRATEK

ATS - American Thoracic Society

BAL - bronchoalveolarni lavaz

cGMP - guanosyncyklického monofostfatu

CT - pocitacova tomografie (Computed Tomography)

EBC - kondenzéat vydechovaného vzduchu

eNOS - endotelialni enzym syntézy NO

ERS - European Respiratory Society

ET1 - endotelin |

FAD - flavinadenindinukleotid (vitamin B12 navdzany na ADP)

FENO - frakce oxidu dusnatého ve vydechovaném vzduchu (Fraction Exhaled Nitric
Oxid)

FEV, - usilovné vydechnuty objem vzduchu za 1 s

FiO, - koncentrace O, ve vdechovaném vzduchu (Fraction of Inspired Oxygen)

FMN - flavin mononukleotid

GC-MS - hmotnostni spektrometrie s plynovou chromatografii

HCD - horni cesty dychaci

HRCT - poc¢itacova tomografie ve vysokém rozliSeni (High Resolution CT)

CHOPN - chronicka obstrukéni plicni nemoc

IFN gama - cytokin interferon gama

IKS - inhala¢ni kortikosteroidy

KFA - kryptogenni fibrotizujici alveolitida

KVvV - kondenzéat vydechovaného vzduchu

LTs - Leukotrieny

MEF - vydechove rychlosti v dychacich cestach

MRNA - messenger ribonukleova kyselina

MMP - matrixové metaloproteinazy

MS - moderni hmotnostni spektrometrie

NADPH - nikotinamidadenindinukleotidfosfat, koenzym,
soucast metabolismu orgnismil

NO - oxid dusnaty

NOS - NO syntetazy

PAF - destickovy aktivujici faktor
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RNS - reaktivni nitroslouceniny

ROS - reaktivni kyslikové slouceniny
SNO - S nitrosothioly

SP - Substance P

TGF - transformuyjici rustovy faktor
TNF alfa - cytokin tumor nekrosis faktor alfa
UIP -viz KFA

VIP - vasoaktivni intestinalni peptid
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