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1 Uvod

Profesionalni bronchialni astma je jednou znejcastéjSich
profesionalnich chorob dychaciho systému. Jeho vyvolavajici
pri¢inou je alergen, ktery se nachazi na pracovisti postizené osoby.
Z dlouholetych sledovani dalsiho vyvoje profesionalniho astmatu po
eliminaci z ptisobeni prokdzaného profesionalniho alergenu vyplyva,
ze u veétSiny pacientl nedochazi k uplnému vymizeni astmatu a
onemocnéni u nich pretrvava. Pti¢inou mize byt prave piili§ pozdni
diagnostika astmatu, kdy zanét v dychacich cestach je jiz pokrocile;jsi
a zanétem postizena sliznice je vnimavéj$i k psobeni dalSich
alergentl. Z tohoto divodu je snaha o co nejcasnéjsi diagnostiku
profesionalniho astmatu. V oblasti diagnostiky je snaha vyvijet nové
metody, které by pocinajici astma odhalily diive nez metody dosud
dostupné. V souladu se svétovym vyzkumem astmatu jsme pro
moznou casnou diagnostiku profesiondlniho astmatu zvolili dvé
metody, které se zhlediska poslednich poznatkli jevi jako slibné
v oblasti diagnostiky 1 dalSiho sledovani vyvoje onemocnéni
astmatem. Prvni metodou je analyza kondenzatu vydechovaného
vzduchu. Druhou metodou je analyza indukovaného sputa.

2 Profesionalni astma

Profesionalni bronchidlni astma je nemoc, kterd vznikd pii
praci, u niz je prokazana expozice prachu nebo plynnym latkdm
s alergizujicimi nebo iritujicimi UCinky. Profesionalni astma lze
rozdelit do dvou velkych skupin: na imunologické (senzibilizaci
navozené astma) a neimunologické (iritani, vyvolané plisobenim
latek s iritacnim ucinkem).

Profesionalni alergeny lze také rozdélit do dvou skupin - na
nizkomolekularni (<1kDa) a vysokomolekularni (>1kDa) (Balmes
1997). Mezi vysokomolekularni alergeny patii vétSinou latky
rostlinného nebo Zivocisného ptivodu a tvoii jiz samy o sob¢ vlastni
reakce schopny antigen. Nizkomolekuldrnimi alergeny jsou vétSinou
latky chemické a potiebuji k tvorbé kompletniho antigenu spojeni
s proteinem (Novotna 2000).

Diagnostika profesionalni bronchialniho astmatu je zalozena
na oveéfeni a potvrzeni zékladniho onemocnéni - tj. bronchialniho
astmatu, na prikazu senzibilizace na noxu pfitomnou na pracovisti
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pacienta a na prikazu souvislosti mezi vznikem astmatu a pracovni
expozici. Priikaz vlastniho profesionalniho astmatu je mozno provést
vice zplsoby: monitorovanim zmény parametru PEF (peak
exspiratory flow) na pracovisti, monitorovanim zmény bronchialni
hyperreaktivity v obdobi vytazeni z pracovniho procesu a v obdobi
expozice na  pracovisti nebo  provedenim  specifickych
bronchoprovokacnich testii s alergeny.

3 Kondenzat vydechovaného vzduchu (KVYV)
3.1.  Uvod a souéasny stav FeSeného problému

KVV je bohatym zdrojem latek, které odrazeji prostiedi
dychacich cest. Mediatory jsou z dychacich cest uvoliiovany do
vydechovaného vzduchu, ktery pak kondenzuje v ochlazované
sbérmé zkumavce. Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu je
jednoduché neinvazivni metoda, ktera miize byt provadéna i u déti a
vazné nemocnych pacientli a opakovana nékolikrat za sebou (Barnes
2005, Cap 2001).

Leukotrieny (LT) patii mezi metabolity kyseliny
arachidonové. LTC,, LTD, a LTE, jsou, vzhledem ke své funkci,
povazovany za mediatory obstrukce. Produkce -cysteinylovych
leukotrientt v organismu byla v minulosti monitorovana pfevazné
zjisStovanim koncentrace LTE,; v modci. Tato koncentrace odrazi
celkovou produkci leukotrient v organismu, z niz vlastni produkce v
dychacich cestach ptedstavuje pouze cast. Odbér kondenzatu
vydechovaného vzduchu umoziiuje sledovat zmény koncentraci
leukotriend pfimo v dychacich cestach a zachytit tak nejen konecny
LTE,, ale i hlavni kontraktilni leukotrieny LTC, a LTD, (Drazen
1998). LTB4 patii mezi chemoatraktanty neutrofilli a jeho zvySena
koncentrace v KVV byla popsana u astmatikli i u osob s chronickou
obstrukéni  bronchopulmonalni  chorobou (Hanazawa 20005,
Montuschi 2003). 1zoprostany jsou latky vznikajici neenzymatickou
peroxidaci kyseliny arachidonové. Izoprostany nejsou jen markery
oxidativniho stresu, ale byla zjiSténa také fada jejich ucinkd na
dychaci systém. ZvySena koncentrace 8-izoprostanu v KVV byla
nalezena u astmatikt (Anczak 2002).



3.2. Cile projektu

A. Stanovit koncentrace leukotriend Bs, Ci, Ds, E4 a 8-
izoprostanu v kondenzatu vydechovaného vzduchu u skupiny osob
s profesionalnim bronchialnim astmatem a u zdravych osob.

B. Sledovat zmény koncentraci leukotrientt By, C4, Dy, E4 a 8-
izoprostanu v kondenzatu vydechovaného vzduchu béhem 24 hodin
u osob v klidu bez provokace alergenem ¢i nespecifickym podnétem.
C. Sledovat zmény koncentraci leukotrienti By, C4, Dy, E4 a 8-
izoprostanu v kondenzatu vydechovaného vzduchu po expozici
alergenu u osob s podezienim na profesionalni bronchidlni astma ¢i
rinitidu.

3.3. Material a metodika
Charakteristika sledovanych osob

A. Skupina osob s profesionalnim bronchialnim astmatem a zdravych
dobrovolnikii

Bylo vySetfeno 32 osob s profesionalnim bronchialnim
astmatem (z toho 29 osob 1écenych kortikosteroidy) a 39 zdravych
dobrovolnikl. Kromé béznych laboratornich a klinickych vysetfeni
byl u kazdé osoby odebran 1 vzorek kondenzatu vydechovaného
vzduchu a provedeno funk¢ni vysetfeni plic.

B. Skupina osob, u nichz byla sledovina 24-hodinova variabilita
leukotrienii a 8-izoprostanu v klidu bez provokace alergenem

Bylo vySetfeno 57 osob piijatych pro podezieni na
profesionalni bronchidlni astma nebo rinitidu. Kromé béznych
laboratornich a klinickych vySetfeni bylo provedeno monitorovani
24-hodinové wvariability KVV parametri spolu s vysetfenim
ventilanich parametrt (4x béhem 24 hodin).

C. Skupina osob vysetrenych pro podezieni na profesionalni
bronchialni astma ¢i rinitidu - sledovani béhem specifickych
bronchoprovokacnich testii s alergeny

Bylo vysetfeno 47 osob pfijatych pro podezfeni na
profesionalni bronchidlni astma nebo rinitidu. Kromé béznych
laboratornich a klinickych vySetfeni bylo provedeno sledovani 24-
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hodinové variability ventilaénich parametri a  specifické
bronchoprovokacni testy s profesionalnimi alergeny spolu s odbérem
KVV.

Metodika pouzitych vySetieni

Funkcni vysetrent plic
Funk¢ni vySetfeni plic bylo provedeno vsed¢ spirometrem s
bodypletysmografem MasterLab Jaeger.

Nespecificky bronchoprovokacni test

Nespecificky bronchoprovokaéni test s histaminem byl
proveden pomoci inhala¢ni jednotky Asthma Provocation System
Jaeger. Roztok histaminu byl inhalovan v koncentracich 1 mg/ml,
(ptipadné 2,5 mg/ml), 5 mg/ml, 10 mg/ml, (pfipadn¢ 15 mg/ml).
Jako kriterium pro zhodnoceni testu jako pozitivniho byl bran pokles
parametru FEV, (usilovné vydechnuty objem vzduchu za 1s) 0 20 %
vzhledem k hodnoté pted testem, ptipadné pokles o vice nez 30 %
v parametrech MEF (maximalni vydechovy pritok na riznych
urovnich usilovné vitalni kapacity (FVC) nebo vzestup Ry (odpor
dychacich cest) o vice nez 70 % spolu s poklesem FEV, alesponi o
15% vzhledem k hodnotdm naméfenym pied testem.

Specifické bronchoprovokacni testy

Béhem specifickych bronchoprovokacnich testi byl pacient
po dobu 30 min vystaven sledovanym latkdm z pracovisté v
podminkach simulujicich pracovni expozici podezielému alergenu.
Hodnoty ventilacnich parametri a klinicky stav vysetfovaného byl
sledovan pted aplikaci alergenu, bezprostfedné po aplikaci, za 2h, Sh
a 24 h po aplikaci alergenu a v piipadé ndhle vzniklé
bronchospastické odpovédi kdykoliv v pribéhu 24 h nésledujicich po
aplikaci alergenu. Hodnoceni pozitivity bylo identické jako u
nespecifického provokaéniho testu.

Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu

KVV byl odebiran pomoci pfistroje EcoScreen Jaeger do
plastovych zkumavek z inertniho materialu a ihned po odebrani byl
vzorek zamrazen na -70°C do doby zpracovani.



Metodika odbéru KVV:

1. U zdravych dobrovolnikd a osob s bronchialnim astmatem
odbér KVV 1x vzdy pfed vySetienim ventilacnich parametri
2. U osob, u nichz byla sledovana 24-hodinova variabilita

leukotrient a 8-izoprostanu v KVV: odbér KVV 4x béhem 24 h (1.
odbér mezi 7:00 a 10:15 h, 2. odbér mezi 10:30 a 14 h, 3. odbér mezi
13:30 a2 17:30 h, 4. odbér mezi 7:00 a 10:15 h nasledujici den)

3. U osob vySetfovanych pro podezieni na profesionalni
bronchialni astma ¢i rinitidu:

a/ odbér KVV 4x béhem 24 h pfi sledovani denni variability
ventilatnich parametr@ v ¢asovych intervalech odpovidajicich
ocekavanému odbéru béhem bronchoprovokaéniho testu (1. odbér
mezi 7:00 a 10:15 h, 2. odbér mezi 10:30 a 14 h, 3. odbér mezi 13:30
a 17:30 h, 4. odbér mezi 7:00 a 10:15 h nasledujici den)

b/ odbér KVV pted specifickym bronchoprovokaénim testem
a nasledn¢ ihned po testu, za 2h, za Sh a za 24h po testu, vzdy pied
mefenim plicnich funkei.

Analyza leukotrienii

Imunoseparace byla provedena s komerc¢né vyrobenym
afinitnim sorbentem a byly pfidany deuteriem znacené standardy.
Koncentrace jednotlivych sledovanych parametri byly stanoveny
pomoci LC/MS- pfistroj Varian 1200L, Varian, USA. Detekce byla
provadéna v rezimu ,selective reaction monitoring” (SRM). Limit
detekce byl pro LTB,4, LTD,, LTE, a 8-izoprostan 1 pg/ml, pro LTC,4
2 pg/ml.

Statistické zpracovani

Data ziskana ve skupiné¢ zdravych dobrovolnikii a osob
s profesionalnim astmatem byla zpracovana pomoci béznych
statistickych metod (primér, smérodatnd odchylka). Pomoci
korela¢niho koeficientu byla zhodnocena linearni korelace mezi
hladinou KVV parametri a ventilanimi parametry (hladina
vyznamnosti p<0,05).

Hodnoty koncentraci leukotrienti nejevily normalni distribuci
(vychyleni doprava =z dasledku vyskytu obcasnych vysokych
hodnot), proto byla data ziskana béhem bronchoprovokacnich testl
zpracovana pomoci vytvoieného modelu, ktery pracoval s logaritmy
hodnot koncentraci a parametru FEV,. Dale byla pouZzita modifikace
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testu ANOVA pro logaritmicky transformované méfeni s Casovym
faktorem v LME modelu.

Cirkadianni intraindividualni variabilita jednotlivych KVV
parametrii byla vyjadifena variacnim koeficientem, ktery byl
vypocitan pro kazdou osobu (i-tou) jako CV;=100.[smérodatna
odchylka opakovaného méteni pro i-tou osobu]/[primérna hodnota
opakovanych méteni pro i-tou osobu].

34.  Vysledky

A. Skupina osob s profesionalnim bronchialnim astmatem a zdravych
dobrovolnikii

U zdravych osob bylo rozmezi hodnot LTB4 v KVV 15-95
pg/ml vs. 0-57 pg/ml u astmatiki, LTC4 22-167 pg/ml vs. 29-115
pg/ml, LTD, 7-68 pg/ml vs. 9-69 pg/ml, LTE4 7-99 pg/ml vs. 5-112
pg/ml, 8-izoprostan 16-222 pg/ml vs. 28-116 pg/ml.

Primérné hodnoty LTB,4, LTD4a LTE,4 byly vyssi ve skupiné
zdravych osob (vyznamné vsak jen pro leukotrien B, p=0,0002) nez
ve skupiné osob s profesionalnim astmatem. 8-izoprostan a LTC,
byly oproti tomu vyssi ve skupiné astmatiki (LTC, vyznamné vyssi
p=0,0010). VSechny sledované ventila¢ni parametry byly vyznamn¢
niz§i ve skupiné osob s profesionalnim astmatem (FEV;, MEF»s,
AEX, Ry p<0,0001, TLC p=0,0006).

Nebyla nalezena vyznamna korelace mezi sledovanymi
ventilaénimi  parametry a koncentracemi leukotrient ¢i 8-
izoprostanu.

B. Sledovani 24-hodinové variability leukotrienit a 8-izoprostanu
v klidu bez provokace alergenem

U 57 osob bylo provedeno celkem 58 meéteni 24-hodinové
variability KVV parametrii bez provokace alergenem (1 osoba byla
béhem 3 let pribéhu vyzkumu hospitalizovana na nasi klinice 2x).
Hodnoty sledovanych parametrit KVV se lisily (ne v§ak vyznamn¢)
v parametru LTC,4, kdy se u bronchialnich hyperreaktort (BHR)
prumérné hodnoty pohybovaly vrozmezi 60,8-70,0 pg/ml a u
bronchialni non-hyperreaktord (n-BHR) v rozmezi 48,4-57,5 pg/ml.
Rozmezi primérnych hodnot pro ostatni parametry bylo: LTB4 39,8-
40,3 pg/ml (BHR) vs. 33,5-42,4 pg/ml (n-BHR), LTD4 21,6-23,5
pg/ml (BHR) vs. 22,7-27,5 pg/ml (n-BHR), LTE, 42,1-51,1 pg/ml
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(BHR) vs. 43,2-58,0 pg/ml (n-BHR), 8-izoprostan 61,2-68,8 pg/ml
(BHR) vs. 56,6 vs. 67,5 pg/ml (n-BHR). Ve skupin¢ bronchialnich
hyperreaktorti byl primérny variacni koeficient vyssi jen pro LTC,
(22,00 % (BHR) vs. 20,66 % (n-BHR)), pro ostatni parametry byl
vzdy paradoxné vyssi ve skupiné bronchialni non-hyperreaktort. Pti
statistickém zpracovani se vSak variacni koeficient se mezi
skupinami  bronchidlnich hyperreaktort a non-hyperreaktort
vyznamn¢ nelisil.

C. Sledovani koncentraci leukotrient a 8-izoprostanu v KVV béhem
specifickych bronchoprovokacnich testit s alergeny

U 47 osob byly provedeny specifické bronchoprovokacni
testy (s odbérem KVV) a méfeni KVV a ventilatnich parametrt
v klidu bez provokace s alergenem. Ctyficet jedna testil s alergenem
bylo uzavieno dle vysledkli ventilacnich parametrii (podminky viz
metodika) jako negativni, 6 testd bylo uzavieno jako pozitivni
bronchoprovokaéni odpovéd na alergen.

Osoby s negativnim_vysledkem specifického bronchoprovokacniho
testu

Pfi sledovani 24-hodinové variability bez provokace
alergenem byl mezi 4 méfenimi nalezen statisticky vyznamny rozdil
jen pro parametr 8-izoprostan (p=0,0138). Pro ostatni parametry byly
zmény nevyznamné: FEV,; p=0,6340, LTB, p=0,1185, LTC,
p=0,0889, LTD, p=0,4027, LTE, p=0,0504. Pfi testovani korelace
mezi ventilaénim parametrem FEV| a KVV parametry, nebyl nalezen
statisticky vyznamny vztah mezi transformovanymi poméry KVV
parametrti a FEV,. Béhem specifickych bronchoprovokacnich testl s
alergeny nebyl mezi 5 méfenimi nalezen statisticky vyznamny rozdil:
FEV, p=0,7610, LTB, p=0,4716, LTC, p=0,0556, LTD4 p=0,9030,
LTE4 p=0,5365 a 8-izoprostan p=0,3110. Mezi transformovanymi
poméry KVV parametri a FEV, byla nalezena vyznamnost jen pro
parametr LTB, (p=0.0299) pro odbéry pied testem a Sh po testu.

Osoby s pozitivnim vysledkem specifickeho bronchoprovokacniho
testu

Sest provedenych bronchoprovokaénich testii s alergeny
bylo vyhodnoceno jako pozitivni z hlediska bronchomotoriky U 3
osob se objevila bronchokonstrikce ihned po testu, u 3 osob se
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objevila bronchokonstrikce po 5h po expozici alergenu. Pocet
pozitivné testovanych osob byl maly (6), proto nebylo provedeno
statistické zpracovani a data byla zhodnocena pouze vizualné
s ptihlédnutim k prubehu reakce.

Osoba 1: Vklidu byla pozorovana tendence Kk naristu
koncentrace KVV markerti v dobé poledne a pozdniho odpoledne.
Béhem pozitivniho testu (Casna reakce) se objevil nartist LTC,, Dy,
E, a 8-izoprostanu 2h po testu a Sh po testu, u LTB, jen 2h po testu.

Osoba 2: Vklidu byla pozorovana tendence k naristu
koncentrace KVV markeri v dobé poledne (LTB4, C,; E4 8-
izoprostan) a pozdniho odpoledne (LTC,). Béhem pozitivniho testu
(¢asna reakce) byl patrny nardst 8- izoprostanu ihned a 2h po testu.

Osoba 3: V klidu byla tendence k naristu LTC, a LTE, pfi
polednim méfeni. Béhem pozitivniho testu (Casna reakce) byl nardst
LTC, 2h po testu.

Osoba 4: V klidu nebyla vyrazna fluktuace v hladinach KVV
markerti. BEhem pozitivniho testu (pozdni reakce) byl nartst LTC,
ihned po testu, hodnota 8- izoprostanu byla vysoka (oproti hodnotam
naméfenym v klidu) po celou dobu testu

Osoba 5: V klidu nebyla vyrazna fluktuace v hladinach KVV
markeri. Béhem pozitivniho testu (pozdni reakce) byl narast LTC,
ihned po testu a 5 hodin po testu, hodnota LTB, byla vysoka (oproti
hodnotam namétenym v klidu) po celou dobu testu.

Osoba 6: V klidu byla zaznamenana fluktuace v hladinach
vSech KVV markeri. Béhem pozitivniho testu byl narast LTC4 a
LTB,; v dobé maximalni zaznamenané bronchokonstrikce (Sh po
testu), 8-izoprostan byl zvySeny 2h po testu.

3.5. Diskuze

Skupina _ zdravych dobrovolnikiit _a osob s profesiondlnim
bronchidlnim astmatem

Tato cast studie se zabyvala srovnanim koncentraci
leukotrient mezi skupinou zdravych osob a osob s profesiondlnim
bronchialnim astmatem. Zajimalo nas, zda bude hladina leukotrienti
u astmatikd ovlivnéna 1é¢bou, kterou nebylo mozno vysadit. Dvacet
devét osob (z 32) s profesionalnim astmatem bylo [éCeno inhala¢nimi
kortikosteroidy.




Predpokladali jsme, ze ve skupiné astmatikdi budou vyssi
hodnoty leukotrienii nez ve skupiné zdravych osob. ZvySené
cysteinylové leukotrieny, ptipadné LTB, u astmatikti oproti zdravym
osobam popsal Hanazawa (2000b); Antzak (2002). Nas predpoklad
se potvrdil jen v parametru LTC4 (vyznamné vys$i) a dale u 8-
izoprostanu (vy$si, ne vSak vyznamné). Naopak koncentrace LTD, a
LTE,4 byly vyssi ve skupin€ zdravych osob (ale ne vyznamn¢), LTB,
vyznamné vyssi.

Dtivodem vyssich koncentraci nékterych leukotrieni ve
skupiné zdravych osob (oproti skupiné astmatikl) mize byt 1écba
kortikosteroidy, i kdyz i tady se udaje riznych studii lisi. Nizsi
koncentrace cysteinylovych leukotrient u astmatikli 1é¢enych
kortikosteroidy popsal Baraldi (2003) i Antczak (2002). Oproti tomu
Mondino (2004) nasla vyznamné vyssi koncentrace LTE, a LTB, u
atopickych astmatickych déti (neléCenych i1 [éCenych kortikosteroidy)
ve srovnani se zdravymi kontrolami. Montuschi (7999) naSel vyssi
koncentrace 8-izoprostanu u osob se stfedné tézkym i tézkym
astmatem 1 pfes 1écbu oralnimi ¢i vysokymi davkami inhala¢nich
kortikosteroidi. Oproti tomu Antzak (2002) udava, Ze pacienti
s aspirin senzitivnim astmatem, ktefi nebyli 1éceni kortikosteroidy,
m¢eli oproti pacientim s aspirin-senzitivnim astmatem vyssi hodnoty
8-izoprostanu v KVV.

Leukotrien C4 byl v nasi studii i pfes 1é¢bu kortikosteroidy
vyznamné vys§i ve skupin€ astmatikli. To naznacuje jeho mozné
vhodné vyuziti ve sledovani vyvoje a pfetrvavani astmatu.
Problémem vSak zlstava nizka stabilita uvedeného leukotrienu a
nedostatek studii, které se jeho stanovovanim zabyvaji (k analyze
leukotriend je ve veétSin¢ studii pouzivana imunoanalyza a
cysteinylové leukotrieny jsou uvadény jako suma LTC,, LTD, a
LTE,).

Sledovani 24-hodinové varibility leukotrienu a 8-izoprostanu v KVV

Prvni ¢ast sledovani leukotriend u osob hospitalizovanych
pro podezieni na profesiondlni bronchialni astma ¢i rinitidu byla
zaméfena na sledovani a vyhodnoceni variability leukotriend a 8-
izoprostanu v klidu bez provokace. Skupina 57 osob byla pro
statistické zpracovani dale rozdélena dle pfitomnosti nespecifické
bronchialni hyperreaktivity na dvé podskupiny. Varia¢ni koeficienty
ziskané vypocCtem ze 4 méfeni béhem 24 hodin v téchto skupinach
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byly kromé koeficientu pro LTC, vyssi paradoxné ve skupiné
bronchialnich non-hyperreaktori, ale rozdily nebyly statisticky
vyznamné. Pro vSechny parametry vSak byly koeficienty pomérné
vysoké (19-29 %), kdy nejvyssi byly pro leukotrien D, a E4.

Udaje o opakovaném méfeni leukotriend v kondenzatu
vydechovaného vzduchu béhem 24 hodin (diurnalni variabilita) ¢i
nekolika po sobé nasledujicich dnech jsou v literatuie pomérné malo
zastoupeny. Nejcastéji je u sledovanych osob uvadén pouze jeden
denni odbér. Diurnalni variabilita byla vSak sledovana u LTE,
vyluovaného jako hlavni metabolit cysteinylové fady leukotrienti do
moci. Wenzel (/995) popsal ranni hodnoty LTE, a LTB, u astmatikti
s no¢ni exacerbaci astmatu vyznamné vysSi neZ u zdravych osob.
Asano (1995) zjistil také vyssi koncentrace LTE, u astmatikll nez u
zdravych osob, ale cirkadianni variabilita nebyla prokazana ani
vjedné ze skupin. Pfi srovnani varia¢nich koeficientd pii 24-
hodinovém méfeni byl vyznamny rozdil mezi skupinou astmatiki
(43,7 %) a zdravymi osobami (29,9 %). Tyto variacni koeficienty
byly znacné vyssi nez koeficienty zjisténé pii nasem sledovani
leukotrient v KVV. Oproti tomu Bellia (/996) neshledal vyznamné
rozdily mezi hodnotami LTE, zdravych osob a astmatikli bez
nocnich exacerbaci. Koncentrace LTE; méfené v no¢nich hodinach u
astmatikli s noénimi exacerbacemi astmatu byly v vyznamné vyssi
v porovnani se zdravymi osobami a astmatiky bez mnocnich
exacerbaci. Oproti tomu Kurokawa (2001), zaznamenal cirkadidnni
variabilitu LTE, ve skupiné zdravych osob a astmatiki s no¢nimi
exacerbacemi astmatu s maximem v rannich hodinach (mezi 3. a 6.
hodinou ranni). Z uvedenych studii vyplyva, ze ndzor na diurnalni
variabilitu LTE; v moc¢i u zdravych osob i u astmatik je znacné
rozdilny.

V nasich skupinach byly u bronchidlnich non-hyperreaktort
nejvy$si hodnoty leukotrienti zaznamenany mezi 13.30 a 17.00
skupiné¢ bronchidlnich hyperreaktori byl vyrazng&j$i nardst
zaznamenan pouze pro LTC,; v dobé mezi 10.30 a 17.30 hodin.
Zvysené hodnoty KVV parametri vrannich hodinach (jako
v nékterych studiich) jsme v na$i studii nezaznamenali. Nase méfeni
v8ak zadinala v 7 hodin rano a kon¢ila v 17.30 vecCer, no¢ni a brzké
ranni hodnoty tedy nebyly sledovany.
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Sledovani koncentraci leukotrienti a 8-izoprostanu v KVV béhem
specifickych bronchoprovokacnich testii s alergeny

Tato cast studie byla zaméfena na sledovani koncentraci
leukotrient a 8-izoprostanu v kondenzatu vydechovaného vzduchu
béhem bronchoprovokacnich testi s profesionalnimi alergeny.
Koncentrace téchto markeri byly meéfeny u stejnych osob také
v klidu bez provokace. Jak jiz bylo popsadno ve vysledcich,
vyznamné zmény v KVV parametrech bez provokace alergenem
byly nalezeny pouze pro 8-izoprostan, u stejnych osob b&hem
negativniho bronchoprovokac¢niho testu vyznamné zmeény nalezeny
nebyly.

Pozitivni bronchoprovokac¢ni test byl pfitomen pouze u 6
osob, proto nebylo mozné provést validni statistickou analyzu
ziskanych vysledkil. Navic byla u 3 osob prokazana casna a u 3 osob
pozdni reakce na alergen, co rozd¢lilo nasi jiz tak malou skupinu na
dalsi dvé podskupiny. Problémem byl také fakt, Ze testované
alergeny byly rozdilné u vsSech Sesti osob, coz je vSeobecné
problémem pii sledovani profesiondlniho astmatu- existuje velké
mnozstvi nox, které mohou zplisobovat profesionalni astma.

V mnoha studiich byl detekovan zvyseny LTE,; v moci po
bronchoprovokacnich testech s alergeny (Taylor 1989, Smith 1991,
Kumlin 1992). Hanazawa (2000a) nasel zvySené koncentrace
cysteinylovych leukotrieni v KVV po aplikaci alergenu béhem
pozdni astmatické reakce. Macfarlane (2000) popsala vyznamné
zvyseni cysteinylovych leukotrient v indukovaném sputu také u osob
s pozdni astmatickou reakci po aplikaci alergenu. V na$i skupiné
testovanych osob byla zaznamenana tendence ke zvySeni LTC,
vKVV po testu u 5 pacientd. Nardst koncentrace ostatnich
parametrd byl individualni u kazdého pacienta

3.6.  Zavér

Analyza KVV je progresivné se vyvijejici diagnosticka
metoda. Koncentrace leukotrieni v KVV jsou velmi nizké (pg/ml), a
proto je nutné pro analyzu uzivat velmi pfesnych a citlivych metod.
Nase studie pouzila analyzu pomoci LC/MS, ktera je sice finan¢né

4

vyhodou je pravé citlivost a piesnost. Analytickd metoda piinesla

11



moznost detekce jednotlivych cysteinylovych leukotrieni odd€lené
(C4, D4 a E4)

Pfi srovnani astmatikii a zdravych osob byl LTC, jako jediny
ze sledovanych KVV markerti vyznamné vys$si ve skupiné astmatikti
(pfes 1é¢bu kortikosteroidy). Tohle zjisténi by mohlo byt pfinosné
pro jeho dalsi klinické vyuziti.

Sledovani 24-hodinové variability markerd vySetfovanych v
KVV ukazalo pomérmné velkou intraindividualni i interindividualni
variabilitu KVV parametri. Je tedy ziejmé, ze u astmatikii mohou
byt tdaje zjednoho denniho meéfeni zavade€jici (Casto uvadéné
v odbornych ¢lancich) a pokud jsou takto prezentovany vysledky
jednoho méteni, mély by byt vzorky od sledovanych osob odebirany
vzdy ve stejnou dobu.

Béhem negativnich bronchoprovokacnich testd nebyly
nalezeny vyznamné zmény v koncentracich KVV markert.
Zhodnoceni pozitivnich testl bylo omezeno na maly pocet osob,
takZe bylo mozné jen srovnavat individudlni zmény KVV markert
vzhledem ke stavu bez provokace alergenem.

Nase pracovisteé funguje jako superkonziliarni pro vétSinu
pracovist v Cechach, proto se u nas koncentruji sporné piipady
k diagnostice profesiondlniho astmatu, kdy neni rozhodovani o
pfitomnosti nemoci jednoduché. Z tohoto divodu je pocet
diagnostikovanych piipadi profesionalniho astmatu mensi (pfevaha
negativnich testd), a ve vétSiné pfipadd se dosud dostupnymi
diagnostickymi metodami nepodaii profesionalni astma prokazat.

Do budoucna bude vhodné se zaméfit na jeden profesionalni
alergen. Jako optimalni se jevi pSeniéna mouka, ktera je v Ceské
republice nejcastéji prokdzana jako profesionalni alergen a tento
alergen je mozné laboratorné pfipravit ve form¢ vhodné k inhalaci.

4 Indukované sputum
4.1.  Uvod a soudasny stav FeSeného problému

Myslenka indukce sputa vychazi ze skutenosti, ze ne
vSechny osoby jsou schopné vyprodukovat spontanné sputum. Proto
se zacCalo sputum indukovat pomoci inhalace roztokl hypertonickych
soli chloridu sodného (NaCl). Koncentrace roztokd NaCl, které se
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k indukcei sputa pouzivaji je nejcastéji 0,9-7 %. Béhem indukce sputa
je nutné sledovat zmény ventilaénich parametrii. U osob se zvySenou
bronchialni hyperreaktivitou by mohly hypertonické roztoky soli
vyvolat pokles ventilatnich parametri, proto se pouziva pred
inhalaci soli aplikace salbutamolu (200-400 ug) nebo jiného
bronchodilata¢niho 1éku, coz u vétSiny osob moznému poklesu
ventilacnich parametrt zabrani.

Sputum je mozné zpracovavat jako celek (cely vzorek i se
slinami) nebo pouze selektovanou ¢ast sputa bez slin. Vyhodou
metody uzivajici selektované sputum je men$i kontaminace
skvaméznimi bunikami z dutiny ustni (pod 5 %), coz ulehcuje a
zrychluje naslednou bunéénou analyzu. Nevyhodou této metody je
zpracovani celého vzorku sputa je vyhodou kratsi doba zpracovani.
Nevyhodou je vétsi kontaminace skvamoéznimi bunkami, coz pfi
kontaminaci vétsi nez 20 % sniZuje reprodukovatelnost vysledného
bunécného rozpoctu.

Bunéény rozbor indukovaného sputa pfispiva k diagnostice
onemocnéni dychacich cest. Diferencialni rozpocet zdravych osob je
nasledujici (*¥*90.percentil): *neutrofily <64,4 %, eozinofily <2 %,
*makrofagy <86,1 %, *lymfocyty <2,6 % (Efthimiadis 2004).
Bronchialni astma ¢i eozinofilni bronchitida a expozice alergenu u
vnimavych osob se vyznacuji zvySenym poctem eozinofild ve sputu.
U chronické bronchitidy, chronické obstrukéni bronchopulmondlni
nemoci, u kuraki, pilisobenim ozdénu, pii infekci dychacich cest,
vlivem nékterych zneéistujicich latek v ovzdu$i, phsobenim
endotoxinll a pfi non-eozinofilnim steroid-rezistentnim bronchialnim
astmatu dochazi ke zvyseni neutrofilti ve sputu. Zvyseni lymfocyti
ve sputu bylo popsano u sarkoidézy a u chlamydiové pneumonie
(Jarayjam 2000).

4.2. Cile projektu

1. Zavedeni metody odbéru a zpracovani indukovaného sputa-
neselektivni a selektivni metoda.
2. Sledovani buné¢nych zmén v indukovaném sputu v prib&hu

bronchoprovokacnich testli s profesionalnimi alergeny a vyuZziti
v diagnostice bronchidlniho astmatu u pacienti s podezienim na
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profesionalni bronchialni astma paralelné¢ sdosud uzivanymi
metodami.

3. Monitorovani vyvoje profesionalniho bronchialniho astmatu
(zanétu v dychacich cestach) u pacientll po vyfazeni zexpozice
profesionalnimu alergenu.

4.3. Material a metodika

Charakteristika sledovanych osob
A. Skupina osob se suspektnim profesiondlnim bronchidlnim
astmatem - metoda neselektovaného sputa

Bylo vySetfeno 22 osob, u kterych byly vySetifeny a
zhodnoceny tyto parametry: eozinofily v krvi, celkové IgE protilatky,
eosin katonicky protein (ECP), kozni prick testy, spirometrie a
nespecificky bronchoprovokaéni test. Specifické bronchoprovokacni
testy byly provedeny s alergeny v expozi¢ni kabin€. Indukované
sputum bylo odebrano pted a 24 hodin po poslednim specifickém
bronchoprovokaénim testu.

B. Skupina osob s jiz diagnostikovanym profesiondlnim astmatem -
metoda neselektovaného sputa

Bylo vySetieno 37 osob sjiz diagnostikovanym
profesionalnim astmatem v ¢asovém odstupu primérné 6,5 roku po
vyfazeni z expozice. VySetieni zahrnovalo: eozinofily v krvi, celkové
IgE protilatky, ECP, kozni prick testy, spirometrii a nespecificky
bronchoprovokaé¢ni test. Byl proveden jeden odbér indukovaného
sputa.

Kontrolni skupina - metoda neselektovaného sputa

Kontrolni skupinu tvofilo 19 osob bez projevl alergie ¢i
astmatu. VysSetieni zahrnovalo: eozinofily v krvi, celkové IgE
protilatky, ECP, kozni prick testy, spirometric a nespecificky
bronchoprovokacni test s histaminem. Byl proveden 1 odbér
indukovaného sputa.

C. Skupina osob se suspektnim profesiondlnim _bronchidlnim
astmatem - metoda selektovaného sputa

Pro podezieni na profesionalni astma bylo vySetieno 23
osob, u kterych byly provedeny specifické bronchoprovokacni testy.
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Byly vysetieny tyto parametry: eozinofily (procentualni zastoupeni,
absolutni pocet), celkové IgE a ECP v krvi, kozni prick testy,
spirometrie a nespecificky bronchoprovokacni test s histaminem.
Specifické bronchoprovokacni testy byly provedeny s alergeny
v expozi¢ni kabiné nebo reexpozici na pracovisti. Indukované
sputum bylo odebrano pfed a 24 hodin po specifickém
bronchoprovokaénim testu.

Metodika pouzitych vySetieni

Indukce a zpracovani sputa - neselektované sputum

Indukce sputa byla provedena pomoci inhalace 5 ml 3%, 4%
a 5% NaCl pomoci nebulizatoru Porta-Neb Sidestream. Inhala¢ni
bronchodilatac¢ni latka byla aplikovéana pted inhalaci NaCl, ptipadné
po ni, také v zavislosti na zménach plicnich funkei (pfi poklesu FEV,
0 20%). Ke zpracovani byl pouzit cely objem vykaSlaného sputa.
Sputum bylo homogenizovano ptidanim identického objemu
dithiotreitolu ve fosfatovém pufru fedéného 1:10 destilovanou vodou
(Sputolysin Reagent, Calbiochem), roztfepano po dobu 30 min a
filtrovano. Vzorek byl centrifugovan pti 1200 rpm po dobu 10 minut.
Po odstranéni supernatantu byl bunécény shluk resuspendovan ve
fosfatovém pufru a byl proveden natér na sklicko. Vzorek byl barven
dle May-Griinwald-Giemsy. Bunécény rozpocet byl ziskan z 300
neskvamoéznich bunék (Chlumsky 2001).

Indukce a zpracovani sputa - selektované sputum

Indukce sputa byla provedena pomoci inhalace 3%, 4% a 5%
NaCl vzdy 5 min pomoci nebulizatoru Porta-Neb Sidestream.
Inhala¢ni bronchodilataéni latka (salbutamol 200 pg) byla aplikovana
pred inhalaci NaCl. Ke zpracovani byla pouzita selektovana cast
sputa bez slin. K selektované Casti sputa byl pfidan objem (v pl)
dithiotreitolu ve fosfatovém pufru (Sputolysin Reagent, Calbiochem)
odpovidajici 4-nadsobku hmotnosti vzorku v mg. Vzorek byl tfepan
po dobu 30 min, filtrovan a centrifugovan pii 1200 rpm po dobu 10
minut. Po odstranéni supernatantu byl bunéény shluk resuspendovan
ve fosfatovém pufru a byl proveden natér na sklicko. Vzorek byl
barven dle May-Griinwald-Giemsy. Bunécny rozpocet byl ziskan z
300 neskvamodznich bunék. (Efthimiadis 1997)
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Funkcni vysetreni plic a nosu

Funk¢ni vySetfeni plic bylo provedeno vsedé spirometrem s
bodypletysmografem MasterLab Jaeger v souladu se standardy
Evropské respiracni spolecnosti (Quanjer 1993). Mgfeni nosnich
pratokii a rezistence byla provadéna metodou  predni
rhinomanometrie na pfistroji Rhinoscreen (Jaeger).

Nespecificky bronchoprovokacni test

Nespecificky bronchoprovokaéni test s histaminem byl
proveden pomoci inhala¢ni jednotky Asthma Provocation System
Jaeger. Roztok histaminu byl inhalovan v koncentraci 1 mg/ml,
(ptipadné 2,5 mg/ml), 5 mg/ml, 10 mg/ml, (ptipadné¢ 15 mg/ml).
Jako kriterium pro zhodnoceni testu jako pozitivniho byl bran pokles
parametru FEV; o 20 % vzhledem k hodnot¢ pfed testem, piipadné
pokles o vice nez 30 % v parametrech MEF nebo vzestup Ry, 0 vice
nez 70 % spolu spoklesem FEV; alespon o 15 % vzhledem
k hodnotdm naméfenym pied testem.

Specifické bronchoprovokacni testy

Béhem specifickych bronchoprovokacnich testd
s profesionalnimi alergeny byl pacient po dobu 30 min vystaven
sledovanym latkam z pracovisté v podminkach simulujicich pracovni
expozici podezielému alergenu. Hodnoty ventilacnich parametrti a
klinicky stav vysetfovaného byl sledovan pted aplikaci alergenu,
bezprostfedné po aplikaci, za 2h, 5h a 24 h po aplikaci a v pripadé
nahle vzniklé bronchospastické odpovédi kdykoliv v prubéhu 24 h
nasledujicich po aplikaci alergenu. Hodnoceni testu bylo stejné jako
u nespecifického bronchoprovokacniho testu.

Jako pozitivni vysledek pro diagnézu profesionalni rinitidy
byl bran oboustranny pokles nosnich pratokd o 40% a vzestup nosni
rezistence o 60% pii pfedni rhinomanometrii soucasné se znamkami
rinitidy (zvySenad sekrece, nosni blokada, kychani, svédéni). Jako
ohrozeni profesiondlni rinitidou byly uzavieny testy, kdy byly
pfitomny pouze znamky rinitidy bez pozitivni rhinomanometrie.

Alergologicke vysetrent

Kozni prick testy byly provedeny sadou béznych inhala¢nich
alergent, v ptipadn¢ dostupnosti i profesionalnim alergenem.
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Statistické zhodnoceni vysledkii

Statistické zhodnoceni vysledkli bylo provedeno pomoci
McNemarova testu, parového t-testu a ANOVA testu, vzdy na 5%
hladin€ vyznamnosti.

4.4. Vysledky

A. Skupina osob se suspektnim profesionalnim astmatem - metoda
neselektovaného sputa

Z 22 vysettenych osob prichazejicich pro suspektni alergické
profesiondlni onemocnéni  dychacich cest byla diagndza
profesionalniho astmatu potvrzena u 5 osob a profesionalni rinitida u
4 osob. Uspé&snost indukce sputa (vzorek bez nadmérné kontaminace
squamoéznimi buiikami z dutiny ustni) byla pro odbér pied testem 60
% (13 z22 osob), pro odbér po testu 82 % (18 z22 osob).
Zhodnoceni zmén v indukovaném sputu pied a po testu bylo tedy
mozné u 3 osob s potvrzenou diagndzou profesionalniho astmatu
(pozitivni vysledek specifického bronchoprovokaéniho testu), u 3
osob s profesionalni rinitidou a u 7 osob, které na testovanou latku
nezareagovaly ani bronchospasticky, ani se u nich neprojevily
znamky rinitidy. Pfi srovnani primérnych hodnot bunécnych
parametrii  indukovaného sputa pied a po specifickém
bronchoprovokacnim testu (eozinofily, neutrofily, makrofagy,
lymfocyty) nebyly shledany statisticky vyznamné rozdily na hlading
p<0,05. U osob s pozitivnim vysledkem bronchoprovokacniho testu
s alergenem (dg. profesionalniho astmatu) nebylo zjiSténo zvySeni
po¢tu eozinofilt ve sputu po testu. U jedné z osob
s diagnostikovanou profesionalni rinitidou byl zaznamenan nartst
eozinofilt z 0,7 na 2,8 %.

Korelace mezi eozinofily ve sputu pied testem a parametry
FEV,, IgE, eozinofily v krvi nebyla nalezena.

Statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) v provedenych
vySetfenich mezi celou skupinou se suspektnim profesionalnim
astmatem a kontrolami byly zjistény pro parametry IgE, ECP a
nespecificky bronchoprovokacni test. Pii rozdéleni na podskupiny
byl shledan statisticky vyznamny rozdil (p<0,05) mezi podskupinou
pozitivné testovanych s kone¢nou diagnozou profesionalniho astmatu
a kontrolami pro parametry IgE a FEV|.
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Nebyly nalezeny statisticky vyznamné rozdily na hladiné
p<0,05 mezi skupinami osob s pozitivnim a negativnim vysledkem
bronchoprovokacnich testhi v  moZnosti ovlivnéni 1écbou
kortikosteroidy behem testa.

B. Skupina osob s jiz diagnostikovanym profesiondlnim astmatem -
metoda neselektovaného sputa

U skupiny osob s diagnézou profesionalniho bronchialniho
astmatu byly srovnany vysledky vysSetfeni provedenych pii prvnim
pobytu na klinice a v casovém odstupu prumémé 6,5 roku po
vyfazeni s expozice danému profesiondlnimu alergenu. Pro zadné
sledované parametry nebyly shledany statisticky vyznamné rozdily
mezi prvnim a poslednim vysetfenim.

Vysledky vysetfeni ziskané pifi poslednim vySetieni byly
porovnany s vysledky kontrolni skupiny. Statisticky vyznamné
(p<0,05) byly u skupiny astmatikti Castéjsi pozitivni vysledky pro
parametry: prick testy, ECP a nespecificky bronchoprovokacni test.
U podskupiny exponované vysokomolekularnim alergenim byl
v souCasnosti vyznamné cast&j$i (p<0,05) wvyskyt pozitivniho
nespecifického bronchoprovokacniho testu s histaminem.

Uspésnost indukce sputa u astmatikil byla 65 %. Uspé&snost
indukce u osob kontrolni skupiny byla 87,9 %. U vSech osob
kontrolni skupiny bylo normalni procentualni zastoupeni eozinofilii
ve sputu tj. <2 %. Pfi bunécném zhodnoceni indukovaného sputa
astmatikti bylo u 6 osob (tj. 25 % z hodnocenych vzorkll) nalezeno
zvySené procentudlni zastoupeni eozinofili (normalni nalez <2 %).
Pét osob bylo v minulosti exponovdno vysokomolekularnim
profesiondlnim alergeniim, jedna osoba byla exponovana
nizkomolekularnimu profesionalnimu alergenu. Primérnad hodnota
zvySeného procentualniho zastoupeni eozinofild u téchto osob byla
3,5 %. Jedna osoba ze skupiny se zvySenymi eozinofily ve sputu
nepozorovala subjektivné astmatické obtize. Ostatni sledované
objektivni parametry byly u této osoby také zvySené (nespecificka
bronchidlni hyperreaktivita, prick testy, ECP, eozinofily v krvi
procentualn¢). Nalez zvysSenych eozinofili ve sputu byl statisticky
vyznamn¢ vy$$i  (p<0,05) u skupiny osob exponovanych
vysokomolekularnim alergentim. Korelace mezi eozinofily ve sputu
a soucasnymi parametry FEV, IgE nebo eozinofily v periferni krvi
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nebyla nalezena. Taktéz korelace mezi neutrofily ve sputu a FEV,
nebo FVC nebyla nalezena.

C. Skupina osob se suspektnim profesiondlnim astmatem - metoda
selektovaného sputa

U sedmi osob (z celkovych 23 vySetfenych) byly vysledky
bronchoprovokacnich testll pozitivni - bylo potvrzeno profesionalni
bronchialni astma. Pii analyze sputa bylo zjiSténo statisticky
vyznamné zvySeni poc¢tu eozinofili ve sputu po pozitivnim testu
(p=0,03). U tfi osob z péti testovanych bez kortikosteroidl byl nartist
eozinofill primérné o 3,7 %, u jedné osoby z péti byl nardst hranicni
jen 1,7 %. U vsech téchto osob byla bronchospasticka reakce na
alergen bezprostfedné po aplikaci alergenu (u dvou osob dokonce
opakovana reakce 1 po 5 hodinach - dudlni reakce). U dvou osob
s bronchospastickou reakei po testovaném alergenu, které uzivaly
béhem testovani inhalacni kortikosteroidy, nebyl zaznamenan
vyznamny narGst eozinofili. U dvou osob exponovanych
polyuretaniim (obsahujici izokyanaty) bylo zaznamendno po testu
zvySeni poctu neutrofild ve sputu (o 20,3 % a 33,2 %). V celé
skupiné€ vsak zvyseni neutrofild nebylo statisticky vyznamné.

Ctyti osoby mély klinické piiznaky rinitidy béhem &i po
provedeném specifickém bronchoprovokacénim testu. U dvou osob
bylo pozitivni i méfeni pfedni rhinomanometrii, a proto u nich byla
stanovena zavérecna diagn6za profesiondlni rinitidy, u dvou osob
s negativni rhinomanometrii bylo pfiznano ohrozeni profesionalni
rinitidou. U osob s projevy alergické rinitidy po testu nebyl
zaznamenan vyznamny narust eozinofild po testu.

Negativni vysledky bronchoprovokac¢nich testi (z hlediska
bronchomotoriky) byly u 12 osob. U dvou osob byl zaznamenan
vy$si nartst eozinofilti nez o 2 % po ukoncendi testti (o 2,3 % a 4 %),
i pfes nevyznamné zmeény ve ventilacnich parametrech. Zmény
v buné¢ném zastoupeni v celé skupiny byly statisticky nevyznamné
(na hlading p<0,05).
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4.5. Diskuze

Profesiondalni _astma po vyirazeni z expozice alergenu - metoda
neselektovaného sputa

Pii vysSetfeni skupiny osob s jiz pfiznanym profesionalnim
astmatem nds zajimalo, zda doSlo k vymizeni pfiznakd astmatu po
vyfazeni zpusobeni prokdzaného profesionalniho alergenu.
V idedlnim piipadé by se po zamezeni kontaktu s alergenni noxou
vyvolavajici prokazatelné¢ astmatické obtize pacienti mély obtize
postupné zlepSovat ¢i vymizet. V nasi skupiné pouze pét osob z 37
vySetienych nevnimalo subjektivné astmatické obtize po letech
vyfazeni z expozice profesionalnimu alergenu a bylo bez 1écby.
Oproti zdravym osobam byly u astmatikil i po vyfazeni z expozice
alergenu vyznamné Ccastéj$i pozitivni kozni prick testy, ECP a
nespecificky bronchoprovokacnim test. Eozinofilni zdnét ve sputu
byl zjistén u 25 % ze zhodnocenych vzorkli (u 5 osob s ptiznaky
astmatu a jedné osoby subjektivné bez ptiznakli astmatu). Ve studii
Maghniho (2004) bylo u 84 osob vyfazenych zexpozice
profesionalnimu alergenu prokazano u podskupiny bez zlepSeni
zdravotniho stavu vyznamné vyssi zastoupeni eozinofilil a neutrofili
ve sputu nez ve skupiné se zlepSenim. V nasi skupin¢ osob byl
cozinofilni zanét vyznamné castéji pfitomny u osob v minulosti
exponovanych vysokomolekularnim alergenim nez alergentim
nizkomolekularnim. S timto nalezem korespondoval i statisticky
vyznamn¢ vyS$$i vyskyt pozitivnich vysledkti nespecifického
bronchoprovokaéniho testu u osob exponovanych
vysokomolekuldrnim profesionalnim alergenim. Divodem mutize byt
moznost expozice vysokomolekuldrnim alergentim, které jsou pro
nékteré osoby profesionalnim alergenem, ale nevyhnou se jim ani po
opusténi svého pracoviste.

Zmény v indukovaném sputu behem specifickych
bronchoprovokacnich testii s alergeny - metoda neselektovaného i
selektovaného sputa

Bunééné zmény v indukovaném sputu byly sledovany béhem
specifickych  bronchoprovokacnich testi za pouziti metody
neselektovaného i selektovaného sputa. Postupné zavedeni obou
metod ndm umoznilo objektivnéji zhodnotit jejich vyhody a
nevyhody. Vzorky zpracované metodou neselektovaného sputa mely
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vys$i zastoupeni skvamoéznich bunék, coz u nékterych vzorka vedlo
k tomu, Ze vzorky nebylo mozno spolehlivé hodnotit a vysledky
z nekterych odbérii chybély. Nevyhodou byla velka spotfeba roztoku
k homogenizaci, protoze celkovy objem vzorku byl vétsi. Metoda
zpracovani selektovaného sputa se ukazala i pfes vétsi naro¢nost
zpracovani vyhodnéjsi. Bylo nutné ptesn¢ vyselektovat Casti sputa
z celého vzorku, coz vyzadovalo zkuSenost a jistou zru¢nost. Objem
roztoku pouzity k homogenizaci byl niz§i (z divodu mensiho
mnoZstvi vzorku) a tim byla vyslednd tato metoda levngjsi. Uplné
kontaminaci skvamo6znimi bunikami neSlo zabranit, ale tato
kontaminace byla daleko menSi nez ve vzorcich sputa
neselektovaného. Hustota bun€k v zorném poli byla vétsi, a proto i
mikroskopicky odecet vzorkt trval kratsi dobu.

Pti analyze neselektovaného sputa se vyznamny nartst
eozinofill po pozitivnim bronchoprovokacnim testu nepotvrdil (za
vyznamny se povazuje alesponn nariust o 2 %) (Girard 2004).
Zaznamenano bylo pouze zvySeni poctu eozinofill u jedné osoby
s kone¢nou diagndézou profesionalni rinitidy (narast o 2,1 % po
testu).

Pti analyze selektovaného sputa bylo zjisténo statisticky
vyznamné zvySeni poctu eozinofili ve sputu po pozitivhim testu.
Vyznamné zvyseni poctu eozinofilli nebylo zjisténo u tii osob (dvé
léceny kortikosteroidy) s pozitivnim testem. ZvySeni poctu
eozinofilll po pozitivnim bronchoprovokacnim testu popsala Lemiere
(2001) a Obata (1999). Lemiere (/999) také sledovala zmény ve
sputu u osob v praci a béhem periody mimo praci. Zjistila, ze ve
skupiné osob s profesionalnim astmatem dochazi pifi vyrazeni
z pracovniho prostiedi s pisobicim alergenem k poklesu poctu
eozinofill ve sputu.

U dvou osob exponovanych polyuretanim (obsahujici
izokyanaty) bylo zaznamendno po testu vyrazné zvysSeni poctu
neutrofill ve sputu. K podobnym zavérim dosla i Lemiere (2002),
ktera také popsala u nékterych osob po expozici izokyanatim
zvySeni poctu neutrofild ve sputu.

V  celé skupin¢ osob  snegativnim  vysledkem
bronchoprovokacnich testd nebyly zmény v bunéénych parametrech
vyznamné. U dvou osob vSak byl zaznamenan vyssi nartist eozinofill
nez 2 % po ukonceni testt (0 2,3 % a 4 %) i pfes nevyznamné zmeény
ve ventilacnich parametrech. Lemiere (2000), ktera sledovala osoby
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s potvrzenym profesionalnim astmatem, zjistila pfi sledovani zmén
ve sputu po aplikaci postupné se zvysujicich koncentraci alergenu
nartist eozinofili den pfed vyznamnym poklesem ventilacnich
parametrd. U dvou osob zna$i skupiny, kde byl zjistén narGst
eozinofilli po testovani, by mozna k podobné reakci mohlo dojit pfi
opakované expozici alergenu. Problémem je, Ze téméf pokazdé je
podeziivanych alergenii z pracovisté vice, takZe se nemusi podafit
vytipovat jeden alergen, ktery by bylo mozné opakovan¢ testovat a
testuje se vice alergentl, coZ je ¢asové naro¢né a kazdy alergen je
testovan jen jednou. Zmény v indukovaném sputu bcéhem testu
v laboratofi by tak mohly prispét k rozhodnuti o dalSim testovani.

4.6. Zavér

Vysetfeni indukovaného sputa potvrdilo jeho vyznam pro
diagnostiku alergického zanétu v dychacich cestach. Vysledky
potvrdily, Ze prognodza profesionalniho astmatu s precitlivélosti na
nizkomolekularni  latky je  pfiznivéjs$i nez u  alergent
vysokomolekularnich, které¢ se Casto vyskytuji i v mimopracovnim
prosttedi. Nalez eozinofilniho zanétu ve sputu pacientd podporuje
diagnozu bronchidlniho astmatu a kromé toho ukazuje na perzistenci
¢i horsi kontrolu onemocnéni (Klusackova 2003). U osob s jiz
potvizenym profesionalnim astmatem po vyfazeni z expozice
profesionalniho alergenu, které jsou jiz bez subjektivnich obtizi,
nalez eozinofili v indukovaném sputu umoznuje sledovat, zda
alergicky zanét skute¢né po eliminaci alergenu ustoupil.

Pti analyze neselektovaného sputa nebylo prokazano zvyseni
poctu eozinofilli po pozitivnim bronchoprovokacnim testu. Oproti
tomu pfi pouziti metody selektovaného sputa byly zmény
procentudlnim zastoupeni eozinofilli po pozitivnim testu vyznamné.
Zvyseni poctu eozinofilii bylo zjisténo u osob, u nichz byl specificky
bronchoprovokacni test pozitivni s ¢asnou (pfipadné dualni) reakci.
Zvyseni procenta eozinofili bylo zaznamenano i u nékterych osob
s negativnim bronchoprovokacnim testem. VySetfeni sputa by tedy
mohlo byt citlivéjSim markerem a mohlo by pomoci vymezit okruh
osob, u nichz by se pozitivni bronchospastickd reakce na alergen
pravdépodobné objevila po delsi ¢i opakované expozici.
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5 Souhrn

Casna diagnostika profesiondlniho astmatu je dileZita
pfedev§im z hlediska prognézy onemocnéni. Za pouziti dosud
dostupnych diagnostickych metod je nékdy obtizné onemocnéni
prokazat. Proto je dtlezité hledani metod novych.

Analyza kondenzatu  vydechovaného vzduchu (KVV)
umoziiuje  pomoci  kapalinové  chromatografie v kombinaci
s hmotnostni  spektrometrii  detekovat jednotlivé cysteinylové
leukotrieny (LT) - (LTC4, LTD4 a LTE,), LTB4 a 8-izoprostan. Pfi
srovnani astmatikli a zdravych osob byl LTC, jako jediny ze
sledovanych KVV marker vyznamné vyssi ve skupiné astmatiki (i
pies 1écbu kortikosteroidy). Tohle zjisténi by mohlo byt pfinosné pro
jeho dalsi diagnostické vyuziti. Sledovani 24-hodinové variability
KVV parametri u osob vySetfovanych pro podezieni na
profesionalni astma ukazalo pomérné velkou intraindividualni i
interindividualni variabilitu KVV parametrt. Je tedy ziejmé, ze u
astmatiki mohou byt tidaje z jednoho denniho méteni (Casto uvadéné
v odbornych ¢lancich) zavadéjici a vzorky KVV by mély byt
odebirany vzdy u vSech sledovanych osob ve stejnou dobu. Béhem
negativnich bronchoprovokacnich testll nebyly nalezeny vyznamné
zmény v koncentracich KVV parametrd. Zhodnoceni pozitivnich
testd bylo omezeno na maly pocet osob. U péti osob z Sesti bylo vSak
zjisténo zvyseni LTC, po aplikaci alergenu.

Vysetfeni indukovaného sputa potvrdilo jeho vyznam pro
diagnostiku alergického zanétu v dychacich cestich a tedy zejména
bronchidlniho astmatu. Pfi pouziti metody neselektovaného sputa
nebylo neprokazalo zvyseni eozinofilii po pozitivhim testu. Oproti
tomu pifi pouziti metody selektovaného sputa bylo zvySeni poctu
eozinofilli po pozitivnim testu vyznamné. U dvou osob s negativnim
bronchoprovokacnim testem bylo také prokazano zvyseni (o vice nez
2 %) eozinofilll po testu. VySetieni sputa by tedy mohlo pomoci
vymezit okruh osob, které by mohly zareagovat pozitivni
bronchospastickou reakci na alergen po delsi ¢i opakované expozici.

U osob s jiz diagnostikovanym profesionalnim astmatem byl
v 25 % analyzovanych vzorkll nalezen zvySeny pocet eozinofilli ve
sputu. U téchto osob i po vyfazeni zexpozice profesionalniho
alergenu lze tedy touto metodou potvrdit eozinofilni zanét
v dychacich cestach a tim pretrvavani onemocni.
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6 Summary

Early diagnosis of occupational asthma is important
especially for the prognosis of this disease. The confirmation of the
diagnosis of occupational asthma is sometimes difficult using
diagnostic methods available nowadays. That is why searching new
methods is very important.

Analysis of exhaled breath condensate (EBC) by liquid
chromatography combined with mass spectrometry enables the
separate detection of cysteinyl leukotrienes (LT) - LTC4, LTDy,
LTE,; LTB,4 and 8-isoprostane. If patients with occupational asthma
and controls were compared, only LTC, was significantly higher
among all EBC parameters studied in asthmatics (despite
corticosteroid treatment). This marker could be used in the future
diagnostics. Monitoring of 24-hours variability of EBC parameters in
patients, in whom occupational asthma is suspected, showed
relatively high intraindividual and interindividual variation. It is
evident therefore, that if only one daily measurement in asthmatics
would be possible (which is common in articles of several authors), it
should be collected in the same period of day in all persons. In
negative bronchoprovocation tests significant changes of EBC
parameters were not found. The evaluation of positive
bronchoprovocation tests was limited by small number of patients,
however in five persons from six, the elevation of LTC, after
application of the allergen was seen.

Analysis of the induced sputum confirmed its importance for
the diagnosis of allergic inflammation in the respiratory tract and
especially of bronchial asthma. If non-selected sputum method was
used, the eclevation of eosinophils after the positive
bronchoprovocation test was not found. On the other hand, using the
selected sputum method, a significant average elevation of
eosinophils was found after the positive bronchoprovocation test. In
two patients the elevation of eosinophils (higher than 2 %) was found
after the negative bronchoprovocation test too. Analysis of induced
sputum could represent a more sensitive marker that might indicate
subjects, in whom a positive reaction could develop after a prolonged
or repeated exposure to the allergen.

In patients with previously diagnosed occupational asthma,
the elevated eosinophils in sputum were found in 25 % of analysed
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samples. In these asthma patients, in spite of 6.5 years withdrawal
from the occupational allergen the eosinophilic inflammation in the
airways was proved by this method and confirmed the persistence of
the disease.

7 Literatura

1. Anczak A, Montuschi P, Kharitonov S, Gorski P, Barnes PJ.
Increased exhaled cysteinyl-leukotrienes and 8-isoprostane in
aspirin-induced asthma. Am J Respir Crit Care Med
2002;166(3):301-306.

2. Asano K, Lilly CM, O'Donnell WJ, Izrael E, Fischer A, Ransil
BJ, Drazen JM. Diurnal variation of urinary leukotrine E4 and
histamine excretion rates in normal subjects and patiens with
mild-to-moderate asthma. J Allergy Clin Immunol 1995; 96
(5): 643-651.

3. Balmes JR, Scannell CH. Occupational Lung Diseases. In:
LaDou J. Occupational and Environmental Medicine. Second
Edition.McGraw-Hill, Appleton and Lange, USA, 1997. 5.305-
327.

4. Baraldi E, Carraro S, Alinovi R, Pesci A, Ghiro L, Bodini A,
Piacentini G, Zacchello F, Zanconato S. Cysteinyl leukotrienes
and 8-isoprostane in exhaled breath condensate of children
with asthma exacerbations. Thorax 2003;58:505-509.

5. Barnes PJ. Exhaled Breath Condensate: A New Approach to
Monitoring Lung Inflammation. In Montuschi P: New
Perspectives in monitoring lung inflammation: Analysis of
Exhaled Breath Condensate, CRC Press LLC, Boca Raton,
Florida, United States of America, 2005. s.1-10.

6. Bellia V, Bonanno A, Cibella F, Cuttitta G, Mirabella A,
Profita M, Vignola AM, Bonsignore G. Urinary leukotriene E4
in the assessment of nocturnal asthma. J Allergy Clin Immunol
1996;97(3):735-741.

7. Cép P, Pehal F, Petri V, Musil J. Kondenzat vydechovaného
vzduchu a moznosti jeho vySetfeni. Alergie 2001;4:275- 280.

8. Drazen J. Leukotrienes as mediators of Airway Obstruction.
Am J Respir Crit Care Med 1998;158:193-200.

9. Efthimiadis A, Hamid Q. Analysis of sputum cells: cytology,
immunocytochemistry and in situ hybridization. In Djukanovic

25



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

R, Sterk PJ: An Atlas of induces sputum,The Parthenon
Publishing Group, a CRC Press Copany, London, UK, 2004.s.
21-34.

Girard F, Chaboillez S, Cartier A, Coté J, Hargreave FE,
Labrecque M, Malo JL, Tarlo SM, Lemiere C. An Effective
Strategy for Diagnosing of Occupational asthma. Am J Respir
Crit Care Med 2004;170:845-850.

Hanazawa T, Kharitonov SA, Barnes PJ. Levels of cysteinyl
leukotrienes are increased in exhaled breath condensate in
asthmatic patients during late phase reaction after allergen
challenge.[Abstract A24, 3699], ERS 10th Annual Conference,
Florence, 30th August-3rd September 2000.(a)

Hanazawa T, Kharitonov SA, Barnes, PJ. Increased
nitrotyrosine in exhaled breath condensate in patients with
asthma. Am J Resp Crit Care Med 2000;162:1273-1276.(b)
Chlumsky J, Pokorna H. Bunécéné parametry indukovaného
sputa jako neinvazivni znak zanétu dychacich cest u pacientd
s astmatem: absence korelace mezi maximalnim poklesem
FEV, a PEF po inhalaci hypertonického roztoku NaCl a
zastoupenim eosinofilnich leukocytli v indukovaném sputu.
Alergie 2001;2:108-111.

Jarayjam L, Parameswaran K, Sears MR, Hargreave FE.
Induced sputum cell counts: thein usefulness in clinical
practise. Eur Respir J 2000;16(1):150-158.

Klusackova P, Pelcovd D, Chvalova M. Vyuziti metody
indukovaného sputa pro diagnostiku a sledovani vyvoje
profesionalniho bronchidlniho astmatu. Zavérecna zprava
feSeni grantu GAUK 13/2003/C/1.LF.

Kumlin M, Dahlen B, Bjorck T, Zetterstrom O, Granstrom E,
Dahlen SE. Urinary excretion of leukotriene E4 and 11-
dehydro-thromboxane B2 in response to bronchial
provocations with allergen, aspirin, leukotriene D4, and
histamin in asthmatics. Am Rev Respir Dis 1992;146(1):96-
103.

Kurokawa K, Tanaka H, Tanaka S, Abe S. Circadian
characteristics of urinary leukotriene E4 in healthy subjects
and nocturnal asthmatic patiens. Chest 2001;120:1822-1828.
Lemiere C, Pizzichini MMM, Balkissoon R, Clelland L,
Eftimiadis A, O’Shaghnessy D, Dolovich J, Hargreave FE.

26



19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

Diagnosing of Occupational asthma: use of induced sputum.
Eur Respir J 1999;13:482-488.

Lemiere C, Chaboillez S, Trudeau C, Taha R, Maghni K,
Martin JG, Hamid Q. Characterization of airway inflammation
after repeated exposures ti occupational agents. J Allergy Clin
Immunol 2000;106(6):1163-1170.

Lemiere C, Chaboillez S, Malo JL, Cartier A. Changes in
sputum cell counts after exposure to occupational agents: What
do they mean? J Allergy Clin Immunol 2001;107(6):1063-
1068.

Lemiere C, Romeo P, Chaboillez S, Tremblay C, Malo JL.
Airway inflammation and functional changes after exposure to
different concentrations of isocyanates. J Allergy Clin
Immunol 2002;110(4): 641-646.

Macfarlane AJ, Dworski R, Sheller JR, Pavord ID, Kay AB.
Sputum cysteinyl leukotrienes increase 24 hours after alergen
inhalation in atopic asthmatics. Am J Respir Crit Care Med
2000;161:1553-1558.

Maghni K, Lemiere C, Ghezzo H, Yuquan W, Malo JL.
Airway inflammation after cessation of exposure to agents
causing occupational asthma. Am J Respir Crit Care Med
2004;169:367-372.

Mondino C, Ciabattoni G, Koch P, Pistelli R, Trove A, Barnes
PJ, Montuschi P. Effects of inhaled corticosteroids on exhaled
leukotrienes and prostanoids in asthmatic children. J Allergy
Clin Immunol 2004;114(4):761-767.

Montuschi P, Kharitonov SA, Ciabattoni G, Barnes PJ.
Exhaled leukotrienes and prostaglandins in COPD.
Thorax 2003;58:585-588.

Novotna B, Brhel P. Profesionalni bronchidlni astma. Alergie
2000;2(2):120-126.

Obata H, Dittrick M, Chan H, Chan-Yeung M. Sputum
eosinophils and exhaled nitric oxide during late asthmatic
reaction in patients with western red cedar asthma. Eur Respir
J1999;13(3):489-495.

Quanjer PH, Tammeling GJ, Cotes JE, Pedersen OF, Peslin R,
Yernault JC. Lung Volumes and Forced Ventilatory Flows.
Report Working Party. Standardization of Lung Function
Tests. European Community for Steel and Coal. Official

27



29.

30.

8

Statement of the European Respiratory Society. Eur Respir J
1993;6(suppl 16):5-40.

Smith CM, Christie PE, Hawksworth RJ, Thien F, Lee TH.
Urinary leukotriene E4 levels after allergen and exercise
challenge in bronchial asthma. Am Rev Respir Dis
1991;144(6):1411-1413.

Taylor GW, Taylor I, Black P, Maltby NH, Turner N, Fuller
RW, Dollery CT. Urinary leukotriene E4 after antigen
challenge and in acute asthma and allergic rhinitis. Lancet
1989;1(8638):584-588.

Seznam odbornych ¢lanki, které jsou ve vztahu

k disertaci

SIF-
L.

prvni autor:
Klusackova P, Lebedova J, Pelclova D, Salandova J,
Senholdova Z, Navratil T. Occupational asthma and rhinitis
in workers from a lasamide production line. Scand J Work
Environ Health 2007;33(1):74-78. 1F(2006)=1,820.
Klusackova P, Pelclova D, Levedova DJ, Mareckova H,
Brabec M. Occupational asthma after withdrawal from the
occupational  allergen  exposure. Industrial  Health
2006;44:629-638. IF(2006)= 0,911.
Klusackova P, Lebedova J, Kacer P, Kuzma M, Brabec M,
Pelclova D, Fenclova Z, Navratil T. Leukotrienes and 8-
isoprostane  in  exhaled  breath  condensate in
bronchoprovocation tests with occupational allergens.
Prostagl. Leukotr. and Essent. Fatty Acids (pfijato k tisku).
1F(2006)=2,261.

S IF- spoluautor:

1.

Syslova K, Kacer P, Kuzma M, Klusackova P, Fenclova Z,
Lebedova J, Pelclovda D. Determination of 8-iso-
prostaglandin F,, in exhaled breath condensate using
combination of immunoseparation and LC-ESI-MS/MS.
Journal of Chromatography B,
<http://dx.doi.org/10.1016/j.jchromb.2008.02.019>, (pfijato
k tisku) IF(2006)=2,647

28



Bez IF- prvni autor:

1.

Klusackova P, Lebedova J, Pelclova D, Chvalova M,
Mareckova H, Brabec M. Zmény bunéénych parametri
v indukovaném sputu béhem specifickych
bronchoprovokacnich testli s profesionalnimi alergeny.
Ceské pracov. 1ék. 2005;6 (2):83-88.

2. Jani P, Pelclovda D, Lebedova J. Moznosti vyuziti

indukovaného  sputa pro diagnostiku a  kontrolu
profesionalniho bronchialniho astmatu. Ceské pracov. 1ék.
2003;4(3):127-130.

3. Klusackova P, Pelclova D, Chvalova M. Vyuziti metody

indukovaného sputa pro diagnostiku a sledovani vyvoje
profesionalniho bronchidlniho astmatu. Zavére¢na zprava
teSeni grantu GAUK 13/2003/C/1.LF.

Bez IF- spoluautor:

1.

Lebedova J, Klusac¢kova P, Kader P, Kuzma M, Brabec M,
Pelclova D, Fenclova D. Sledovani zanétlivych markerd v
kondenzatu vydechovaného vzduchu u pacientd s
profesionalnim asthma bronchiale. Ceské pracov. 1ék. 2007;8
(4): 161-164.

2. Lebedova J, Fenclova Z, Klusac¢kova P, Dlouha B, Navratil

9

T, Hurtova L. Uloha praktického lékate a odbornika pro
nemoci z povolani pti diagnostice profesniho bronchialniho
astmatu a profesni rinitidy. Prakt. Lék. 2008;88(1):42-46.

Seznam ¢lanki bez vztahu k disertaci- spoluautor:

S IF- spoluautor

1.

Bartaiikova J, Pelclova D, Fenclova Z, Sediva A, Lebedova
J, Tesat V, Hladikova M, Klusa¢kova P. Exposure to Silica
and Risk of ANCA-Associated Vasculitis. Am J Ind Med
2006;49(7):569-576. 1F(2006)=1,433

Pelclova D, Fenclova Z, Kacer P, Navratil T, Kuzma M,
Lebedova J, Klusackova P. 8-isoprostane and leukotrienes
in exhaled breath condensate in Czech subjects with

29



silicosis.  Industrial ~ Health 2007;45(6):766-774.
1F(2006)=0,911

3. Pelclova D, Fenclova Z, Kafer P, Kuzma M, Navratil T,
Lebedova J, Klusaékova P. Arachidonic acid derivatives in
the exhaled breath condensate in pneumoconioses and their
correlation with individual factors. Chemické listy 2007;
101(14):144-146. 1IF(2006)=0,431

Bez IF- spoluautor

1. Pelclova D, Fenclova Z, Kaéer P, Kuzma M, Lebedova J,
Klusackova P, Navratil T. Pneumokonidézy a vySetfeni
kondenzatu vydechovaného vzduchu. Ceské pracov. 1ék.
2006;7(3):125-127.

2. Fenclova Z, Urban P, Pelclova D, Lebedova J, Lukas E,
Navratil T, Klusa€kova P, Zak J. Profesionalni onemocnéni
hlagena v Ceské republice v roce 2003. Ceské pracov. lék.
2004;2:60-66.

30



