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2 UVOD

v v

Profesionalni bronchidlni astma je jednou z nejCastéjSich profesiondlnich chorob
dychaciho systému. Jeho vyvolavajici pficinou je latka (alergen), ktera se nachazi na
pracovisti postizené osoby. Diagnostika profesionalniho astmatu je ztizena o fakt, ze pripadné
uznani profesionality onemocnéni mé vyznamny vliv na dal§i pracovni zatazeni pacienta a
vétSina osob musi svého ptivodniho povolani zcela zanechat. Z tohoto divodu také pacienti
sveé obtize neziidka disimuluji a k 1ékati se dostavaji, az kdyz je choroba v pokrocilém stadiu.

Z dlouholetych sledovani dal$iho vyvoje profesiondlniho astmatu po eliminaci z vlivu
prokazaného profesiondlniho alergenu vyplyva, ze u vétSiny pacientli nedochazi k uplnému
vymizeni astmatu a onemocnéni u nich ptetrvava (Tarlo 1998, Lombardo 2000, Klusackova
20006). Pricinou mize byt pravé pfili§ pozdni diagnostika astmatu, kdy zanét v dychacich
cestach je jiz pokrocilejsi a zanétem postizena sliznice je vnimavéjsi k ptisobeni dalSich
alergent. Z tohoto diivodu je snaha o co nejc¢asnéjsi diagnostiku profesiondlniho astmatu
(Tarlo 2000). V prvé tadé se jedna o duslednéjsi sledovani osob potencialné vice vnimavych
k vyvoji astmatu (atopici) zafazenych do provozi s ofenzivnimi alergeny. 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 z hlediska poslednich poznatkii jevi jako
slibné v oblasti diagnostiky i dal§iho sledovani vyvoje onemocnéni astmatem. Prvni metodou
je analyza kondenzatu vydechovaného vzduchu. Druhou metodou je analyza indukovaného
sputa.



3  PROFESIONALNI BRONCHIALNi ASTMA (definice, sou¢asna
diagnostika)

3.1.  Definice profesionalniho bronchiilniho astmatu

Profesionalni bronchidlni astma je stejné¢ jako neprofesiondlni bronchidlni astma
definovano jako chronické zanétlivé onemocnéni, které je spojeno s bronchidlni
hyperreaktivitou. Vede k opakovanym epizoddm piskotti, dusnosti, tisné na hrudi a kasle
objevujicim se pfevazné v noci nebo v ¢asnych rannich hodinach. Tyto epizody jsou spojeny
s bronchialni obstrukci, kterd je vétsinou reverzibilni bud’ spontdnné nebo pomoci 1ékt (GINA
Report 2007). S bronchidlnim astmatem je velmi uzce spojena alergickd ryma. Nosni i
bronchidlni sliznice maji spolecné rysy a alergickd ryma se cCasto vyskytuje spolecné
s bronchidlnim astmatem. Vzhledem k tomu byl zaveden termin ,,spolecného onemocnéni
dychacich cest“ - ,jone airway one disease”. Pfitomnost alergické¢ rymy cCasto zplisobuje
exacerbace astmatu, zvySuje ¢etnost astmatickych zachvatli a hospitalizaci z diivodu zhorSeni
astmatu (ARIA Report 2007). Proto je i diagnostika a sledovani pacientl s profesionalni
alergickou rymou spojena s diagnostikou pacientll s profesiondlnim astmatem. Z tohoto
divodu jsou v na$i praci zafazeny i vysledky pacientd s alergickou rinitidou, pokud byla
diagnostikovéna.

Dle platné legislativy je v oblasti pracovniho I¢kafstvi definovano onemocnéni
profesiondlnim bronchialnim astmatem a ohroZeni profesiondlnim bronchidlnim astmatem.
Profesiondlni bronchidlni astma, piipadné profesiondlni rinitida, jsou uvedeny v pfiloze
k natizeni vlady €. 290/1995 Sb., kterou se stanovi seznam nemoci z povolani, v kapitole III,
polozce 10 (astma bronchiale a alergicka onemocnéni hornich cest dychacich) jako nemoci,
které vznikaji pfi praci, u niz je prokdzdna expozice prachu nebo plynnym latkam
s alergizujicimi nebo iritujicimi u¢inky. Ohrozeni nemoci z povolani (napt. profesiondlnim
astmatem nebo profesiondlni rinitidou) je definovano v zdkoniku prace a rozumi je jim takové
zmény zdravotniho stavu, které vznikly pii vykonu prace neptiznivym pusobenim stejnych
podminek, které vyvoldvaji nemoc z povolani. Nedosahuji vSak takového stupné poSkozeni,
které lze posoudit jako nemoc z povolani a dalsi prace za stejnych podminek by vedla ke
vzniku nemoci z povolani (zakon ¢. 262/2006, Fenclova 2006).

Mezi nemoci zpovolani bylo profesionalni bronchidlni astma v nasi republice
zatazeno vyhlaskou ¢. 129/1975 Sb., ktera vstoupila v platnost 1. ledna 1976 (Brhel 2001).
Predpoklada se, ze profesionalni astma ptedstavuje 5-15 % novée diagnostikovanych piipada
astmatu (Blane 1996, Bernstein 2001).

V poslednich péti letech nedochazi v Ceské republice k vyznamngj$im zménam v
poctu hlaSenych onemocnéni profesiondlnim astmatem (tabulka ¢. 1), ale je otdzkou, jaky
pocet onemocnéni zistava neodhalen. V roce 2006 bylo (podobné jako v predchozich letech)
nejvice onemocnéni profesiondlnim bronchidlnim astmatem a profesiondlni alergickou
rinitidou uzndno u pracovnikd v potravinaistvi (58,9 %), nejCastéji u pekatrt-cukrail, na
druhém misté¢ v zemé&délstvi (14,4 %), predevSim u oSetfovateli hospodaiskych zvifat.
Profesionalni astma a rinitida byly v 38,9 % vyvolany pouze jednim alergenem, zbyvajici ¢ast
byla zplsobena kombinaci nckolika alergenii. NejCastéjSim alergenem byla mouka (43x
vyvolavatelem bronchidlniho astmatu, 45x vyvolavatelem alergické rinitidy), ostatni noxy
byly zastoupeny méné (Fenclova 2007). Tohle spektrum vyvolavajicich alergenii se
v poslednich letech vyrazné neméni (tabulka €. 2), ale s rozvijejicim se pokrokem ptedevsim
v chemickém primyslu se stale objevuji nové alergeny (Klusdckova 2007a).



Tab. 1.

Pocet onemocnéni profesionalnim bronchidlnim astmatem, profesionalni

rinitidou a kombinace obou v Ceské republice v letech 2002-2006 (Fenclova 2003, 2004,

2005, 2006, 2007)

Roky 2002 2003 2004 2005 2006
Pocet Pocet Pocet Pocet Pocet
onemocnéni | onemocnéni | onemocnéni | onemocnéni | onemocnéni

Profesionalni astma 44 36 69 50 47
Profesionalni rinitida 23 30 44 28 43
Profesionalni astma s
rinitidou v 31 27 6 X X
kombinaci
Celkem 98 93 119 78 90

Poznamka: X- spole¢na polozka se jiz nepouziva

Piiklady vyvolavatelu profesionalniho bronchialniho astmatu

Mouka, moucny prach, obilny prach

Nejvice alergickych obtizi zpisobuje mouka pSenicnd a zitnad. U senzibilizovanych
pekait byly nalezeny ptedevSim specifické IgE protilatky proti albuminu a glutenu -
zahrnujici globulin, gliadin a glutenin. Dalsi pfi¢inou astmatu u pekaitt mohou byt rizné
kontaminujici latky mouky - alergeny moucnych roztoct, plisné (Aspergillus, Alternaria),
amylaza, hmyz ¢i exkrety hlodavct (Novotnd 2000, Krémova 2004).

Textilni vidkna

Vlna, bavlna, len, konopi, juta a synteticky textil jsou vyznamné alergeny piedevsim
ve statech s rozvinutym textilnim pramyslem. V ptadelndch baviny, juty, Inu a konopi byvaji
popisovany febrilni reakce, které jsou spojeny s inhalaci prachu obsahujiciho bakteridlni
endotoxiny. Tyto endotoxiny jsou schopné aktivovat komplementovy systém. Bronchialni
astma s intermitentnimi febriliemi je nazyvano bysinoza (Novotnd 2000, Krémova 2004).

Dreveny prach

Dievény prach zpiisobuje nejveétsi obtize u pracovnikli ndbytkéarského pramyslu a
truhlait, nejcastéji pii zpracovani vzacného dieva (mahagon, sekvoj, cedr). Mezi ofenzivni
alergeny patii kyselina plikatova, ktera je obsazena v Cerveném zapadnim cedru (Novotnd
2000, Krémova 2004). V Ceské republice se jako alergen uplatiiuje zejména prach z diev
ovocnych stromu a ostatnich tvrdych drev.

Latex
Pfirodni latex se ziskdva ze stromu Hevea brasiliensis. Obsahuje polymery cis 1,4-
polyizoprenu a asi 1,5 % dalSich proteinii. Latex se pouZziva k vyrobé latexovych rukavic,



katetrii a tak mezi nejcastéji postizené osoby alergizaci na latex patti zdravotnici (Novotna
2000, Krécmova 2004).

Izokyanaty

Tato skupina latek je charakteristickd chemickou skupinou -N=C=0. Mezi
nejvyznamnéjsi z hlediska alergizace patfi toluendiizokyanat (TDI) - byva nejcastéji spojovan
svyvojem profesionalniho  astmatu, dale metylendifenyldiizokyanat (MDI) a
hexametylendiizokyanat (HDI). Izokyanaty jsou meziproduktem pii vyrobé plasti na bazi
polyuretanti. Vznikaji polyadi¢ni reakci mezi izokyanaty, které reaguji s aktivnim vodikem
latek bohatych na hydroxylové skupiny (glykoly, polyestery). Polyuretany se pouzivaji
k vyrob¢ vsttikovacich hmot, montaznich pén, lepidel a dvouslozkovych barev. Maji Siroké
pouziti v automobilovém, nabytkaiském a textilnim primyslu. Diizokyanaty jsou také Casto
obsazeny v natérovych hmotach (Novotna 2000, Krémova 2004).

Tab. 2. Zastoupeni nox vyvolavajicich profesiondlni bronchidlni astma a profesionalni
rinitidu v Ceské republice v letech 2004-2006 (Fenclova 2005, 2006, 2007)

Noxa Pocet v roce 2004 | Pocet v roce 2005 | Pocet v roce 2006
Mouka 48 33 88
Dievény prach a jiné rostlinné

alergeny 18 12 6
Zivogisné alergeny 13 8 6
Textilni prach 12 2 3
Potraviny a potravinové

piipravky (krom¢ mouky) 8 4 15
Lepidla a adheziva 7 3 3
Pryskyftice 7 2 0
Dezinfekéni prostiedky 7 4 0
Ostatni chemické latky 7 1 6
Krmné smési 7 2 12
Organické rozpoustédla 6 2 0
Izokyanaty 4 2 3
Organickad barviva 4 4 5
Jiné noxy 4 9 6
Kovy 3 2 0
Kalafuna a spalné produkty

pajeni 3 1 1
Jiné biologické faktory 2 2 2
Cistici a kosmetické p¥ipravky 1 1 0
Ropné vyrobky 1 2 10
Pryz a gumarenské chemikalie 1 0 0
Latex 1 2 0
Léky 0 2 0
Roztoci 0 0 5
Pocet vyskytu jednotlivych

nox 164 100 176

Poznamka: U nékterych osob bylo uvedeno nékolik nox vyvolavajici onemocnéni, proto se pocet hlaSenych onemocnéni a
pocet nox lisi



3.2. Rozdéleni profesionalniho bronchiilniho astmatu

Profesionalni bronchidlni astma Ize rozd¢lit do dvou velkych skupin:

1/ imunologické (senzibilizaci navozené astma)

2/ neimunologické (irita¢ni, vyvolané pisobenim latek s iritacnim ucinkem) (Lebedovd 2006)

1/ Imunologické profesiondlni bronchidlni astma

Imunologické profesiondlni astma vznikd po urCité dob¢ latence po expozici
senzibilizujicimu alergenu. Imunologické astma zahrnuje IgE imunologickou odpovéd’ I.
typu, ale 1 odpoveéd’ III. a IV. typu.

L. typ imunitni odpovédi

U IgE zprosttedkované odpovédi je prvnim krokem aktivace T Ilymfocytd s
rozpoznanim antigenu, ktery je prezentovan na povrchu pomocnych (antigen prezentujicich)
bun¢k (makrofagy, dendritické buniky, B lymfocyty). Piedpoklada se, ze dendritické buiiky
jsou hlavnimi antigen prezentujicimi bunikami v dychacich cestach. Dendritické bunky
s navazanym antigenem migruji do lokélnich lymfatickych uzlin, kde prezentuji peptidové
fetézce alergeni T lymfocytim. Bc¢hem antigenni prezentace se lymfocyty T (CD4+)
diferencuji do formy Th2. Tyto bunky produkuji velké mnozstvi cytokini - interleukin (IL) 3
-3, IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 a IL-13. Nasledné dochazi k nahromadéni Th2 bunék v ptislusné
tkani a to pomoci adheznich molekul. Th2 bunky jsou zde odpovédné za rozvoj alergického
zanétu. Jejich nejvyznamnéjsi roli je produkce IL-4, ktery podporuje tvorbu protilatek IgE B
lymfocyty. IgE protilatky se dostavaji do ob&hu a infiltruji tkané. Vazi se svymi Fc-oblastmi
na vysokoafinni receptor pro IgE - Fc.RI na Zirnych buiikach a bazofilech. Pfi opakovaném
kontaktu s inhalovanym alergenem dochézi k tomu, ze se tento alergen vaze ke specifickym
IgE na povrchu Zzirnych bunék, bazofilli, makrofagli, eozinofili a desti¢ek. Reakce mezi
antigenem a IgE vyusti v kaskddu dé&ji s vyslednou aktivaci zénétlivych bunék. Aktivace
zirnych bun¢k zpiisobuje bronchokonstrikei, kterd je mediovana histaminem, leukotrieny (LT)
C4, Dy a E4, prostaglandinem D,. Dale se uvoliluje fada cytokint: IL-4, 5, 8, 13 a
»granulocyte-macrophage colony stimulating factor® (GM-CSF) a faktor nekrotizujici nadory
(TNFa). Uvolnéné cytokiny jsou dulezité v modulaci zanétlivé reakce a prodluzuji zanétlivou
odpovéd po expozici alergenu. Cytokiny uvoliiované T lymfocyty maji regulaéni roli
v expresi adheznich molekul na endotelialnich a epitelidlnich bunkdch. T lymfocyty fidi
zangtlivy proces. Ptedstaviteli bun€k efektorovych jsou eozinofily, zirné bunky, epitelidlni
bunky a neutrofily (Mapp 1994, Novotna 2000, Panzner 2004).

II. typ imunitni odpovédi

Tato reakce je spojena s protilatkami tfidy IgG nebo IgM, které se vazi na antigen a
tvoifi imunokomplexy. Imunokomplexy se vazi na Fc-receptory fagocytii nebo aktivuji
komplement. Prostiednictvim jeho chemotaktickych fragmentti se dostanou do mista reakce
neutrofily, pomocnou ulohu hraji také zirné bunky. Aktivace komplementu a produkty
aktivovanych neutrofilli (proteolytické enzymy, kyslikové radikaly, metabolity kyseliny
arachidonové) vedou k zanétlivé reakci, ktera mize skoncit tkanovou nekrozou. Typickym
piikladem tohoto typu alergického imunokomplexového onemocnéni je tzv. farmaiska plice,



kdy se vytvari IgG protilatky proti riznym inhala¢nim alergenim - pfevazné plistiovym
antigeniim nebo soucastem sena (Bartuinkova 1994, 2004).

IV. typ imunitni odpovédi

T lymfocyty a makrofdgy patii mezi efektorové buiiky tohoto typu odpovédi.
Senzibilizované T lymfocyty uvoliluji po kontaktu s alergenem cytokiny a medidtory zanétu a
ty pak zplsobuji aktivaci makrofagi (Bartiinkova 1994). Tento typ odpovédi se déli na 3
podtypy: IVal, IVa2 a IVb. IVal- je opozdénym typem odpovédi mediovany Thl CD4+
builkami. IVa2 je bunkami zprostfedkovany typ eozinofilni hypersenzitivni odpovédi
mediovany Th2 CD4+ bunkami. Tento typ je pravdépodobné zodpovédny za pozdni fazi
IVa2 odpovédi. Typ IVb je cytotoxickd odpovéd mediovana CD8+ Tcl typem bunék
(Grammer 2001).

Mezi alergeny, které nejcastéji zptisobuji casnou IgE mediovanou reakei I. typu ihned
po expozici, patii mouka, zivoc¢isné, rostlinné alergeny a roztoCi. Alergeny Inu, konopi,
bavlny a spory plisni zptisobuji nej€astéji reakce III. typu s rozvojem klinickych ptiznakl 6-8
hodin po expozici alergenu. Buiikami zprostfedkovanou imunologickou odpovéd’ IV. typu se
symptomy astmatu 6-48 hodin po expozici se nejcastéji vyznacuji diizokyanaty, dezinfekcni
prostiedky a soli kovti (Krémova 2004).

2/ Neimunologické profesiondlni bronchidlni astma

Jedna se o tzv. iritacni astma, které vznikd bez obdobi latence a mize se objevit po
jedné ¢i opakovanych expozicich iritatnim latkam vétSinou ve vysokych koncentracich
(plyny, koufe, dymy, kapalné aerosoly). Tento typ onemocnéni je oznacovan terminem
RADS (reactive airways dysfunction syndrome). Masivni expozice zplisobuje vyznamné
epitelidlni poSkozeni spojené s aktivaci non-adrenergni noncholinergni (NANC) neurélni
drahy a neurogenni zanét. Aktivace makrofagl a degranulace Zirnych bunék vede k uvolnéni
prozanétlivych chemotaktickych a toxickych mediatori. PoSkozeny bronchidlni epitel pak
prostiednictvim prozanétlivych mediatorti, redukci neutrdlni endopeptidazové aktivity ¢i
snizenym uvoliiovanim ,,epitelial-derivated relaxing factor* pfispiva k perzistenci zanétlivého
procesu. Vlivem zvySeni epitelidlni permeability jsou subepitelialni iritaCni receptory
exponovany nespecifickym stimuliim a spolu se zvySenou vaskuldrni permeabilitou a edémem
tkani posiluji zanétlivou odpovéd’, kterd piispiva k perzistenci zanétu dychacich cest a k
nespecifické bronchidlni hyperreaktivité (Mapp 1994 Balmes 1997, Novotna 2000, Brhel
2001).

Rozdeéleni profesiondlnich alergenii

Profesiondlni alergeny lze rozdélit do dvou skupin - na nizkomolekularni (LMW)
(<1kDa) a vysokomolekularni (HMW) (>1kDa) (Balmes 1997). Mezi HMW alergeny patii
vétsinou latky rostlinného nebo Zivocisného piivodu a tvoii jiz samy o sobé vlastni reakce
schopny antigen. LMW latkami jsou vétSinou latky chemické a potiebuji k tvorbé
kompletniho antigenu spojeni s proteinem (Novotna 2000). HMW alergeny, ale i nckteré
LMW alergeny zptsobuji pievazné alergické reakce Casné (IgE dependentni), LMW alergeny
i reakce pozdni (Grammer 2001).
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Geneticka predispozice

Casto se diskutuje o mozné genetické predispozici k nékterym profesiondlnim
alergenim. Osoby s HLA-DQA1 a DQBI1 Asp57 mohou mit zvySené predispozice k vyvoji
astmatu zplisobeného diizokyanaty, HLA-DR3 byvé spojovana s vét§im rizikem senzibilizace
na trimelitanhydrid a ¢pavek, HLA-DQB1*0302 a DQB1*0603 se senzibilizaci na kyselinu
plikatovou (obsazenou ve dfevé cerveného cedru). Jako protektivni se ukazuje alela
DQB*0501 pti expozici izokyanatim a kyselin€ plikatové (Krémova 2004).

3.3. Patologicka anatomie bronchiilniho astmatu

Typickym histologickym obrazem bronchidlniho astmatu je ztlusténi bronchidlni stény
v disledku hypertrofie hladkych svali. Povrchovy epitel bronchli je vysoky s pfevahou
poharkovych bunék a moznou dlazdicovou metaplazii. Depozita imunoglobulini zptsobuji
ztluSténi bazalni membrany. Sliznice dychacich cest je infiltrovana pfevazné eozinofily a
lymfocyty. Je patrnd hyperplazie poharkovych bunc¢k a hypersekrece hlenu. Sliznice je
pokryta vazkym sekretem, odloupanymi epiteliemi a eozinofily. VSe vede k remodelaci stény
dychacich cest (Lebedova 2006, GINA Report 2007).

3.4. Diagnostika profesionalniho astmatu

Diagnostika profesiondlni bronchidlniho astmatu je zaloZena jednak na ovéfeni a
potvrzeni zadkladniho onemocnéni - tj. bronchidlniho astmatu, dale na pritkazu senzibilizace na
noxu pfitomnou na pracovisti pacienta a soucasn¢ na prikazu souvislosti mezi vznikem
astmatu a pracovni expozici.

Souvislost mezi bronchidlnim astmatem a pracovnim prosttedim je déna nckterou
z nasledujicich podminek (Balmes 1997):

e priznaky astmatu se objevuji jen v praci
ptiznaky astmatu se zlepSuji ve dnech pracovniho volna
ptiznaky astmatu se objevuji pravidelné po pracovni sméné
ptiznaky astmatu se postupné zhorsSuji béhem pracovniho tydne
ptiznaky astmatu se zlepSuji po zméné pracovniho prostiedi

Mezi ptiznaky bronchidlniho astmatu patii piskoty s maximem v exspiriu, tachypnoe,
kaSel, tisen na hrudi, pocit dusnosti. Tyto symptomy se objevuji béhem prace na pracovisti
nebo nejcastéji do 4-8 hodin po opusténi pracoviste. HMW alergeny zplsobuji prevazné
alergickou odpovéd’ Casného ¢i dudlniho typu, latky LMW zpisobuji nejcastéji alergické
odpovédi pozdniho typu, které se objevuji az po skonceni pracovni doby. Pii déletrvajici
expozici alergenni latce se vSak symptomy mohou stat chronickymi a ztraci se tak jasna vazba
na pracovni expozici (Balmes 1997).

Laboratorni diagnostika bronchidlniho astmatu vychdzi ze zjiStovani piitomnosti
atopie a alergie (eozinofilie v periferni krvi, pozitivity koznich prick testl s alergeny,
zvySenych celkovych ¢1 specifické IgE protilatek v séru, zvySeného eosinofilniho
kationického proteinu (ECP)).

Dilezitou soucasti diagnostiky je funkcni vySetfeni plic, které u nelécené¢ho pacienta
Asthma (GINA Report 2005). Podle soucasnych doporuceni se rozliSeni na intermitentni a
perzistujici (lehké, stiedni a t€zké) bronchialni astma vyuziva jiz jen vyzkumné, pro klinické
pouziti se doporucuje rozdéleni na bronchidlni astma dobie kontrolované a astma Spatné ¢i
nedostate¢né¢ kontrolované 1écbou (GINA Report 2007). U Spatné kontrolovaného astmatu je
typicka pritomnost obstrukéni ventilaéni poruchy (obstrukce v dychacich cestach - parametr
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FEV, (flow expiratory volume in 1%second - objem vzduchu vydechnuty béhem 1. sekundy
usilovného vydechu) niz8i nez 80 % pfedpokladané hodnoty). U astmatu intermitentniho nebo
1écbou dobie kontrolovaného jsou vSak hodnoty FEV,; v klidu v normé a snizuji se az pfi
astmatickém zachvatu. U osob se suspektnim astmatem se sleduje denni variabilita plicnich
funkei v klidu. Patologicka je vétsi nez 20% variabilita parametru PEF (peak expiratory flow,
nejvyssi vydechova rychlost). U bronchidlniho astmatu je typicka pfitomnost bronchialni
hyperreaktivity. K prikazu nespecifické bronchiadlni hyperreaktivity slouzi nespecificky
bronchoprovokacni test. Nespecificky bronchoprovokacni test je nejcastéji provadeén inhalaci
roztoku histaminu ¢i metacholinu. Jako pozitivni vysledek se oznacuje pokles parametru
FEV, po inhalaci o vice nez 20 % oproti hodnoté pfed testem. K pritkkazu reverzibility
bronchiélni obstrukce slouzi naopak bronchodilata¢ni testy. Bronchodilatacni test se provadi
aplikaci bronchodilataéni latky (nejcastéji salbutamol, fenoterol, terbutalin, ipratropium
bromid). Hodnoty FEV; by se do 30 min po testu mély zvysit alespont o 12 % a soucasné o
minimdlné 200 ml v absolutni hodnoté€. Pozitivni bronchodilata¢ni test potvrzuje reverzibilitu
obstrukce (Lebedova 2006, GINA Report 2007).

Prikaz vlastniho profesiondlniho astmatu je mozno provést vice zptisoby:

e Nejcastéji doporucovany postup je monitorovani PEF. Tuto metodu zavedl do
praxe Burge a kol. (/979). Indikaci k provedeni tohoto typu monitorovani je
nejcastéji piipad, kdy se jednd o novou alergenni latku, kterd mtze zptisobovat
profesionélni astma - jako prvni screening spojitosti obtizi s expozici, dale pokud
neni specificky bronchoprovokacéni test v laboratofi mozné provést nebo jeho
vysledek je negativni 1 pfes velmi suspektni vazbu na pracovisté, k odliSeni
astmatu zhorSovaného praci ¢i k otestovani, zda je pracovni prostiedi pro danou
osobu bezpecné (Chan Yeung 1995). NejCastéjSim schématem je takové, kdy si
pacient po dobu 2 tydna vyfazeni z pracovniho prostiedi a nasledn¢ po dobu 2
tydni na pracovisti opakované méfi PEF pomoci peak-flow metru (Novotna 2000).
Samoziejmé je nutné délku méteni ptizptisobit zdravotnimu stavu pacienta béhem
opakované expozice noxdm na pracovisti. Méfeni by mélo byt provadéno alespoii
4x denné (napiiklad pro pracovniky v dennich sménach po probuzeni, v poledne,
po praci, pted usnutim), idedln¢ kazdé 2 hodiny, coz vSak klade velké naroky na
spolupraci pacienta (Chan Yeung 1995). Pozitivnim nalezem je diurndlni
variabilita PEF>20 % b&hem méfeni v praci proti eliminaci z pracovniho prostredi.
Vyznamnou nevyhodou je moznost volniho ovlivnéni hodnoty PEF, coz tohle
vySetfeni ¢ini v podstaté nepouzitelnym pro rozhodovani o diagndze
profesionalniho astmatu v naSich podminkdch svyznamnym finanénim
odskodnénim pro bolestné a doplatky do vyse ptvodniho platu.

e Dals$i moznosti je monitorovani zmény bronchidlni hyperreaktivity v obdobi
vyfazeni z pracovniho procesu a v obdobi expozice na pracovisti. Pozitivnim
nalezem je zvySeni bronchidlni hyperreaktivity - alespoii dvojnasobné zvySeni
hodnoty PCyy v obdobi po expozici vzhledem k obdobi vytazeni z prace (Novotna
2000).

e Za zlaty standard se povazuji specifické bronchoprovokacni testy s podeziivanymi
alergeny. Expozici alergenu je mozné provést bud pfimou inhalaci
standardizovaného komeréné vyrobené¢ho alergenu (napf. mouky), dale expozici
ve specialnim boxu s fizenym odtahem vzduchu, kde pacient simuluje praci na
pracovisti (napt. lakovani), pfipadné reexpozici na pracovisti, pokud neni mozné
identifikovat podezielou alergenni noxu ¢i neni mozné expozici napodobit v
laboratofi. Expozice alergenu pfimou inhalaci by méla zac¢inat nejnizsi koncentraci
alergenu, kterd vyvolala pozitivni kozni reakci pfi testu end-point titrace
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(intradermalni test s alergenem v fedéni 1:10000 az 1:10), ptipadné koncentraci
10x niz8i (Novotna 2000). Pokud inhalace alergenu v této koncentraci nevyvola
bronchospastickou odpoveéd’, pfistupuje se k inhalaci téhoz alergenu o vyssich
koncentracich. Pfi expozici podeziivanému alergenu jsou opakované sledovany
funkéni parametry plic a jako pozitivni vysledek je bran pokles FEV, v obdobi 24
hodin po testu o 20 % vzhledem k hodnoté pied testem (Brhel 1997). Provadéni
specifickych  bronchoprovokaénich testi je rizikové zdivodu mozného
anafylaktického Soku ¢i vzniku vyrazné obstrukce v dychacich cestdch. Personal
proto musi byt odborné vyskolen ke zvladani akutnich komplikaci a pracovisté
musi byt specidln€ vybaveno. Vyznamnym pozitivem téchto testli je piimé
potvrzeni noxy - profesionalniho alergenu.

Pokud to zdravotni stav vySetfovaného dovoli, je bcéhem testli s alergeny
doporucovano vysazeni 1€ki, které by mohly vysledek testi negativné ovlivnit - kratkodobée
pusobici B;-mimetika a ipratropium bromid 8 hodin pied testem, dlouhodobé pisobici [3,-
mimetika a antileukotrieny 8 hodin pfed testem, teofyliny 48-72 hodin ptfed expozici
(Hendrich 2002). Pokud se vysazuji inhala¢ni kortikosteroidy, mélo by tak byt provedeno 4-8
tydni pred testem (Satinska 2003). N&kteti autofi vSak vysazeni kortikosteroidi nedoporucuji.
Dlivodem je mozna faleSna pozitivita testu v disledku zhorSeni stavu pacienta po vysazeni
reakce na podany alergen nemusi byt tak vyrazna, jako by byla bez kortikoidni 1é¢by, ale
lé€ba by neméla u senzibilizovaného pacienta reakci zcela zamaskovat. Aplikace
kortikosteroidii, kromoglykatu sodného a nedokromilu sodného by vSak méla byt
prizptisobena protokolu testu - tj. cela denni davka by méla byt aplikovana az ve vecernich
hodinach (Hendrich 2002).

Casto nelze specificky bronchoprovokadni test provést z diivodu nedostatedného
vybaveni laboratofe plicnich funkci expozi¢ni kabinou a Skolenym personalem, ziskani
vzorku alergenu z pracovisté, z organizacnich ¢i ekonomickych divodi nebo bezpecnosti a
proto byla zkoumana specificita a senzitivita ostatnich provadénych vysetfeni v kombinaci i
samotnych. Pii sledovani senzitivity a specificity samotného PEF monitorovani na pracovisti
Coté a kol. (1/990) uvadeji senzitivitu 86 % a specificitu 89 % v porovnani se zlatym
standardem - specifickymi provokacnimi testy, Perrin a kol. (/992) ve své studii popsali
senzitivitu 81 % a specificitu 74 %. Beach a kol. (2007) provedli systematickou revizi 77
studii zabyvajici se diagnostikou profesiondlniho astmatu. Pfi vySetfeni nespecifické
bronchiadlni hyperreaktivity, koznich prick testi a specifické IgE protilatky zkrve byla
senzitivita ve srovnadni se specifickym bronchoprovokacnim testem primérné: 79,3 % (HMW
latky) a 66,7 % (LMW latky); 80,6 % a 72,9 %; 73,3 % a 31,2 %. Specificita byla nejvyssi
pro specifické IgE protilatky (79 % HMW a 88,9 % LMW latky). Vysoka specificita byla
zjisténa pro pozitivni nespecificky bronchoprovokacni test a kozni prick testy (82,5 %) nebo
v kombinaci se specifickym IgE (74,3 %). U LMW alergentl byla nejvyssi senzitivita zjisténa
pro kombinaci pozitivniho nespecifického bronchoprovokacniho testu a pozitivniho kozniho
prick testu a to ve vysi 100 %. Pfi opakovanych méteni ventilacnich parametrti (nejcasteji
PEF) byla pro LMW latky senzitivita 86,7 % a specificita 90,0 %. Pro opakované testovani
nespecifické bronchidlni hyperreaktivity byla senzitivita i specificita pro HMW 100 %, pro
LMW 67,5 % a 65,6 %.

V ptipadé, ze tedy neni mozné specificky bronchoprovokaéni test provést, mize byt
kombinace pozitivniho nespecifického bronchoprovokacniho testu s pozitivnimi specifickymi
IgE protilatkami nebo koznimi prick testy alternativou, kterd zvySuje pravdépodobnost
diagnozy profesiondlniho astmatu (Beach 2007).
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3.5. Prevence profesionalniho astmatu

Mezi primarni prevenci vzniku profesiondlniho astmatu fadime vhodnou volbu povolani a
vhodné pracovni zatazeni v zaméstnani. Na pracovisti by to méla byt disledna kontrola
procesil, které zahrnuji expozici potencialnim alergizujicim latkdm a iritantim - ochrana
pracovnikli pomoci odpovidajicich ventilaénich systémi, ochrannych pomicek a instruktaz
pracovnikl. Do sekunddrni prevence patii v€asné rozpoznani pifiznakli pocinajiciho
profesionalniho astmatu a vcasnd eliminace z vlivu profesiondlniho alergenu. Tercialni
prevenci rozumime zabrdnéni zhorSeni a vzniku komplikaci jiz vzniklého profesionalniho
astmatu (Balmes 1997, Brhel 2000, Brhel 2001).
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4 DIAGNOSTICKE METODY V OBLASTI PROFESIONALNIHO
BRONCHIALNIHO ASTMATU

41. KONDENZAT VYDECHOVANEHO VZDUCHU

4.1.1. UVOD A SOUCASNY STAV RESENEHO PROBLEMU

Pocatky analyzy vydechovaného vzduchu sahaji do 18. stoleti, kdy Lavoisier zkoumal
proces dychani pravé analyzou vydechovaného vzduchu. Z vydechovaného vzduchu lze
zjistovat poziti alkoholu, charakteristicka je kyselina B-hydroxymaselna a aceton v dechu
diabetiktl. Prvni prace, které se tykaly analyzy kondenzéatu vydechovaného vzduchu (KVV) ve
vztahu k onemocnéni dychacich cest, byly publikovany v 80. letech 20. stoleti a zabyvaly se
plicnim surfaktantem a produkty peroxidace lipidi. V 90. letech 20. stoleti se spektrum praci
rozsifilo o IL-1b, IL-2, IL-6 a TNF. Nasledovaly studie zaméfené na izoprostany a
prostaglandiny u osob s astmatem, CHOPN, cystickou fibrézou a intersticidlnimi plicnimi
nemocemi (Cdp 2001).

KVV je bohatym zdrojem substanci (metabolity kyseliny arachidonové, proteiny,
peroxid vodiku, nitroslouceniny a dalsi latky), které¢ odrézeji prosttedi dychacich cest a nabizi
tak dal$i moznosti diagnostiky a monitorovani riiznych onemocnéni (Cap 2001). Mediatory
jsou zdychacich cest uvoliiovany do vydechovaného vzduchu, ktery pak kondenzuje
v ochlazované sbérné zkumavce. Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu je jednoducha
neinvazivni metoda, ktera mize byt provadéna 1 u déti a vdzné nemocnych pacienti a
opakovana né¢kolikrdt za sebou (Barnes 2005). Predpokladd se, ze aerosolové castice
vydechovaného vzduchu odraZeji slozeni bronchoalveolarni extracelularni tekutiny (Cdp
2001).

Odber KVV

Vzorky kondenzatu vydechovaného vzduchu jsou odebirany pomoci riznych ptistroji.
Tyto pfistroje mohou byt bud’ konstruovany samovyrobou ¢i komeréné. Ptistroje vznikajici
samovyrobou se obecn¢ sklddaji z natstku s jednocestnym ventilem ptipojenym ke sbérnému
systému, ktery je chlazen bud’ ledem nebo tekutym dusikem. Sbérny systém se sklada
z dvojité sklenéné stény.

Mezi komeréné vyrabéné pfistroje patii Eco-Screen (Jaeger Tonnies, Hoechberg,
Germany). Je to elektricky chlazeny systém s jednocestnym ventilem a sbérnym systémem
napojenym na pohyblivé rameno pfistroje. VySetfovana osoba dycha do piistroje pies nalstek,
ktery je pfipojen k Casti pfistroje sjednocestnym ventilem, kde je oddélen vdechovany a
vydechovany vzduch. Vzduch je ochlazovan pomoci protiproudového chladiciho okruhu ve
sbérné casti pristroje, ktery se skladda z lameldrniho kondenzatoru, na ktery je nasazena
standardni plastova sbérnd zkumavka z inertniho materialu. Kondenzat precipituje na sténach
kondenzatoru a stéka do sbérné zkumavky. Teplota uvniti chladiciho systému je podle
informace vyrobce -10 °C. Ptesto, Ze je tento systém Siroce uzivan, je oproti samovyrobou
vzniklym kondenzatorim vyhodnéjsi pouze v rychlém zchlazeni vzorkd, coz je dilezité
pfedevsim pfi analyzach chemicky nestabilnich latek (leukotrieny). Avsak i tady je jeho
vyhoda spornd - odebirany vzorek je Casto ¢asteCné ve stavu kapalném a ¢aste¢né zmrazeny,
coz pravé u nestabilnich latek muize byt pficinou velké variability jejich koncentraci
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v jednotlivych publikovanych pracech. Eco-Screen II (Jaecger Tonnies, Hoechberg, Germany)
je nov¢jsi verzi pristroje Eco-Screen a predstavuje vylepSeni stavajiciho pfistroje v moZnosti
m¢éfit ventilacni parametry béhem odbéru kondenzatu. Dalsi vyhodou je, ze KVV mize byt
odebirdn ve stejném case do dvou oddélenych chladicich systému, které se skladaji
z plastikovych sacki vlozenych do chladiciho systému. Toto zafizeni umoziuje sledovani
puvodu biomarkert z riznych plicnich kompartmenti (Montuschi 2007).

Dal$im z komerén¢ vyrabénych pfistroji je RTube (Respiratory Research, Inc.,
Charlottesville, VA), ktery ma vyhodu v pfenosnosti (Hunt 2002). Tento ptistroj se sklada
z polypropylenového sbérného systému s vydechovym ventilem. Chladici systém obsahuje
hlinikovy chladici obal obklopujici vyménnou polypropylenovou trubi¢ku. Teplota chladiciho
systému muze byt libovolné volena. Konstrukce pfistroje zabranuje kontaminaci vzorku KVV
slinami a slinnd amyl4za nebyla v odebranych vzorcich detekovana (Hunt 2002). Ptistroj byl
puvodné vyvinut pro méfeni pH ve vzorcich KVV, ale mize byt pouzit i pro detekci jinych
parametric. KVV. Vyhodou tohoto pfistroje je jeho pfenosnost, coZ umoziiuje métfeni
v domécim prostfedi, kdy je polypropylenova trubicka nésledné skladovana pii -20 °C
(v domacim prosttedi mozné) do doby zpracovani v laboratofi. AvSak pro analyzu chemicky
nestabilnich latek je nutno zamrazit trubicku ihned po odbéru na -80 °C, coz jiz v domacim
prostfedi mozné neni.

Soyer a kol. (2006) srovnavali vzorky odebrané systémem RTube a Eco-Screen u 20
zdravych dobrovolnikii. Systém Eco-Screen umozioval odbér vétsiho objemu KVV,
koncentrace cysteinylovych leukotrienti a eotaxinu byla vyznamné vys§i ve vzorcich
odebranych systémem Eco-Screen, rozdily v pH vzorkl se vyznamné nelisily. Rozdily mezi
vysledky analyz odebranych vzorkl byly patrné zpiisobeny odlisnosti pfistroji v chladicim
systému pii odbéru vzorku.

Kontaminace vzorku KVV

Béhem procesu odbéru mohou byt vzorky kontaminovéany jak latkami z vné&jSiho
prostiedi, tak endogennimi substancemi z ust a hornich dychacich cest. Riziko endogenni
kontaminace je v§ak velmi malé, nebot’ lamindrni proudéni neni dostatecné k tvorbé aerosolu.
Také povrch hornich dychacich cest je vzhledem k dolnim dychacim cestdm maly a tak
pfipadna kontaminace mlze byt povazovana za zanedbatelnou. Vyjimkou jsou vSak latky,
jejichz koncentrace je vysSi v hornich dychacich cestach. Vzhledem ktomu, Ze napf.
eikosanoidy jsou pfitomny ve vysokych koncentracich ve slindch, doporucuje se kontrola
kontaminace slinami méfenim slinné amylazy (Cdap 2001).

Analyza KVV

V soucasné dobé se ke stanoveni jednotlivych latek v KVV pouziva velké mnozstvi
metod. K analyze Ize vyuzit metod imunologickych - enzymova imunoanalyza (EIA), které
jsou pouzivany predevsim pro svou finan¢ni dostupnost, fotometrickych metod (fluorescence,
chemiluminiscence), vysokotlaké kapalinové chromatografie (HPLC), kombinace hmotnostni
spektrometrie (MS) s kapalinovou ¢i plynovou chromatografii (LC/MS, GC/MS). LC/MS ¢i
GC/MS se jevi jako nejvyhodnéjsi pro stanovovani leukotrienti a 8-izoprostanu diky vysoké
specificité a také proto, ze pomoci téchto metod je mozné detekovat velmi nizké koncentrace
sledovanych parametrti (u leukotrienti jsou to pg/ml). Nevyhodou téchto metod je jejich
pomérné vysoka cena. Pfi analyze se také pouzivaji citlivé ioniza¢ni techniky (negativni
chemické ionizace), pfipadné¢ monitorovani pouze nékterych typickych ionth ve spektrech
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mefenych latek (SIM- Selected Ion Monitoring). SniZeni detekéniho limitu je mozné pomoci
ptedptipravy vzorkil pomoci lyofilizace ¢i metody Solid Phase Extraction (SPE) (Cap 2001).

Ve vétsing studii jsou markery v KVV méfeny pomoci imunologickych metod, které
je vSak nutno ovéfit referenénimi metodami jako je hmotnostni spektrometrie ¢i kapalinova
chromatografie. Tyto referenéni techniky také umozni ptfesné zméfeni koncentraci
sledovanych markert (Montuschi 2007). Leukotrieny jsou nejcastéji stanovovany pomoci EIA
jako suma cys-LT (LTC4/LTD4/LTEs) (Hanazawa 2000b, Antzak 2002, Baraldi 2003a).
Jednotlivé cysteinylové leukotrieny (LTD4 a LTE,) stanovovali napt. Cap a kol. pomoci
GC/MS (2004), LTE4 zjistovali pomoci EIA Mondino a kol. (2004) a Montuschi a kol.
(2006). LTB4 analyzovali metodou EIA Hanazawa a kol. (2000), Antzak a kol. (2002),
Biernacki a kol. (2003) a dalsi autoii; metodou LC/MS/MS Montuschi a kol. (2004), pomoci
GC/MS Cap a kol. (2004). 8-izoprostan byl analyzovan nejéast&ji metodou EIA (Montuschi
1999, Antzak 2002 a dalsi), metodou RIA (Montuschi 2003, Baraldi 2003b, Mondino 2004)
a metodou GC/MS (Carpenter 1998).

Leukotrieny v KVV

Leukotrieny patii mezi metabolity kyseliny arachidonové. Kyselina arachidonova je
20-uhlikovd polynenasycend mastnd kyselina. Je metabolizovana enzymatickymi i
neenzymatickymi cestami. Dv¢é hlavni cesty biotransformace zavisi na enzymech
cyklooxygenaze (COX) a 5-lipoxygenaze (5-LO).

Leukotrieny vznikaji 5-lipoxygenazovou cestou. Iniciace biosyntézy leukotrient zavisi
na stimulaci agonistou (alergenem iniciovana IgE vazba na membranu zirnych bungk),
hydrolyze kyseliny arachidonové z membranovych fosfolipidli fosfolipazou A, a interakci 5-
LO s aktiva¢nim proteinem (FLAP).

5-LO katalyzuje konverzi kyseliny arachidonové na 5-hydroperoxyeikosatetraenovou
kyselinu (HPETE), ktera je dale pfeménéna na S5-hydroxyeikosatetraenovou kyselinu (HETE)
nebo na nestabilni epoxid - leukotrien A4 (LTA4). V alveolarni makrofazich, monocytech a
neutrofilech je LTA4 metabolizovan LTA4 hydrolazou na leukotrien B4 (LTB4). V zirnych
bunikach, eozinofilech, bazofilech (hlavnich buiikéch alergického zanétu) probihd premeéna
LTA4 na leukotrien C4 (LTC4) cestou LTCs syntdzy. LTC,s je déle extracelularné
metabolizovan pomoci y-glutamyltranspeptidazy na leukotrien D4 (LTD4) a ten dipeptidazou
na leukotrien E4 (LTE4). LTC4, LTD4 a LTE, jsou oznacovany jako cysteinylové leukotrieny
(cys-LT), diive znamy jako SRSA (slow reacting substance of anaphylaxis). Leukotrien E4 je
metabolitem této leukotrienové tady, ktery je vyluCovany do moci. V moci miize byt jeho
koncentrace odrazem celkové produkce cysteinylovych leukotrienti v organismu. Pasobeni
leukotrienti je spojeno s G proteinovymi receptory BLT (pro LTB4) a receptory cysLT; a
cysLT;, (pro cys-LT) (Dworski 2005). CysLT; je receptor pfitomny na plicnich makrofazich,
bunkach hladkého svalstva, eozinofilech, bazofilech, monocytech a zirnych bunkach, B
lymfocytech a CD34 bunéénych prekurzorech; byl prokazén ve slezing, stfevé, placenté,
slinivce, prostaté, srdci, mozku, ledvinach, jatrech i1 tukové tkani. CysLT, receptor se
vyskytuje na Purkynovych vodivych vldknech srdce, chromatofinnich bunikdch nadledvinek a
mozku, na eozinofilech a makrofazich (Kopriva 2005). Pfi zkoumani kontraktilni kapacity in
vitro byl leukotrienim C4 a D4 pfipisovan zhruba stejny potencial iniciovat kontrakci hladké
svaloviny dychacich cest. Potencial kontrakce LTE4 byl nizsi (Drazen 1998). Cys-LT lze tedy
povazovat za mediatory obstrukce (Dahlen 1986). CysLT, receptor se dava do souvislosti
v plicich hlavné s Zilni vazokonstrikci (Dworski 2005).
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Cys-LT putsobi bronchokonstrikéné, zvysuji hyperreaktivitu dychacich cest, exsudaci
plazmy, podporuji Th-2 odpovéd’, potlacuji Th-1 odpovéd’, zplisobuji infiltraci a degranulaci
eozinofill, hyperplazii hlenovych bunék, hypersekreci hlenu, inhibici plicnich fasinek,
hyperplazii hladkych svalii, proliferaci epitelialnich bun€k, zvySuji depozici kolagenu, mohou
pusobit vazodilata¢né 1 vazokonstrikéné.

Mezi ucinky LTBy4 patii chemotaxe neutrofilii, sekrece leukocyti, podpora syntézy IgE
a nukleédrni transkripce.

Produkce cysteinylovych leukotrienli v organismu byla v minulosti monitorovana
pievazné zjisStovanim koncetrace LTEs v moci. Tato koncentrace vSak odrazi celkovou
produkci leukotrienl v organismu, z niz vlastni produkce v dychacich cestach pfedstavuje
pouze cast. Odbér kondenzatu vydechovaného vzduchu umozituje sledovat zmény
koncentraci leukotrienli pfimo v dychacich cestach a zachytit tak nejen kone¢ny LTE,, ale i
hlavni kontraktilni leukotrieny LTC4 a LTD4 (Drazen 1998). Vzhledem k tomu, Ze se cys-LT
podileji na kontrakei hladké svaloviny dychacich cest, byly sledovany koncetrace LTE, jako
metabolitu cysteinylovych leukotrieni v klidu a jejich zmény bcéhem specifickych a
nespecifickych bronchoprovokacénich testd (Zaylor 1989, Manning 1990, Kumlin 1992,
O Sullivan 1998).

LTB4 a cys-LT byly detekovany v KVV zdravych osob a zvysSeny byly u dospélych
astmatikll se stabilnim stfedné tézkym az tézkym astmatem (Hanazawa 2000b). U osob s
aspirin senzitivnim astmatem neléenych kortikosteroidy byly koncentrace cys-LT v KVV
shledany vyznamné vys$i nez u aspirin-tolerujicich astmatikd nelé¢enych kortikosteroidy.
Oproti tomu koncentrace cys-LT se vyznamné neliSily u  skupin aspirin-tolerantnich
astmatikd nelécenych a 1é¢enych kortikosteroidy. Skupiny astmatikii mély koncentrace cys-
LT vyssi nez zdravé osoby (Antzak 2002). Studie Mondiniho a kol. (Mondino 2004) zjistila
vyznamné vysSi koncentrace LTE4, LTBs a 8-izoprostanu u atopickych astmatickych déti
(nelécenych 1 léCenych kortikosteroidy) ve srovnani se zdravymi kontrolami, coz ukazuje
moznou nezavislost koncentraci téchto markerti na 1é¢b¢ steroidy. Na rozdil od LTE4 je LTB4
zvysen pievazné u osob s chronickou bronchopulmonalni nemoci (CHOPN). Montuschi a kol.
(Montuschi 2003) nalezli zvySenou koncentraci LTB,4 u kortikosteroidy 1é€enych i nelécenych
pacientti s CHOPN, ktefti byli exkufaky, ve srovnani se zdravymi osobami.

8-izoprostan v KVV

Izoprostany jsou latky vznikajici neenzymatickou peroxidaci kyseliny arachidonové
(Morrow 1990). F»-izoprostany jsou povazovany za nejlepsi biomarkery oxidativniho stresu a
peroxidace lipidil in vivo - vzhledem k jejich stabilite, specificité v endogenni peroxidaci a
pomérné snadno detekovatelné koncentraci v biologickych vzorcich (Roberts 2000).
Izoprostany nejsou jen markery oxidativniho stresu, ale byla zjiSténa také fada jejich ucinka
na dychaci systém - napi. kontrakce bronchialni hladké svaloviny (in vitro) (Kawikova 1996)
a obstrukce dychacich cest s exsudaci plazmy u morcat in vivo (Okazawa 1997), coz ukazuje
na jejich mozné vyuziti jako mediatora oxidativniho postizeni plic (Montuschi 2005). Tomu
odpovida skutecnost, Ze 8-izoprostan v KVV byl vyznamné zvySen u pacientli se silikozou
plic (Pelclova 2007a) i u osob s predchozi expozici azbestu (Pelclova 2007b).
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Zvysena koncentrace 8-izoprostanu v KVV byla nalezena u astmatikli se stabilnim
astmatem (ve srovnani se zdravymi osobami) a jeji narust koreloval s obtiznosti nemoci a
stupném zanétu (Montuschi 1999), u astmatik s aspirin senzitivnim i aspirin tolerujicim
astmatem (Anczak 2002), i u astmatickych déti 1écenych 1 nelé€enych kortikosteroidy (Baraldi
2003). Tyto vysledky podporuji tvrzeni, Ze 8-izoprostan jako marker oxidativniho stresu je
zvysen u dospélych i1 déti s astmatem a tento nartist je relativné rezistentni viici 16cbé steroidy
(Montuschi 2005).

8-izoprostan v KVV byl zvysen u kurakti a exkutrakli se stabilni CHOPN a to ve
srovnani se zdravymi kufaky i zdravymi nekutaky (Montuschi 2000a). Bylo popsano, ze
béhem exacerbaci CHOPN se koncentrace 8-izoprostanu zvySovala a nasledné po 1é¢b¢
antibiotiky se snizila (Biernacki 2003). Nebyly zjiStény korelace mezi ventilaénimi parametry
a 8-izoprostanem v KVV u astmatikii ani u osob s CHOPN (Montuschi 2000a). Negativni
korelace byla vSak nalezena pro parametr FEV, u pacientl s cystickou fibrézou (Montuschi
20005, 2005).

OH OH )

Leukotrien By

Leukotrien E4

8-izoprostan

Leukotrieny a 8-izoprostan: chemicka struktura
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4.1.2. CILE PROJEKTU

Projekt byl soudasti grantu IGA MZ CR ¢&. 8109-3/2004 Sledovani vyvoje
zanétlivych parametri u nemocnych s profesionalnim bronchidlnim astmatem®.

Cilem projektu bylo:

A. Stanovit koncentrace leukotrieni Bs, Cs4, D4, Es a 8-izoprostanu v kondenzatu
vydechovaného vzduchu u skupiny osob s profesiondlnim bronchidlnim astmatem a u
zdravych osob.

B. Sledovat zmény koncentraci leukotrientt B4, Cs4, D4, E4 a 8-izoprostanu béhem 24 hodin
v kondenzatu vydechovaného vzduchu u osob vklidu bez provokace alergenem ¢i
nespecifickym podnétem.

C. Sledovat zmény koncentraci leukotrienii B4, C4, D4, E4 a 8-izoprostanu v kondenzétu
vydechovaného vzduchu po expozici alergenu u osob spodezienim na profesionalni
bronchialni astma ¢i rinitidu.

4.1.3. PROVEDENIi PROJEKTU

4.1.3.1. Charakteristika sledovanych osob

A. Skupina osob s profesiondlnim bronchialnim astmatem a skupina zdravych dobrovolnika

Bylo vySetfeno 32 osob, u nichZz bylo v pfedchéazejicich letech diagnostikovéno
profesionalni bronchidlni astma a 39 zdravych dobrovolnika (tabulka €. 3). S osobami obou
skupin byl vyplnén standardizovany respiracni dotaznik, osoby byly klinicky vySetieny, bylo
provedeno laboratorni vySetfeni (krevni obraz, IgE, ECP). U kazdé osoby byl odebran 1
vzorek kondenzatu vydechovaného vzduchu. Dale bylo provedeno funk¢ni vySetieni plic
(spirometrie a bodypletysmografie), u osob sledovanych pro profesionélni bronchialni astma
navic nespecificky bronchoprovokacni test s histaminem (pokud nebyl vzhledem
k aktualnimu zdravotnimu stavu kontraindikovan) a alergologické vysetteni s koznimi prick
testy.

Tab. 3. Charakteristika skupiny zdravych dobrovolniki a osob lé¢enych pro
bronchialni astma
Osoby
Zdravé |s profesionalnim
osoby astmatem
Pocet pocet 39 32
Vék (SD) roky 42,5 (12,5) 48,5 (11,0)
Pohlavi muzi/zeny 15/24 23/9
Koufeni ne/ex/ano 29/3/7 13/13/6
Lécba kortikosteroidy pocet 0 29
ECP (SD) ng/ml 19,2 (11,8) 23,6 (12,1)
Eozinofily v krvi (SD) % 2,9 (1,9 3,1(1,9)
Eozinofily v krvi (SD) x107/1 0,18 (0,12) 0,22 (0,15)
IgE pozitivni/negativni/neproveden 5/32/2 12/18/2
KozZni prick testy pozitivni/negativni/neproveden | neprovedeno 9/22/1
E:jﬁslclloi;l)crl:)};okaéni test pozitivni/negativni/neproveden | neprovedeno 22/1/9
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B. Skupina osob, u nichz byla sledovana 24-hodinové variabilita leukotrient a 8-izoprostanu
v klidu bez provokace alergenem

Bylo vySetfeno 57 osob piijatych k diagnostické hospitalizaci pro podezieni na
profesionalni bronchidlni astma nebo rinitidu (tabulka ¢. 4). Byl s nimi vyplnén
standardizovany respiraéni dotaznik, osoby byly klinicky vySetfeny, dale bylo provedeno
laboratorni vySetfeni (krevni obraz, IgE celkové, ECP), alergologické vySetfeni s koznimi
prick testy, nespecificky bronchoprovokacni test s histaminem. VySetfeni markerdt KVV bylo
provedeno béhem 24 hodin celkem 4x vzdy pied vySetfenim ventilaénich parametra.

Tab. 4. Charakteristika skupiny osob se suspektnim profesiondlnim onemocnénim
dychacich cest, u kterych byla sledovana 24-hodinova variabilita markerii v KVV

n=57

VéEk (SD) roky 43,5 (10,5)
Pohlavi muzi/zeny 22/35
Koureni ne/ex/ano 28/18/11
ECP (SD) ng/ml 40,8 (32,3)
Eozinofily v krvi (SD) % 4,1 (3,7)
Eozinofily v krvi (SD) x107/1 0,28 (0,38)
IgE pozitivni/negativni 20/36/1
Kozni prick testy pozitivni/negativni/neproveden 24/29/4
Nespecificky bronchoprovokacni test pozitivni/negativni 35/22

C. Skupina osob vySetfenych pro podezieni na profesionalni bronchialni astma a/nebo rinitidu
- sledovani leukotrieni a 8-izoprostanu v KVV béhem specifickych bronchoprovokacénich
testu s alergeny

Bylo vySetieno 47 osob piijatych k diagnostické hospitalizaci pro podezieni na
profesionalni bronchidlni astma a/nebo rinitidu (tabulka ¢. 5). Byl snimi vyplnén
standardizovany respira¢ni dotaznik, byly klinicky vySetieny, bylo provedeno laboratorni
vySetieni (krevni obraz, IgE, ECP), alergologické vySetfeni skoznimi prick testy a
nespecificky bronchoprovoka¢ni test s histaminem. VySetfeni 24-hodinové variability
ventilacnich parametra a specifické bronchoprovokacni testy s profesionalnimi alergeny byly
provedeny standardné (viz dale 4.1.3.2), pfed kazdym vySetienim plicnich funkci byl

proveden odbér KVV. Tii osoby byly testovany za 1é€by inhalaénimi kortikosteroidy.

Tab. 5. Charakteristika skupiny osob vySetfenych pro podezieni na profesiondlni
bronchidlni astma a/nebo rinitidu, u niz byly provadény bronchoprovokacni testy

n=47

Vék (SD) roky 44,0 (10,2)
Pohlavi muzi/Zeny 18/29
Koufeni ne/ex/ano 22/16/9
ECP (SD) ng/ml 42,0 (34,5)
Eozinofily v krvi (SD) % 4,1 (4,1)
Eozinofily v krvi (SD) x10°/1 0,28 (0,42)
IgE pozitivni/negativni 16/31
T ozitivni/negativni/

Kozni prick testy neprcl))vedeny- nel%odnotitelné 20/23/4
Nespecificky brochoprovokacni test pozitivni/negativni 29/18
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4.1.3.2. Metodika pouzitych vySetieni

Funkcni vysSetieni plic
Funkéni vySetfeni plic bylo provedeno vsedé spirometrem s bodypletysmografem

MasterLab Jaeger. VySetfeni bylo provedeno v souladu se standardy Evropské respiracni
spole¢nosti (Quanjer 1993).

Nespecificky bronchoprovokacni test

Nespecificky bronchoprovokacéni test s histaminem byl proveden pomoci inhala¢ni
jednotky Asthma Provocation System Jaeger, ktera umozZiuje fizenou aplikaci roztoku v
pribéhu inspiria. Roztok histaminu byl inhalovan v koncentraci 1 mg/ml, (pfipadné 2,5
mg/ml), Smg/ml, 10 mg/ml, (pfipadné¢ 15 mg/ml). Jako zasadni kriterium pro zhodnoceni
testu jako pozitivniho byl bran pokles parametru FEV; o 20 % vzhledem k hodnoté pied
testem (Sterk 1993), ptipadné pokles o vice nez 30 % v parametrech MEF (maximalni
vydechovy pritok na riznych urovnich usilovné vitalni kapacity (FVC) a vzestup Ry (odpor
dychacich cest) o vice nez 70 % spolu s poklesem FEV; alesponn o 15 % vzhledem
k hodnotdm namétenym pred testem.

Specifické bronchoprovokacni testy

Béhem specifickych bronchoprovokacnich testli byl pacient po dobu 30 min vystaven
sledovanym latkam z pracovisté v podminkach simulujicich pracovni expozici podezielému
alergenu. Hodnoty ventila¢nich parametrti a klinicky stav vySetfované¢ho byl sledovan pred
aplikaci alergenu, bezprostfedné po jeho aplikaci, za 2 h, 5 h a 24 h po aplikaci alergenu a v
piipad¢ ndhle vzniklé bronchospastické odpovédi kdykoliv v priabéhu 24 h nasledujicich po
aplikaci alergenu. Jako zdsadni kriterium pro zhodnoceni testu jako pozitivniho byl bran
pokles parametru FEV, o 20 % vzhledem k hodnoté pied testem, ptipadné pokles o vice nez
30 % v parametrech MEF nebo vzestup Ry 0 vice nez 70 % spolu s poklesem FEV; alespoii
0 15 % vzhledem k hodnotdm naméfenym pted testem.

Odbeér kondenzatu vydechovaného vzduchu (KVYV)

Kondenzat vydechovaného vzduchu byl odebiran pomoci pfistroje EcoScreen Jaeger.
Vysetfované osoby mély béhem odbéru nos ucpany nosni svorkou, aby se zabranilo dychani
nosem. Byly tedy dodrzeny standardni podminky, kdy je vzduch nasdvan jen plastovym
ventilem pfistroje EcoScreen Jaeger. KVV byl odebiran do plastovych zkumavek z inertniho
materidlu a ihned po odebrani byl vzorek zamraZzen na -70°C do doby zpracovani.

Casové schéma odbéru KVV:

1. U zdravych dobrovolnikli a osob s profesiondlnim bronchidlnim astmatem byl proveden
vzdy 1x

2. U osob, u nichz byla sledovéna 24-hodinova variabilita leukotrienti 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 a 17:30 h, 4. odbér mezi 7:00 a 10:15 h nésledujici den)

3. U osob vySetfovanych pro podezieni na profesiondlni bronchialni astma ¢i rinitidu:
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a/ odbér KVV 4x béhem 24 h pfti sledovani denni variability ventila¢nich parametrti ve
vySe uvedenych Casovych intervalech, odpovidajicich ocekdvanému odbéru béhem
bronchoprovokacniho testu

b/ odbér KVV pied specifickym bronchoprovokacnim testem a nasledn¢ ihned po
testu, za 2 h, za 5 h a za 24 h po testu

KVV byl odebiran vzdy pted vySetienim plicnich funkci.

Detekce slinné a-amylazy

Mozna kontaminace vzorkiit KVV slinami byla zji§tovana pomoci detekce a-amylazy.
Byla pouzita kolorimetrickd metoda (a-Amylase-Liquid BIO-LA-TEST kit, Pliva-Lachema,
Czech Republic).

Analyza leukotrienu

Predpriprava vzorkiit KVV:

Imunoseparace s komeréné vyrobenym afinitnim sorbentem (Cayman Chemicals,
USA) byla provedena nasledovné: 1 ml KVV, 50 ul kazdého imunoafinitniho sorbentu a 100
pg jednotlivych deuteriem znacenych standardi ([6,7,14,15 2H] leukotrien By, [17,18,19,20
*H] 8-izoprostan (Cayman Chemical, USA), [6,7,14,H] leukotrien E,4 (Biomol, USA)) bylo
smichano, suspenze byla tiepana po dobu 120 min pii 20 °C a centrifugovana. Nasledovala
separace sorbentu a vymyti vodou (2 x 1 ml). Poté byl pfidan methanol (2 x 0.5 ml) pro
vymyti substratu z komplexu protilatka-substrat, suspenze byla tiepana po dobu 5 min a
centrifugovdna s naslednou separaci supernatantu. RozpousStédlo bylo odstranéno ze
supernatantu (pomoci dusiku) a bylo pfiddno 50 pl mobilni faze. Nésledovala analyza
pomoci LC/MS.

Analyza vzorku metodou LC/MS:

Koncentrace jednotlivych markerti byly stanoveny pomoci LC/MS - pfistroje Varian
1200L, Varian, USA. Analyza prob¢hla na kolon¢ Hypercarb Thermo 100 x 2.1 mm x 5 um,
pii pH = 11 a pritoku 200 ul/min. Detekce byla provadéna v rezimu ,selective reaction
monitoring* (SRM), ktery poskytuje vysokou citlivost a vybornou selektivitu ke stanovované
latce. Byl sledovan specificky rozpad mateiského iontu na ion dcefiny. lonizace byla
provadéna elektrosprayem v negativnim modu (EST).

Limit detekce (LOD); limit kvantifikace (LOQ) a navratnost (recovery) pro
jednotlivé sledované parametry byly nasledujici: LTB4 - LOD = 1 pg/ml; LOQ = 4 pg/ml;
recovery = 46%; LTC4 - LOD = 2 pg/ml; LOQ = 16 pg/ml; recovery = 55%; LTD4 - LOD =1
pg/ml; LOQ = 6 pg/ml; recovery = 61%; LTE,4 - LOD = 1 pg/ml; LOQ = 5 pg/ml; recovery =
81%; 8-izoprostan - LOD = 1 pg/ml, LOQ = 5 pg/ml; recovery = 84%. Neptesnost byla
statisticky stanovena jako mensi nez 8§%.

Statistické zpracovani

Data ziskana ve skupiné zdravych dobrovolnikii a osob s profesionalnim astmatem
byla zpracovana pomoci béznych statistickych metod (primér, smeérodatné odchylka). Pomoci
korela¢niho koeficientu byla zhodnocena linedrni korelace mezi koncentraci markeri v KVV
a ventilatnimi parametry (hladina vyznamnosti p<0,05).
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Protoze hodnoty koncentraci leukotrienii nejevily normalni distribuci (vychyleni
doprava zdisledku vyskytu obcasnych vysokych hodnot), byla data ziskand bchem
bronchoprovokacnich testi a béhem sledovani v klidu bez provokace zpracovana pomoci
vytvofené¢ho modelu, ktery pracoval s logaritmy hodnot koncentraci a parametru FEV:

conc,, FEV1,

log =a+b.log +é&,
conc,, FEV1,

Dale byla pouzita modifikace testu ANOVA pro logaritmicky transformované méteni

s Gasovym faktorem v LME modelu: log(conc, )= a, +n, + b, log(FEV1)+ ¢, . Kdyconc, je

koncentrace sledovaného KVV parametru pro pacienta i v ¢ase ¢ (stejné plati i pro FEV)).

Cirkadidnni intraindividualni variabilita jednotlivych KVV parametrii byla vyjadfena
variatnim  koeficientem, ktery byl vypocitdin pro kazdou osobu (i-tou) jako
CVi=100.[smérodatnd odchylka opakovaného meéteni pro i-tou osobu]/[primérna hodnota
opakovanych méteni pro i-tou osobu]. Celkovy variacni koeficient pro kazdy KVV parametr

byl spogitan jako (cvzlz Cv,).

i=1

Eticka komise a informovany souhlas

Studie byla schvalena Etickou komisi 1. LF UK a vSechny vySetfované osoby
podepsaly pred vstupem do studie informovany souhlas.

4.1.4. VYSLEDKY

A. Skupina osob s profesiondlnim bronchialnim astmatem a zdravych dobrovolnika

U zdravych osob bylo rozmezi hodnot LTB4 15-95 pg/ml vs. 0-57 pg/ml u astmatik,
LTC4 22-167 pg/ml vs. 29-115 pg/ml, LTD4 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.

Primémé hodnoty LTB4, LTDs a LTEs byly vyssi ve skupiné zdravych osob
(vyznamné vSak jen pro LTB4 p=0,0002) nez ve skupiné€ osob s profesionalnim astmatem.
LTC, a 8-izoprostan byly oproti tomu vyssi ve skupiné astmatik (vyznamné jen pro LTC,
p=0,0010). VSechny sledované ventilatni parametry byly vyznamné nizs§i ve skupiné osob
s profesionalnim astmatem (FEV,, MEF,s, AEX, Ry,; p<0,0001, TLC p=0,0006) (tabulka ¢. 6,
graf¢. 1 a 2).

Nebyla nalezena vyznamna korelace mezi sledovanymi ventilaénimi parametry a
koncentracemi leukotrient ¢i 8-izoprostanu a to ani ve skupiné zdravych osob, ani ve skuping
osob s profesiondlnim astmatem.
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Tab. 6.

skupiny zdravych dobrovolnikii a osob s profesionadlnim bronchidlnim astmatem

Primérné hodnoty a SD vybranych ventila¢nich parametrd a KVV markert u

Osoby s bronchialnim

Zdravé osoby astmatem p-hodnota
FEV, (SD) %NH (11157”56) (ggj) <0,0001
MEFs (SD) %NH égﬁ) (fgﬁ) <0,0001
AEX (SD) %NH (1517”1‘; (2:2) <0,0001
Ry (SD) kPa*s/] (8:(1)2) (82?3) <0,0001
TLC (SD) %NH (11172,§9) (?491:8) 0,0006
LTB, (SD) pg/ml (Tg:g) (?g:g) 0,0002
LTC4(SD) pg/ml (‘2‘223) (ggzg) 0,0010
LTD,(SD) pg/ml (ﬁ% (?46122) 0,8267
LTE, (SD) pg/ml (ggz% (32:§) 0,6592
8-izoprostan (SD) | PZ/™! ééﬁ) (322‘2‘) 0,3309

Graf 1.

Vybrané ventilacni

s profesionalnim astmatem

parametry u kontrolni skupiny a
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Graf 2. LTBy4, cys-LT a 8-izoprostan v KVV kontrolni skupiny a skupiny pacienti
s profesionalnim astmatem

KVV markery

pg/ml 3 B kontrolni skupina

@ skupina astmatik

LTB4 LTC4 LTD4 LTE4 8-
izoprostan

B. Sledovani 24-hodinové variability leukotrienu a 8-izoprostanu u osob vySetfovanych pro
podezieni na profesionalni onemocnéni dychacich cest (v klidu bez provokace alergenem)

U 57 osob bylo provedeno celkem 58 meéteni (1 osoba byla béhem 3 let pribéhu
vyzkumu hospitalizovana na nasi klinice 2x) 24-hodinové variability markeri v KVV bez
provokace alergenem. V tabulkach ¢. 7 a 8 (zndzornéno graficky v grafech ¢. 3 a 4) jsou
uvedeny prumérné hodnoty parametri meéfenych 4 x béhem 24 hodin v klidu (méreni I - mezi
7:00 a 10:15 h, méreni 2 - mezi 10:30 a 14 h, méreni 3 - mezi 13:30 a 17:30 h, méreni 4 -
mezi 7:00 a 10:15 h nasledujici den) a v tabulce €. 9 variacni koeficienty jednotlivych KVV
markeri. Osoby byly rozdéleny do 2 skupin podle objektivniho néalezu nespecifické
bronchialni hyperrektivity na bronchialni hyperreaktory a bronchialni non-hyperreaktory.

Hodnoty sledovanych KVV markert se ponckud liSily (ne vSak vyznamné¢) v markeru
LTC,4, kdy se u bronchidlnich hyperreaktorii primérné hodnoty pohybovaly v rozmezi 60,8 az
70,0 pg/ml a u bronchialni non-hyperreaktori v rozmezi 48,4-57,5 pg/ml. Pti statistickém
zpracovani se vSak variacni koeficient se mezi skupinami bronchidlnich hyperreaktort a non-
hyperreaktorti vyznamné nelisil (tabulka €. 9).
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Tab. 7. Vysledky (primérné hodnoty a SD) jednotlivych parametrt pti 24-hodinovém
méteni v klidu - skupina bronchidlnich non-hyperreaktor

Méreni 1 Mérieni 2 Méreni 3 Méreni 4
106,72 105,93 106,08 106,35
o > 2 ; :
FEV; (SD) ONH | et (17,29) (16.25) (14,56)
68,27 67,87 67,30 72,30
0 > > ’ ’
112,70 110,57 109,61 111,51
0 ’ > ’ ’
AEX (SD) %NH (33.68) (33,50) (30,30) (28,61)
0,24 0,23 0,24 0,24
* > ’ ’ ’
Ryt (SD) kPa*s/l| ¢ 0g) (0,07) (0,07) (0,07)
35,8 33,5 42.4 36,9
LTB, (SD) pg/ml (17.1) (16,2) (15,6) (3.1
48,4 53,9 57,5 53,0
LTC, (SD) pg/ml (19,8) (20,8) (17.5) (17.6)
243 22,7 27,5 25,0
LTD; (SD) pg/ml (8.4) (10,2) (10.9) (9.8)
443 432 58,0 47,8
LTE, (SD) pg/ml (19,8) (19’9) (24,6) (24,7)
. 66,2 61,5 56,6 67,5
8-izoprostan (SD) | pg/ml G1.1) (24.8) (27,0) (30,4)
Tab. 8. Vysledky (primérné hodnoty a SD) jednotlivych parametrii pfi 24-hodinovém
meteni v klidu- skupina bronchidlni hyperreaktorti
Méieni 1 Méieni 2 Méieni 3 Méreni 4
94,22 93,08 91,95 92,98
0 > > ’ ’
FEV; (SD) ONH | o (16.30) (14.89) (14,62)
59,19 54,11 51,77 53,54
0 > > ’ ’
MEF;s (SD) /oNH (27,60) (21,58) (22,48) (23,59)
88,34 86,87 84,63 86,56
0 > > ’ ’
AEX (SD) ANH | 35799 (35,05) (31,69) (31,65)
0,37 0,35 0,37 0,37
* > ’ ’ ’
Reot (SD) kPa*s/l| 1) (0,17) (0,22) (0,20)
39,8 40,3 403 39,9
LTB, (SD) pg/ml (13.5) (14,7) (13.2) (14,3)
60,8 70,0 68,9 63,9
LTC, (SD) pg/ml (31.9) (26,5) (26.3) (26.4)
23.4 235 22,7 21,6
LTD, (SD) pg/ml (14.3) (10,9) (7,4) (10,0)
42,1 51,1 49,7 47,2
LTE, (SD) pg/ml (21.6) (26,4) (27,0) (23.3)
. 62,5 61,2 68,8 68,7
8-izoprostan (SD) | pg/ml 23.1) (24.8) (26,7) (25.,8)
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Graf 3, 4. Vysledky 24-hodinového méteni markeri v KVV bez provokace — grafické
znazornéni

24-hodinova variabilita 24-hodinova variabilita
bronchialni non-hyperreaktofri bronchialni hyperreaktofi
80,0 80,0
_ B0 %&% —e—LTB4 _ 60,01 % —e—LTB4
£ 100 7;:67'4&* —=—LTC4 £ 10014 * * DY —m—1TC4
= 20,0 LTD4 = 200 +— _ ] LTD4
00 ‘ ‘ ‘ LTE4 00 ‘ ‘ ‘ LTE4
1 2 3 4 —¥— 8-izoprostan 1 2 3 4 —¥— 8-izoprostan
Casy méfeni Casy méfeni
Tab. 9. Varia¢ni koeficienty markera v KVV, rozdéleno na skupiny podle bronchiélni
hyperreaktivity
Bronchialni non- Bronchialni
hyperreaktori hyperreaktori p-hodnota
LTB, % 23,61 19,29 0,2250
LTC, % 20,66 22,00 0,7517
LTD, % 28,03 26,73 0,7935
LTE, % 28,93 26,00 0,5228
8-izoprostan % 23,71 19,49 0,2176

C. Sledovani koncentraci leukotrient a 8-izoprostanu v KVV béhem specifickych
bronchoprovokacénich testu s alergeny

U 47 osob byly provedeny specifické bronchoprovokacni testy a sledovani markert v
KVV a ventilacnich parametri v klidu bez provokace s alergenem. Z nich ctyficet jeden test
s alergenem byl zhodnocen dle vysledkli ventilacnich parametrti (podminky viz metodika)
jako negativni, a 6 testi bylo uzavieno jako pozitivni bronchoprovokac¢ni odpovéd na
testovany alergen. Vysledky jsou tedy rozdéleny do dvou skupin: osoby s negativnim
vyslednym provoka¢nim testem a osoby s pozitivnim provokacnim testem

Osoby s negativnim provokacnim testem

a) Sledovani denni variability v klidu (bez provokace alergenem)

V tabulce ¢. 10 jsou uvedeny primérné hodnoty ventilacniho parametru FEV, a
markerti v KVV v klidu bez provokace s alergenem- celkem 4 méfeni (1. méfeni mezi 7:00 a
10:15 h, 2. méfeni mezi 10:30 a 14 h, 3. méfeni mezi 13:30 a 17:30 h, 4. méfeni mezi 7:00 a
10:15 h néasledujici den).
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Tab. 10. Primérné hodnoty parametru FEV, a markerd v KVV v klidu bez provokace
s alergenem u 0sob s naslednym negativnim provokacnim testem

Cas1 Cas 2 Cas 3 Cas 4
98,0 97,5 97,1 97,4
0 > ’ ’ ’
39,2 35,2 39,7 37,6
LTB4(SD) pg/ml (15,0) (14.,4) (13,7) (11,0)
56,7 64,7 65,8 64,3
LTC4(SD) | pg/ml (21.9) (28.,4) (25,1) (25.1)
249 23,2 24,5 22,5
LTD4(SD) | pg/ml (13.6) (11,3) (9.4) (10,5)
41,8 45,8 50,3 45,2
LTE4(SD) | pg/ml (19.9) (23,4) (21,8) (22,9)
8-izoprostan il 69,4 61,7 65,2 73,8
(SD) pg (27,2) (24,6) (26,7) 274)

Byla provedena statistickd analyza (modifikace testu ANOVA) s logaritmicky
transformovanymi hodnotami FEV; a markert v KVV s ¢asovym faktorem. Mezi uvedenymi
4 cCasovymi intervaly byl nalezen statisticky vyznamny rozdil pro parametr 8-izoprostan
(p=0,0138). Pro ostatni parametry byly zmény nevyznamné: FEV, p=0,6340, LTB4 p=0,1185,
LTC4 p=0,0889, LTD,4 p=0,4027, LTE4 p=0,0504.

Pii testovani korelace mezi ventilaénim parametrem FEV; a markery v KVV nebyl
nalezen statisticky vyznamny vztah mezi transformovanymi poméry markert v KVV a FEV,.

b) Sledovani KVV markerit behem negativnich bronchoprovokacnich testii s alergenem
V tabulce €. 11 jsou uvedeny primérné hodnoty ventilacniho parametru FEV; a KVV

markeri sledovanych béhem negativnich bronchoprovokacénich testti s alergenem (pied
specifickym bronchoprovoka¢nim testem a ihned po testu, za 2 h, za 5 h a za 24 h po testu).

Tab. 11. Primérné hodnoty a SD parametru FEV; a KVV markert sledovanych béhem
negativnich bronchoprovokacnich testl s alergenem
Pied testem | Po testu | 2 h po testu | 5 h po testu Z:elsltgo
953 94,7 94,5 94.6 94,7
0 ) ’ ) ’ )

FEVi (SD) | %NH | ¢ (20.0) (19.2) (19.4) (17.2)

38,1 423 40,4 39,7 40,3
LTB,(SD)  |pg/ml|  1g, (21.0) (19.2) (16.1) (17.3)

74.4 76,0 723 74.4 63,3
LTC4(SD) pg/ml| 5/’ (48.7) (37.7) (38.6) (25.0)

243 24.4 24.4 25,3 232
LTD,(SD) | pg/ml| g (10.5) 92) (15.4) (10.5)

42,8 48,2 50,3 45,5 453
LTE,(SD) |pg/ml (22,4) (30,4) (27,0) (25,2) (22,0)
8-izoprostan Jml 65,5 72,3 67,8 70,2 64,1
(SD) P& (24,4) (28.3) (34,0) (30,6) (24,0)
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Byla provedena analyza (modifikace testu ANOVA) s logaritmicky transformovanymi
hodnotami FEV; a KVV markert s ¢asovym faktorem. Mezi uvedenymi 5 ¢asovymi intervaly
nebyla nalezena statisticky vyznamna zména: FEV; p=0,7610, LTB; p=0,4716, LTC,4
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 LTB4 (p=0.0299) mezi
intervaly pted testem a za 5 h po testu. Primérné hodnoty leukotrienti a 8-izoprostanu v KVV
v klidu a po provokaci alergenem jsou znazornény v grafech ¢. 5 a 6.

Graf 5, 6. Primérné hodnoty leukotrienti a 8-izoprostanu v KVV v klidu a po provokaci
alergenem - negativni vysledek testu

24-hodinova variabilita Negativni bronchoprovokacni test
80,0 80,0 +
W ——Lmee =Ry | [
60,0 60,0
_ —®—LTC4 _ —®—LTC4
£ " £
® 40,0 /‘\._,__H LTD4 ® 400 | —g——0—0—o LTD4
200 1 LTE4 Py A—A—Ah—A—4 LTE4
—¥—8-izoprostan —¥— 8-izoprostan
0,0 T 0,0 T T T T
1 2 3 4 Pfed Po 2hpo 5hpo 24hpo
Casy méfeni Casy méfeni

Osoby s pozitivnim provokacnim testem

Sest provedenych bronchoprovokaénich testii s profesiondlnimi alergeny bylo
vyhodnoceno jako pozitivni z hlediska bronchomotoriky (testy spliiovaly pozadavek poklesu
parametru FEV; o 20 % vzhledem k hodnoté¢ naméfené pted testem, piipadné pokles FEV,
alespoit o 15 % spolu s poklesem nékterého z vedlejSich parametrii - MEF»s.75s 0 30 % c¢i
vzestup Riot 0 70 % v prubéhu 24 h po testu). U 3 osob se objevila bronchokonstrikce ihned
po testu (alergeny: zitnd mouka, tvrdidlo s pastou, molitan s lepidlem), u 3 osob se objevila
bronchokontrikce po 5 h po expozici alergenu (vSe jako reakce na nizkomolekulérni alergeny:
tavidlo, izokyanat, polyuretan s lepidlem) (tabulka ¢. 12). Pocet osob s pozitivnim
provokacnim testem byl maly (6), proto nebylo provedeno statistické zpracovani a data byla
zhodnocena pouze vizualn¢ s ptihlédnutim k pribéhu reakce. Koncentrace KVV markert jsou
vyznaceny v grafech ¢. 7-18, zmény parametru FEV, v grafech €. 19-22.

Tab. 12. Alergeny s pozitivni reakci a pribéh alergické odpovédi
Alergeny s pozitivni c s Maximalni zaznamenany
Osoba reakei Typ astmatické reakce pokles FEV; v %
1 zitnd mouka ¢asnd (ihned po testu) 42,5
2 molitan s lepidlem Casnd (ihned a za 2 h po 23,7a23,1
testu)
3 tvrdidlo s pastou ¢asna (ihned po testu) 20,0
4 tavidlo pozdni (za 5 h po testu) 21,6
5 |4,4’diizokyanat a polyol 23| pozdni (za 5 h po testu) 18,8
6 polyuretan a lepidlo pozdni (za 5 h po testu) 19,5
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Osoba 1: V klidu byla pozorovana tendence k nariistu koncentrace KVV markert v dobé
poledne a pozdniho odpoledne. Béhem pozitivniho testu s profesionalnim alergenem (Casna

reakce) se objevil nartist LTCy4, D4, E4 a 8-izoprostanu 2 h po testu a 5 h po testu, u LTB,4 jen
2 h po testu.

Graf 7, 8. Osoba 1- grafické znazornéni (Casné reakce- bod 2 pozitivniho testu)
Osoba 1- monitorovani v klidu Osoba 1- pozitivni test
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¢as odbéru ¢as odbéru

Osoba 2: V klidu byla pozorovéana tendence k narastu koncentrace KVV parametrii v dobé
poledne (LTBy4, E4, C4, 8-izoprostan) a pozdniho odpoledne (LTC,4). Béhem pozitivniho testu

s profesionalnim alergenem (Casnd reakce) byl patrny narust 8-izoprostanu ihned a 2 h po
testu.

Graf9,10. Osoba 2- grafické zndzornéni (¢asna reakce- bod 2,3 pozitivniho testu)
Osoba 2- monitorovani v klidu Osoba 2- pozitivni test
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Osoba 3: V klidu byla tendence k nartistu LTC4 a LTE4 pfi polednim méfeni. Béhem
pozitivniho testu s profesiondlnim alergenem (C¢asna reakce) byl nariist LTC4 za 2 h po testu.

Graf 11, 12. Osoba 3- grafické znazornéni (Casnd reakce- bod 2 pozitivniho testu)

31

Osoba 3- monitorovani v klidu Osoba 3- pozitivni test
150 100
| v

= 100 —e—LTB4 = ool —e—LTB4
= = e i I ==
& %0y LTD4 20 - LTD4
0 LTE4 0 LTE4

1 2 3 4 —%—8-1SO 1 2 3 4 5 —%—8-1SO

éas odbéru ¢as odbéru




Osoba 4: V klidu nebyla vyrazna fluktuace v hladinach KVV markerti. Béhem pozitivniho

testu (pozdni reakce) byl nartist LTC, ihned po testu, hodnota 8- izoprostanu byla vysoka
(oproti hodnotdm namétenym v klidu) po celou dobu testu.

Graf 13, 14. Osoba 4- grafické znazornéni (pozdni reakce- bod 4 pozitivniho testu)
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Osoba 5: V klidu nebyla vyrazna fluktuace v hladindch KVV markerti. Béhem pozitivniho

testu (pozdni reakce) byl narast LTC, ihned po testu a 5 hodin po testu, hodnota LTB4 byla
vysoka (oproti hodnotdm namétenym v klidu) po celou dobu testu.

Graf 15, 16. Osoba 5- grafické znazornéni (pozdni reakce- bod 4 pozitivniho testu)
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Osoba 6: V klidu byla zaznamenana fluktuace v hladindch vSech KVV markerii. Béhem

pozitivniho testu byl nariist LTC4 a LTB4 v dobé maximalni zaznamenané bronchokonstrikce
(5h po testu), 8-izoprostan byl zvyseny 2h po testu.

Graf 17, 18. Osoba 6- grafické znazornéni (pozdni reakce- bod 4 pozitivniho testu)
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Graf 19, 20. Zmény ventilacniho parametru FEV; u osob s ¢asnou astmatickou reakci

(monitorovani v klidu a béhem pozitivniho testu)

FEV;- monitorovani v klidu FEV,- pozitivni test
150,00 150,00
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1 2 3 4 1 2 3 4 5
casy méreni dasy méfeni
Graf 21,22. Zmény ventilaéniho parametru FEV, u osob s pozdni astmatickou reakci
(monitorovani v klidu a béhem pozitivniho testu)
FEV,- monitorovani v klidu FEV,- pozitivni test
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Poznamky:

chybéjici hodnoty: porucha analytického pristroje

Casy odbéru KVV- monitorovani v klidu: ¢as 1 - mezi 7:00 a 10:15 h, ¢as 2 - mezi 10:30 a 14 h, ¢as 3 - mezi
13:30 a 17:30 h, cas 4 - mezi 7:00 a 10:15 h nasledujici den, pozitivni test: cas 1 - pred specifickym
bronchoprovokacnim testem, ¢as 2 - ihned po testu, cas 3 -za 2 h, ¢as 4 -za 5 h, ¢as 5 - za 24 h po testu

4.1.5. DISKUZE

Analvytickd metoda

Kli¢ovou casti vysetfeni kondenzéatu vydechovaného vzduchu bylo nalezeni optimalni
analytické metody, kterda umoznila detekci jednotlivych cys-LT, které byly az dosud ve
vétsing studii zabyvajich se analyzou KVV uvadény jako suma cys-LT (LTC4, LTD4 a LTE,4
dohromady). Tato analytickd metoda byla vyvijena na Vysoké skole chemicko-technologické.
Byla nutna 0zka spoluprace mezi nasi klinickou skupinou (kterd zajistovala odbér vzorkl a
jejich skladovani) a skupinou chemickou, ktera zajiStovala zpracovani a analyzu vzork.
K analyze byla (vzhledem k charakteru sledovanych latek - polarni malo stabilni latky)
zvolena metoda LC/MS. Tato metoda je vysoce citliva, selektivni a s nizkym rizikem
degradace latek béhem analytického procesu (Kacer 2004a, Kacer 2004b, Lebedova 2007).
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Vzhledem k jiz uvedenému faktu nizké stability sledovanych latek, bylo nutné najit
vhodny vnitini standard, ktery by bylo moZzné ptidat do odebraného vzorku a jehoZ charakter
by odpovidal sledovanym parametrim. Dulezitost vhodného vnitiniho standardu uvadéji ve
svych studiich napf. Montuschi (2005) a Cap (2004). Jako vhodny standard byl vybran
pridavek deuterovanych analog uvedenych markerd. Byla pouzita deuterovana analoga (d;,
ptipadné di), kterd byla optimalni z hlediska chovani v hmotnostnim spektrometru (Kacer
2004a, Kacer 2004b).

Srovnani markerda v KVV u skupiny osob s profesionalnim bronchidlnim astmatem a skupiny
zdravych dobrovolnika

Tato ¢ast studie se zabyvala srovnanim koncentraci leukotrient a 8-izoprostanu mezi
skupinou zdravych osob a osob, u nichz bylo jiz v minulosti diagnostikovdno profesiondlni
bronchialni astma na zaklad€ provokacnich testli s profesionalnimi alergeny.

Spektrum astmatikt bylo od intermitentniho astmatu po stfedné tézké perzistujici
astma (Lebedova 2007). Ptedpokladali jsme, Ze ve skupiné astmatikii budou vyssi hodnoty
leukotrient v KVV nez ve skupiné zdravych osob. Zvyseny LTB4 a cys-LT vKVV u
astmatikd oproti zdravym osobdm popsali Hanazawa a kol. (2000b), cysteinylové leukotrieny
byly vyssi u astmatiki (oproti zdravym osobam) také ve studii Antzaka a kol. (2002).
Montuschi a kol. (2003) popsali zvySenou koncentraci LTB4 u kortikosteroidy 1écenych 1
nelécenych pacientti s CHOPN, ktefi byli exkutaky, ve srovnani se zdravymi osobami.

Dvacet devét osob (). 90,6 %) z nasi skupiny s profesionalnim astmatem bylo 1é€eno
inhala¢nimi kortikosteroidy. Sledovali jsme rovnéz, zda bude koncentrace leukotrienit u
astmatikii ovlivnéna Ié¢bou, kterou jim nebylo mozno ptestat podavat.

V nasi skupin€ astmatikli byly zjiStény vyznamné vyssi hodnoty LTC4 nez ve skupiné
zdravych osob, u 8-izoprostanu byly primérné hodnoty ve skupiné astmatikli ponekud vyssi
nez u zdravych osob, avSak rozdil nebyl statisticky vyznamny. Naproti tomu ve skupiné
zdravych osob byly vyznamné vyssi koncentrace LTB, proti skupiné astmatik.

Duvodem nizSich koncentraci nékterych leukotrieni ve skupiné astmatikii (proti
zdravym dobrovolnikiim) mutze byt jejich 1écba kortikosteroidy, i kdyz i1 tady se udaje
s exacerbaci astmatu lécenych peroralnimi kortikosteroidy popsal nizsi koncentrace cys-LT
v KVV. Také Antczak (2002) popsal podobné vysledky u osob saspirin senzitivnim
astmatem lécenych kortikosteroidy. Naproti tomu Mondino (2004) nasla u atopickych
astmatickych déti (neléenych i 1écenych kortikosteroidy) vyznamné vyssi koncentrace LTE4
a LTB4 ve srovnani se zdravymi kontrolnimi osobami, coz na druhou stranu ukazuje moznou
nezavislost koncentraci téchto markerti na 1é¢bé steroidy. Ve studiii Céapa (2004) byly
hodnoty LTD4, LTE4 a LTB4 zvySeny u dospélych 1 détskych astmatikii s lehkym az stfedné
tézkym astmatem lécenych kortikosteroidy oproti zdravym osobam.

Montuschi (7999) uvadi vyssi koncentrace 8-izoprostanu u osob se stiedné té€zkym
1 t¢Zkym astmatem i ptfes lé€bu ordlnimi ¢i vysokymi davkami inhala¢nich kortikosteroida,
coz by mohlo dokazovat, ze 8-izoprostan je relativné rezistentni oproti kortikosteroidim
(Montuschi 2007). Oproti tomu Antzak a kol. (2002) zjistili, Ze pacienti s aspirin senzitivnim
astmatem, ktefi nebyli léCeni kortikosteroidy, méli proti pacientim s aspirin-senzitivnim
astmatem vyS$8i hodnoty 8-izoprostanu v KVV. To by mohlo ukazovat na to, Ze efekt
glukokortikoidni 1é¢by by mohl byt zavisly na fenotypu nebo stupni zanétu (Montuschi 2007).
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U déti byly koncentrace 8-izoprostanu zvysené jak ve skupinach uzivajici inhalac¢ni
kortikosteroidy, tak ve skupiné bez 1écby kortikosteroidy (Baraldi 2003a, Mondino 2004,
Shahid 2005). Baraldi (2003b) ve své studii popsal snizeni koncentrace 8-izoprostanu u déti s
exacerbaci astmatu po poddni ordlnich kortikosteroidi. AvSak studie Mondino (2004)
neprokazala vliv 1écby flutikazonem v davce 100 pg dvakrat denné po dobu 4 tydnt na
koncentraci 8-izoprostanu (Montuschi 2007).

Vyznamné zvysSeny byl ve skupiné astmatikd oproti kontrolam pouze LTC,. To
naznacuje jeho mozné vhodné vyuziti ve sledovani vyvoje a pretrvavani astmatu. M¢feni
tohoto leukotrienu umoznila nové vyvinuté vysoce citliva analytickd metoda. Problémem vsSak
zustava nizka stabilita uvedeného leukotrienu. K analyze leukotrien je ve vétSiné studii
pouzivana imunoanalyza a cys-LT jsou uvadény jako suma LTCy4, LTD,4 a LTE4. NaSe studie
patii proto k tém, které ptinaseji nové informace o LTC4, nebot’ je ziejmy nedostatek studii,
které se jeho stanovovanim zabyvaji.

Ve studiich pouzivajici jako analytickou metodu imunoanalyzu (EIA) se hodnoty
LTB4 u zdravych osob pohybovaly vrozmezi 0-220 pg/ml, cys-LT 0-25 pg/ml a 8-
izoprostanu 0-40 pg/ml (Horvath 2005). V nasi skupin¢ zdravych osob se hodnoty LTB4
pohybovaly mezi 15-95 pg/ml, koncentrace cys-LT jsme diky analytické metodé mohli
sledovat jednotlivé, jejich hodnoty byly v rozmezi 7-167 pg/ml, 8-izoprostan 16-222 pg/ml.
Vyssi hodnoty cys-LT v na$i skupiné zdravych osob mohly byt zplisobeny jak odliSnou
pouzitou analytickou metodou, tak rozdilnym spektrem osob. Studie, které by sledovaly, zda
se hodnoty LT a 8-izoprostanu méni v zavislosti na véku a pohlavi chybi. Sledovani bylo vSak
provadéno naptiklad pro peroxid vodikl (H,O,), kdy bylo zjisténo, ze marker neni zavisly na
veéku u déti, avsak u dospé€lych byly hodnoty starSich osob vyssi nez mladSich. Oproti tomu
télesnd vaha a vyska neovliviiovala objem KVV ani koncentraci H,O, (Horvath 2005). Nabizi
se také moznost kontaminace vzorka slinami (kde se sledované latky ve vétSim mnozstvi
nachazeji). Nase vzorky vSak byly testovany na pfitomnost slinné a-amylazy a ty, kde byla a-
amylaza detekovana, byly ze zavére¢ného zpracovani vytazeny.

Sledovali jsme také, zda existuje korelace mezi ventilacnimi parametry a leukotrieny

nebo 8-izoprostanem v KVV. Korelaci se vSak nepodafilo prokazat, stejn¢ jako ve studii
Montuschiho (/999).

Ve skupiné astmatik byly sledované ventilacni parametry vyznamné niz8i nez ve
skupiné zdravych osob, coz potvrzuje pfitomnost obstrukce v dychacich cestach astmatik.

Sledovani 24-hodinové varibility leukotriend a 8-izoprostanu v KVV u osob
hospitalizovanych pro podezieni na profesiondlni bronchidlni astma ¢&i rinitidu

Prvni cast sledovani leukotrieni u osob hospitalizovanych pro podezieni na
profesiondlni bronchidlni astma ¢i rinitidu byla zaméfena na sledovani a vyhodnoceni
variability leukotrienii a 8-izoprostanu v klidu bez provokace. Pfi rozdéleni dle ptitomnosti
nespecifické bronchialni hyperreaktivity na dvé podkupiny se vSak jejich varia¢ni koeficienty
ziskané vypoctem ze 4 méieni béhem 24 hodin vyznamné nelisily.

Bohuzel udaje o opakovaném méieni leukotrienti v kondenzatu vydechovaného
vzduchu béhem 24 hodin (diurnalni variabilita) ¢i n€kolika po sob& nasledujich dnech jsou
dnes v literatuie pomérn¢ malo zastoupeny. Nejcastéji je u sledovanych osob uvadén pouze
jeden denni odbér.
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Diurnalni variabilita byla vSak sledovana u LTE4 vylu¢ovaného jako hlavni metabolit
cysteinylové fady leukotrienti do moc¢i. Wenzel (7995) provadél dva odbéry moci pro méfeni
koncentrace LTE4 béhem 24 hodin - ve 4 h rano a v 16 h odpoledne. Ranni hodnoty LTE,4 a
LTB4 byly u astmatikii s no¢ni exacerbaci astmatu vyznamné vys§i nez u zdravych osob,
v odpolednich hodnotach vyznamné rozdily nebyly.

Asano (/995) méfil LTE; vmoci u astmatiki a zdravych osob v 6-hodinovych
intervalech ve ¢tyfech po sobé jdoucich dnech. Ziskané koncentrace LTE4 byly také vyssi u
astmatikli nez u zdravych osob, ale zvySena cirkadianni variabilita nebyla prokazéna ani
vjedné ze skupin. Nebyl zjiStén ani vyznamny rozdil v mezidenni variabilit¢ LTE4. Pfi
srovnani  variacnich koeficientd pii 24-hodinovém méfeni byl vyznamny rozdil mezi
skupinou astmatikl (43,7 %) ve srovnani se zdravymi osobami (29,9 %). Tyto variacni
koeficienty jsou zna¢né¢ vys$$i nez koeficienty zjisténé pii nasem sledovani leukotrient
v KVV.

Bellia (7996) sledoval LTE; vmoci u zdravych osob a astmatikli s noc¢nimi
exacerbacemi astmatu a bez no¢nich exacerbaci. Provedena byla 3 méfeni béhem 24 hodin (v
intervalech 9-15 h, 15-21 h, 21-9 h). Mezi hodnotami LTE, zdravych osob a astmatiky bez
noc¢nich exacerbaci se v této studii vyznamné rozdily nepodafilo prokazat. Koncentrace LTE,4
meéfené v nocnich hodinach u astmatikli s nocnimi exacerbacemi astmatu byly vyznamné
vys$8i v porovnani se zdravymi osobami a s astmatiky bez no¢nich exacerbaci.

Oproti tomu Kurokawa (2001), ktery sledoval koncentraci LTE4 v 3-hodinovych
intervalech béhem 24 hodin u zdravych osob a astmatikd s no¢nimi exacerbacemi astmatu a
bez nocnich exacerbaci, zaznamenal cirkadidnni variabilitu ve skupiné zdravych osob a
astmatikii s no¢nimi exacerbacemi astmatu s maximem v rannich hodinach (mezi 3. a 6.
hodinou ranni). U astmatikli s no¢nimi exacerbacemi astmatu byl zaznamendn jest¢ jeden
mens$i nardst v dobé mezi 6. a 9. hodinou ranni. Limitujim faktem uvedenych studii je
pomérné maly pocet zafazenych osob ve skupinach (5 az 12). Z uvedenych studii vyplyva, ze
vysledky méteni diurndlni variability leukotrien u zdravych osob i u astmatikli jsou znacné
rozdilné.

V nasich skupinach byly u bronchidlnich non-hyperreaktori nejvy$si hodnoty
leukotrieni zaznamenany mezi 13.30 a 17.00 hodinou, hodnoty 8-izoprostanu byly v tuto
dobu naopak nejniz§i. Ve skupin€ bronchidlnich hyperreaktorii byl vyraznéj$i narist
zaznamenan pouze pro LTC4 v dobé mezi 10.30 a 17.30 hodin. U skupiny bronchialnich
hyperreaktorti byla patrné variabilita ovlivnéna riznou mirou kontroly astmatu a stability
ventilaénich parametrti. ZvysSené hodnoty markertt v KVV v rannich hodinach (jako ve studii
Kurokawy) jsme v nasi studii nezaznamenali. Nase méfeni vSak zacinala v 7 hodin rano a

koncila v 17.30 vecer, no¢ni a brzké ranni hodnoty tedy nebyly sledovany.

Skupina osob vySetfenvch pro podezieni na profesionalni bronchidlni astma

Tato cast studie byla zaméfena na sledovani koncentraci leukotrienti a 8-izoprostanu
v kondenzatu vydechovaného vzduchu béhem bronchoprovokacnich testi s profesionalnimi
alergeny. Jak jiz bylo uvedeno, koncentrace téchto marker byly méteny u stejnych osob také
v klidu v priibéhu 24 h bez provokace.

Vyznamné zmény v markerech KVV u osob snasledné negativnim
bronchoprovoka¢nim testem s profesionalnim alergenem byly béhem sledovani v klidu bez
provokace nalezeny pouze pro 8-izoprostan. U stejnych osob béhem negativniho
bronchoprovokacniho testu vyznamné zmény nalezeny nebyly. Béhem méteni bez provokace
alergenem nebyl nalezen vyznamny vztah mezi logaritmicky transformovanymi KVV
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parametry a ventilaénim parametrem FEV,. V piipad¢ negativnich bronchoprovokacnich testl
byl nalezen vyznamny vztah mezi transformovanymi parametry LTBs a FEV; pouze
v intervalu pfed a 5 h po testu. Vzhledem k tomu, Ze mezi ostatnimi intervaly vyznamnost
nalezena nebyla, je tento nalez pro klinické vyuziti nevyznamny.

Pozitivni bronchoprovokacni test byl pfitomen pouze u 6 osob, proto nebylo mozné
provést validni statistickou analyzu ziskanych vysledkt. Navic byla u 3 osob prokézana ¢asna
a u 3 osob pozdni reakce na alergen, co rozdélilo jiz tak malou skupinu na dal§i dvé
podskupiny. Problémem byl také fakt, ze testované alergeny se u vSech Sesti osob lisily, coz je
vSeobecné problémem pii hodnoceni profesiondlniho astmatu, ponévadz existuje velké
mnozstvi nox, které mohou profesionalni astma zptisobovat. Pfinosem bylo, ze u téchto Sesti
pacientl byly ziskany nejdiive i1 vysledky z 24 h monitorovani zmén markertt v KVV v klidu
bez provokace. Bylo mozné tedy alespon ¢aste¢né porovnat reakce ve srovnatelnych casovych
intervalech.

V mnoha studiich byl detekovan zvySeny LTEs; v moci po bronchoprovokacnich
testech s alergeny. Koncentrace LTE4 v mo¢i byla monitorovana béhem bronchoprovokacnich
testll s alergenem a po aplikaci aspirinu u aspirin senzitivnich astmatiki. Po aplikaci alergenu
bylo u atopickych astmatikl zjisténo zvySeni koncentrace LTE4 v moci (Kumlin 1992). Taylor
(Taylor 1989) 1 Smith (Smith 1991) popsali zvySeni LTE4 v moc¢i béhem tii hodin po inhalaci
alergenu. Manning (Manning 1990) sledoval koncentrace LTEs; béhem casné 1 pozdni
alergické odpovédi. U casné faze stupenn bronchokonstrikce koreloval se zvySenim
koncentraci LTE4 v moc¢i, béhem pozdni faze k signifikantnimu zvySeni LTE4 nedoslo. Oproti
tomu O’Sullivan (O Sullivan 1998) popsal zvySeni koncentraci LTE; v moc¢i béhem c¢asné 1
pozdni faze alergické reakce po inhalaci alergenu. U aspirin senzitivnich astmatikli bylo
popsano signifikantni zvySeni koncentrace LTE4 v mo¢i po aplikaci aspirinu oproti stavu pred
aplikaci (Christie 1991, Knapp 1992, Kumlin 1992). Z uvedenych studii tedy vyplyva, Ze po
expozici alergenu doslo u vétSiny osob ke zvySeni LTE4 v moci.

Hanazawa (2000a) naSel zvysené koncentrace cys-LT v KVV po aplikaci alergenu
béhem pozdni astmatické reakce. Macfarlane (2000) popsala vyznamné zvySeni cys-LT
v indukovaném sputu u 14 osob s pozdni astmatickou reakci po aplikaci alergenu, které
korelovalo se zvySenim eozinofil. Odbér indukovaného sputa byl v této studii proveden
pouze jednordzové za 24 h po aplikaci alergenu. V nasi skupiné¢ 6 testovanych osob
s pozitivnim provokacnim testem byla zaznamenana tendence ke zvyseni LTC4 v KVV po
testu u 5 pacientii. Narast koncentrace ostatnich markerii byl individualni u kazdého pacienta.

4.1.6. ZAVER

Analyza kondenzéatu vydechovaného vzduchu je progresivné se vyvijejici diagnosticka
metoda. Leukotrieny, jako markery obstrukce, je mozné v KVV detekovat, coz ptinasi dalsi
moznosti pro sledovani i diagnostiku plicnich onemocnéni, nebot dosud bylo mozné
leukotrieny sledovat pouze v moc¢i (coz odrazelo celkovou produkci v organismu), nebo
v indukovaném sputu ¢i tekutiné ziskané pti bronchoalveolarni lavazi. Mnozstvi leukotrienti
obsazenych v KVV jsou velmi mala (pg/ml), a proto je nutné pro analyzu uzivat velmi
pfesnych a citlivych metod. Nase studie pouzila analyzu pomoci LC/MS, kterd je sice
pravé citlivost a presnost. Analyticka metoda pfinesla novou moznost detekce jednotlivych
cys-LT oddélen¢ (Cs, Ds a Eg). Jinak jsou tyto leukotrieny v pfevazné vétSin€ studii
popisovany jako suma cys-LT (Hanazawa 2000b, Antzak 2002, Baraldi 2003a). Separovana
analyza pfinesla problém nizké stability LTCs a LTD4, coz se podafilo vyiesit ptidanim
znaCenych standardii. Odbér KVV je neinvazivni metoda (v kontrastu s invazivni
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bronchoalveolarni lavazi ¢i relativné neinvazivni indukei sputa). Z tohoto divodu ma jisté
velky potencidl jako diagnostickd metoda do budoucnosti. Jako relativné nova metoda vSak
zatim nedisponuje dostateénym mnozstvim informaci z vyzkumu a diagnostiky z hlediska
profesionalniho astmatu.

Srovnanim léCenych astmatiki a zdravych osob byla zjisténa potencidlni dilezitost
LTC,4 mezi cysteinylovymi leukotrieny, ktery jako jediny ze sledovanych markerti v KVV byl
vyznamné vyssi ve skupiné astmatiki i pies jejich 1é¢bu, véetné kortikosteroidl (Klusackova
2007b). Tento fakt se muze ukazat jako velmi uziteCny, ponévadz pii sledovani tohoto
markeru by nebylo nutné prerusSovat terapii kortikosteroidy pied testovani s alergeny na dobu
4-8 tydni, jak je dosud béZné. Ptinosnost sledovani LTC4 vSak musi byt ovétena v dalSich
studiich a na vétsi skupiné osob.

Nové informace pfineslo sledovani denni 24-hodinové variability vySetfovanych KVV
parametrt, které ukdzalo pomérné velkou intraindividualni i interindividudlni variabilitu
sledovanych parametrii (Klusackova 2007c). Je tedy ziejmé, Ze u astmatikii mohou byt udaje
z jednoho denniho meéfeni zavadéjici (pfi nestabilnim onemocnéni). Pokud lze vySetfovat
(naptiklad z ekonomickych davodl) jen 1x v pribéhu dne, mély by byt vzorky od
sledovanych osob odebirany standardné vzdy ve stejnou dobu.

Zmény sledované béhem specifickych bronchoprovokaénich testl s alergeny ukézaly,
ze studium leukotriend a 8-izoprostanu béhem bronchoprovokacnich testi muze pfinést
mnoho zajimavych informaci o podstaté¢ d&jti v dychacich cestdch. Vysledky negativnich
bronchoprovokacnich vysledkii ukdzaly na nepfitomnost vyznamnych zmén LT a 8-
izoprostanu v KVV béhem testli. Pocet provokacnich testli, hodnocenych jako pozitivni, byl
relativné nizky, takZe bylo mozné jen srovndvat individudlné zmény parametri po
provokacnim testu vzhledem ke stavu bez provokace alergenem.

Nase pracovist¢ funguje jako superkonziliarni pro pfevaznou Cast pracovist v
Cechach, proto se u nas koncentruji sporné piipady k diagnostice profesionalniho astmatu.
Z tohoto diivodu je pocet pozitivné diagnostikovanych ptipadl profesionalniho astmatu mensi
(ptevaha negativnich testll), nebot’ ve vétSin¢ ptipadl se dosud dostupnymi diagnostickymi
metodami nepodafi profesiondlni astma prokazat. Tento fakt také omezuje naSe vyzkumné
moznosti tykajici se pozitivnich testt.

V oblasti analyzy a diagnostiky je nutna standardizace metod pouZzivanych pro odbéry
a stanovovani markerti zanétu a oxidacniho stresu v KVV, aby bylo mozné udaje ziskané
z jednotlivych studii srovnavat. Dosud existuje v oblasti vyzkumu profesionalniho astmatu
velmi malo dat, které by nam toto srovnavani umoznovaly. V blizké budoucnosti se hodlame
proto cilené¢ zaméfit na jeden profesionalni alergen. Jako nejvhodngjsi se jevi pSeni¢na
mouka, ktera je v Ceské republice nej¢astéj$im profesionalnim inhala¢énim alergenem, ktery je
navic mozno laboratorné pfipravit ve formé vhodné k inhalaci. Inhalace alergenu by umoznila
odlisit reakci na alergen mouky od alergické reakce na roztoCe, jimiz mize byt mouka
v pfipadé testovani na pracovisti kontaminovana.

4.1.7. VYUZITIi POZNATKU PRO PRAXI

Ptimé vyuziti ziskanych poznatkli pro praxi je zatim omezené. Pfinosem studie je
nepochybné validace nové diagnostické metody, kterd by v budoucnu mohla byt pro
stanovovani leukotrient a 8-izoprostanu v KVV pouzivéna. Byl jiz naznacen smér, kam by
dalsi vyvoj v oblasti diagnostiky a sledovani vyvoje astmatu mohl smétovat. Tim je v oblasti
sledovani kontroly a vyvoje profesionalniho astmatu LTC,.
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V oblasti diagnostiky profesiondlniho bronchialniho astmatu bude patrné nutny
individualni pfistup k hodnotdm pacientll a sledovani zmén leukotrieni ¢i 8-izoprostanu
v KVV po expozici alergentim stejné skupiny.
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4.2. INDUKOVANE SPUTUM

4.2.1. UVOD A SOUCASNY STAV RESENEHO PROBLEMU

Indukce sputa (navozeni tvorby sputa inhalaci roztokl soli) neni v oblasti mediciny
ni¢im nezndmym. Metodu pouzival jiz v padesatych letech 20. stoleti Bickerman k ziskani
sputa, které bylo nasledn¢ vyuzito v diagnostice plicnich nadorti. V devadesatych letech 20.
stoleti metodu indukovaného sputa modifikovali Pin a Fahy a zacalo vyuzivani indukce sputa
v diagnostice a 1écbé bronchidlniho astmatu (Hargreave 1999). Rozborem indukovaného
sputa lze ziskat udaje o bunécném zastoupeni a analyzou supernatantu i o zanétlivych
markerech. Informace o zanétu v dolnich dychacich cestdich piindsi 1 vySetfeni
bronchoalveolarni lavaZe, bronchialniho vyplachu nebo biopsie bronchidlni sliznice. Jedna se
vSak o vySetfeni invazivni a pacienty Casto hiife tolerovand. Pfi srovnani metod byla
prokazana korelace v zastoupeni eozinofili v indukovaném sputu s jejich zastoupenim
v bronchoalveolarni lavazi, méné jiz s bronchidlni biopsii (Grootendorst 1997).

Indukce sputa a pouzivané roztoky

Myslenka indukce sputa vychazi ze skutecnosti, Ze ne vSechny osoby jsou schopné
spontann¢ vyprodukovat sputum. Proto se zacalo sputum indukovat pomoci inhalace roztokt
hypertonickych soli chloridu sodného (NaCl). Koncentrace roztokti NaCl, které se k indukci
sputa pouzivaji, je nejcastéji v rozpéti 0,9-7 %. K indukci sputa lze pouzivat stale stejnou
koncentraci soli (nejcastéji se doporucuje 4,5% koncentrace soli, nebot’ se jednd o komeréné
vyrabénou latku) nebo je mozné pii dobré toleranci pacientem postupné koncentraci
inhalované soli zvySovat (nejcastéji kombinace 3%, 4% a 5% roztoki NaCl) (Paggiaro 2002).
Postupné zvySovani koncentrace soli je vyhodné u pacienti se zvySenou bronchialni
hyperreaktivitou, kdy je tieba zvySené opatrnosti. V pfipad€ pacientll s vysokym rizikem
bronchospasmu je mozné k inhalaci pouzit i roztok fyziologicky (0,9% NaCl). Nejvyssi
publikovand koncentrace NaCl pouzivand k indukci sputa je 7% (Hadvabova 2002).
Hypertonické soli jsou v indukei sputa efektivnéj$i nez roztok izotonicky (0,9%). Bunécné
zastoupeni ve sputu se pifi indukci hypertonickym roztokem od indukce izotonickym
roztokem vyznamné nelisi (Popov 1995). Dalsi latkou, ktera byla uspé$né zkousena k indukci
sputa, byl uridin-5"-trifosfat. Po jeho pouziti se popisuji nizsi poklesy ventila¢nich parametrti
a veétsi objem indukovaného sputa nez pti pouziti roztoktt NaCl (Tamaoki 2001).

Nebulizatory pouzivané k indukci sputa

K indukci sputa je mozné pouzit ultrazvukovy ¢i kompresorovy nebulizator. NejCastéji
se doporucuji ultrazvukové nebulizatory. Zalezi ovSem na vykonu nebulizatoru, velikosti
inhalovanych castic, které nebulizator vytvaii (jejich depozice a distribuce v proximalnich ¢i
perifernich dychacich cestach), coz mize ovlivnit sloZeni sputa i ispéSnost indukce. Kelly a
kol. (2002) zkoumali vliv riizné¢ vykonnych ultrazvukovych nebulizatorii na indukci sputa u
pacientll s chronickou obstrukéni bronchopulmondlni nemoci. Indukce pomoci piistroje
s vys$S§im vykonem byla tolerovand krat$i dobu a doslo po ni k vétSimu poklesu v parametru
FEV| u vySetfovanych osob. Nebyl v8ak rozdil v zastoupeni bunéénych parametri a markerti
v supernatantu. Je vSeobecny konsenzus v tom, ze vykon nebulizatoru by mél byt ptiblizné 1
ml/min (Paggiaro 2002).

Bezpecnost indukce sputa

Béhem indukce sputa je nutné sledovat zmény ventilatnich parametrti. U osob se
zvySenou bronchidlni reaktivitou mohou hypertonické roztoky soli vyvolat pokles
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ventilaénich parametri. Tomuto lze piedchazet aplikaci salbutamolu (200-400 pg) nebo
jiného bronchodilata¢niho léku pred inhalaci soli, coZ u vétSiny osob moznému poklesu
ventilacnich parametrti zabrani. Vzhledem k tomu, ze indukované sputum bylo zkoumano
v mnoha studiich, byl sledovan i vliv premedikace P,-agonisty na vysledny bunéény rozpocet.
Nebylo zjisténo, ze by premedikace salbutamolem vyznamné ovliviiovala procentualni
zastoupeni bun¢k v indukovaném sputu (Popov 1995, Cianchetti 1999). Nebylo také popsano
ovlivnéni koncentraci ECP ve sputu, na rozdil od koncentraci histaminu, které vyznamné
snizené byly (Cianchetti 1999).

Ke sledovani ventilacnich parametri béhem indukce sputa se nejéastéji vyuziva
parametru FEV,. Doporucuje se jej sledovat v intervalu < 5 min. Pokud neni pokles tohoto
parametru béhem indukce sputa vétsi nez 10 %, je mozné pokracovat s inhalaci postupné se
zvySujicich koncentraci hypertonickych roztokli soli. Ptfi poklesu FEV; o 10-20 %
proti vychozi hodnoté pred indukci je nutnd zvySena opatrnost — koncentrace soli se
nezvySuje. Pfi poklesu FEV; o vice neZ 20 % je nutno inhalaci soli ukonéit a podat
bronchodilata¢ni 1ék.

Délka inhalace je také velmi vyznamnym faktorem v indukci sputa. Studie Holze
(1998) a Gershmana (/999) ukézaly, ze slozeni sputa na délce indukce zavisi, nebot
postupem casu dochdzi k odbéru sputa z riznych oblasti dychacich cest. Vzorky odebrané
v ruznych ¢asovych periodéch se lisi jak v bunééném, tak nebunééném zastoupeni. Neutrofily
a eozinofily jsou ve vysSim poctu zastoupeny ve vzorcich odebranych na zacatku indukce
sputa, zatimco pocet lymfocytli a makrofdgii narlGistd az ve vzorcich sesbiranych pozdéji.
Koncentrace mucinu je nejvyssi ve vzorcich odebranych po prvnich 4 minutach indukce.
Vzorky z perifernich cest se do sputa dostavaji pozd¢ji. Pro validitu studie je tedy dulezité,
aby doba indukce byla konstantni. Z hlediska bezpecnosti i komfortu pacienta by délka
indukce nemé¢la presdhnout 20 min (doporucuje se 15-20 min) (Paggiaro 2002).

Zpracovani indukovaného sputa

Sputum je mozné zpracovavat jako celek (cely vzorek i1 se slinami) nebo pouze
selektovanou ¢ast sputa bez slin. Vyhodou metody uzivajici selektované sputum je mensi
kontaminace skvamoéznimi bunikami z dutiny Gstni (pod 5 %), coZ ulehcuje a zrychluje
naslednou bunécnou analyzu, navic koncentrace latek v supernatantu neni ovlivnéna jejich
vybaveni. Pii zpracovani celého vzorku sputa je vyhodou krats$i doba zpracovani. Nevyhodou
je vétsi kontaminace skvaméznimi buitkami, coz pfi kontaminaci vétsi nez 20% sniZuje
reprodukovatelnost vysledného bunécného rozpoctu. Studie zkoumajici, zda se vysledny
rozpocCet bunck pii rozdilném zpracovani liSi, se rozchazeji. Spanevello a kol. (/998)
pozorovali vyssi zastoupeni eozinofili a vyssi koncentrace ECP ve vzorcich selektovaného
sputa ve srovnani se vzorky neselektovaného sputa, zatimco procentudlni zastoupeni
neutrofili bylo vy$s$i ve vzorcich sputa neselektovaného. V jiné studii to vSak potvrzeno
nebylo. Pizzichini (/996) pifi srovnani obou analytickych metod nenasel rozdil
v procentudlnim zastoupeni neutrofili, eozinofildi ani lymfocyti, zatimco procento makrofagt
bylo ve vzorku selektovaného sputa nizsi. Ackoli obé metody mohou byt GispéSné pouzivany
v diagnostice astmatu, nelze vysledky z obou metod kombinovat a pro ucely studie by méla
vybrana pouze jedna metoda (Efthimiadis 2002).

Vzorky sputa by mély byt zpracovany do 2 hodin od indukce sputa. Homogenizace
vzorku sputa je dllezitd a muize byt dosazena pouzitim dithiothreitolu (DTT) nebo
dithioerythritolu, coz jsou latky rozrusSujici disulfidické mustky, kterymi jsou molekuly
mucinu spojeny. Ve vzorcich, kde je mucin Spatné rozpusStén, dochazi k tmavému zabarveni
bun€k, ty jsou pak mikroskopicky obtizn¢ identifikovatelné. Doporucovand doba
homogenizace je 10-30 min pfi teploté 4-37 °C (Efthimiadis 2002).
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Bunécny rozbor indukovaného sputa

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). Celkovy pocet
bun¢k ve sputu vzriistd u nekontrolovaného astmatu, u kutdki a pii infekcich (bakterialnich)
(Pizzichini 1996, Efthimiadis 1997). Bronchidlni astma ¢i eozinofilni bronchitida a expozice
alergenu u vnimavych osob se vyznacuji zvySenym poctem eozinofili ve sputu. Az 80 %
astmatikl nelécenych kortikosteroidy a vice nez 50 % kortikosteroidy 1écenych astmatikii se
symptomy astmatu vykazuje zvySené zastoupeni eozinofill ve sputu (Pavord 1997, Louis
2000, Pavord 2002). U chronické bronchitidy, CHOPN, u kuraki, dale ptisobenim ozonu, pfi
infekci dychacich cest, vlivem nékterych znecistujicich latek v ovzdusi, plsobenim
endotoxinii a pfi non-eozinofilnim steroid-rezistentnim bronchidlnim astmatu dochéazi ke
zvySeni neutrofili ve sputu. ZvySeni lymfocytl ve sputu bylo popsano u sarkoidézy a u
chlamydiové pneumonie (Jarayjam 2000).

Ackoli byla metoda indukce sputa ptivodné vyvinuta pro detekci infekénich agens a
diagnostiku nadorovych bunék, v poslednich letech se tato metoda ukéazala jako velmi
pfinosna pro studium astmatu a CHOPN. Prvni studie Pin a kol. (/992) prokazala zvySeny
pocet eozinofili a metachromatickych bunc¢k bunécné ¢asti sputa astmatikil proti zdravym
kontroldm. Fahy a kol. (/993) zjistili, ze nebunécna ¢ast sputa astmatikli obsahuje zvysenou
koncentraci ECP a albuminu ve srovnani se zdravymi osobami. ZvysSeny pocet eozinofilii ve
sputu pied 1écbou je také dobrym prediktorem uspésnosti 1é¢by kortikosteroidy (Pizzichini
1998). Zavislost tize bronchidlni obstrukce a zastoupeni eozinofilnich leukocytl ve sputu
popsal ve své studii Chlumsky (2001). Pfitom pfitomnost eozinofili ve sputu pacient
1é¢enych inhala¢nimi kortikosteroidy ukazovala na chronicky perzistujici zanét, ktery na tuto
1é¢bu odpovidal Spatné a Casto vyZzadoval 1é€bu kortikosteroidy systémovymi.

Zmény bunécnych parametri v indukovaném sputu béhem bronchoprovokacnich testti
sledovala Lemiere (2001), kterd popsala vyznamny narist poctu eozinofili a neutrofill,
pokles procenta makrofagi ve sputu za 7 h po expozici profesiondlnim alergeniim u osob po
pozitivnim specifickém bronchoprovokaénim testu. U nékolika osob s negativnim
bronchoprovokacnim testem doslo k signifikantnimu zvySeni poctu eozinofilti, které¢ vsSak
nebylo tak vyrazné jako u pozitivni odpovédi. Lemiere (2000) sledovala také zmény ve sputu
po postupné se zvysujicich davkach alergenu u osob s jiz diagnostikovanym profesionalnim
astmatem paraleln¢ s ventilaénimi parametry. Vzestup eozinofili v indukovaném sputu po
kontaktu s alergenem ptedchazel signifikantnim poklesim ventilacnich parametrii a byl
vyraznéj$i u pacientl exponovanych nizkomolekuldrnim latkdm. Obata a kol. (7999) popsali
vyznamné zvysSeni procentualniho zastoupeni eozinofilnich leukocytli ve sputu za 6 a 24
hodin po pozitivnim bronchoprovokac¢nim testu u osob exponovanych cervenému cedru
(alergen kyselina plikatova — nizkomolekularni alergen), u negativniho bronchoprovokac¢niho
testu byl po 6 hodindch vyznamny nariist procenta eozinofili u 3 osob z8. Zmény
v indukovaném sputu byly sledovany také béhem expozice podeziranym alergeniim na
pracovisti a pii vyfazeni z pracovniho procesu. Pacienti s profesiondlnim astmatem méli
v obdobi expozice na pracovisti vyznamny nariist eozinofili a ECP ve sputu (Lemiere 1999).

Sledovani bunéénych zmén v indukovaném sputu ukazuje, ze po expozici
profesiondlnimu alergenu dochazi u vétSiny senzibilizovanych astmatikd k nartistu poctu
eozinofili ve sputu. Tento ndrGst je v literatufe popisovan casto u alergend
nizkomolekularnich. Neni zfejmé, pro¢ nékteré alergeny zptsobuji nartst eozinofili ve sputu
a jiné jej nevyvolavaji, prestoze po aplikaci tohoto alergenu doSlo prokazatelné
k bronchokonstrikci. Girard a kol. (Girard 2004) ve své studii zkoumali specificitu a
senzitivitu monitorovani PEF a hodnoceni indukovaného sputa, dvou testli pouzivanych
v diagnostice profesionalniho astmatu. Dosli k zadvéru, ze pouziti vysledkt bunééného rozboru
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s monitorovanim nardstu eozinofill ve sputu se soucasnym sledovanim PEF zvysSuje
specificitu i1 senzitivitu diagn6zy profesionalniho astmatu.

4.2.2. CILE PROJEKTU

1. Zavedeni metody odbéru a zpracovani indukovaného sputa - neselektivni a selektivni
metoda.
2. Sledovani bunéénych zmén v indukovaném sputu v pribéhu bronchoprovokacnich

testl s profesiondlnimi alergeny a vyuziti v diagnostice bronchidlniho astmatu u pacientd
s podezienim na profesiondalni bronchidlni astma paralelné s dosud uzivanymi metodami.

3. Monitorovani vyvoje profesiondlniho bronchidlniho astmatu (zanétu v dychacich
cestach) u pacientll po vyfazeni z expozice profesionalnimu alergenu — srovnani subjektivnich
obtizi pacientll a objektivnich vysledkl vySetfeni pfed vyfazenim a v ¢asovém odstupu od
vyfazeni z expozice alergenu.

4.2.3. PROVEDENI PROJEKTU

4.2.3.1. Metoda neselektovaného sputa

Metoda neselektovaného sputa byla na klinice zavedena s pfispénim grantu GAUK
13/2003/C/1.LF ,,Vyuziti metody indukovaného sputa pro diagnostiku a sledovani vyvoje
profesiondlniho bronchialniho astmatu®. Jeho soucasti bylo sledovéani pacienti s jiz
pfiznanym profesionalni astmatem pomoci bézn¢ pouzivanych vysetfovacich metod a nové i
pomoci sledovani zanétu v indukovaném sputu. U osob vySetfovanych na Klinice nemoci
z povolani poprvé pro podezieni na profesiondlni astma bylo cilem srovnani jiz b&zné
pouzivanych vySetfovacich metod a nové moznost vyuziti metody indukovaného sputa
v pribehu testovani s alergeny.

4.2.3.1.1. Charakteristika sledovanych osob

A. Skupina osob se suspektnim profesiondlnim bronchialnim astmatem

Pro podezieni na profesiondlni astma bylo vySetfeno 22 pacientli (tabulka ¢. 13), u
kterych byly provedeny specifické bronchoprovokacni testy. U sledovanych osob byly dale
vySetieny a zhodnoceny tyto parametry: krevni obraz a diferencidlni rozpocet vcetné
zastoupeni eozinofilli, celkové IgE protilatky, ECP, kozni prick testy fadou inhalacnich
alergentl, vySetfeni ventilacnich parametrii (spirometrie a bodypletysmografie) a vySetieni
nespecifické bronchialni hyperreaktivity (nespecificky bronchoprovokacni test s histaminem).
Specifické bronchoprovokacni testy byly provedeny salergeny v expozi¢ni kabing.
Indukované sputum bylo odebrano pied a 24 hodin po poslednim specifickém
bronchoprovokacnim testu (pokud bylo provadéno vice testl s podeziivanymi alergeny z
pracoviste).

Z hlediska hledani zavislosti mezi pozitivitou testu a délkou expozice byl zhodnocen
interval prace s alergenem do doby, kdy se objevily prvni alergické ¢i dechové obtize. Dale
byla sledovéana délka intervalu prace s alergenem jiz s projevy alergie ¢i astmatu.
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Tab. 13. Charakteristika osob se suspektnim profesiondlnim astmatem
n=22

Pohlavi muzi/zeny 11/11
Vék (SD) roky 43,5 (10,6)
Kouieni ano/ex/ne 11/3/8
Lécba kortikosteroidy pocet 8
Lécba antihistaminiky pocet 3
Lécba bronchodilatancii pocet 8

Bez 1é¢by pocet 10

B. Skupina osob s diagnostikovanym profesionalnim astmatem - vySetfeni po vyfazeni
7 expozice profesiondlnimu alergenu

Byla vySetfena skupina 37 osob s jiz diagnostikovanym profesionalnim astmatem
(tabulka €. 14). VySetfeni bylo provedeno v ¢asovém odstupu po vyfazeni z expozice
profesionalnimu alergenu a zahrnovalo: krevni obraz a diferencidlni rozpocet vcetné
zastoupeni eozinofild, celkové IgE protilatky, ECP, koZni prick testy fadou inhala¢nich
alergentl, vySetfeni ventilatnich parametrt (spirometrie a bodypletysmografie) a nespecificky
bronchoprovoka¢ni test s histaminem. Byl proveden jeden odbér indukovaného sputa.
Parametry ziskané pfi prvnim vySetfeni na klinice v dobé hlaSeni nemoci z povolani a
parametry ziskané pti poslednim vySetieni byly porovnany.

Tab. 14. Charakteristika osob s profesiondlnim astmatem
n=37 Celkem Expozice Expozice
HMW latkam | LMW latkam
Pohlavi muzi/zeny 14/23 3/15 11/8
VéEk (SD) roky 47,9 (9,4) 48,2 (7,2) 45,6 (11,0)
Kouieni ano/ex/ne 4/19/14 3/7/8 1/12/6
Lécba kortikosteroidy pocet 25 12 13
Lécba antihistaminiky pocet 17 9 8
Lécba bronchodilatancii pocet 28 13 15
Bez 1écby pocet 5 4 1
Interval do zacatku obtizi roky 8,6 8,9 8,2
Interval prace s projevy roky 2,6 3,5 1,8
alergie Ci astmatu
Interval mezi vySetienimi roky 6,5 5,1 7,8

C. Kontrolni skupina

Kontrolni skupinu tvotilo celkem 19 dobrovolniki (tabulka €. 15) bez projevu alergie
¢i astmatu. U v8ech osob byly vySetieny tyto parametry: krevni obraz a diferencialni rozpocet
véetné zastoupeni eozinofild, celkové IgE protilatky, ECP, kozni prick testy fadou inhala¢nich
alergenti, vySetieni ventilaCnich parametrii (spirometrie a bodypletysmografie), vysSetfeni
nespecifické bronchialni hyperreaktivity (nespecificky bronchoprovokaéni test s histaminem).
Byl proveden jeden odbér indukovaného sputa.
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Tab. 15. Charakteristika kontrolni skupiny

n=19

Pohlavi muzi/zeny 7/12
VéEk (SD) roky 44,1 (14,6)
Kouieni ano/ex/ne 6/1/12
Uzivani kortikosteroidii pocet 0
UZivani antihistaminik pocet 0
UZivani bronchodilatancii pocet 0

Bez 1é¢by pocet 19
4.2.3.1.2. Metodika pouzitych vySetieni

Indukce sputa

Indukce sputa byla provedena pomoci inhalace 5 ml 3%, 4% a 5% NaCl pomoci
nebulizatoru Porta-Neb Sidestream (pritok 6-71/min, vykon 0,46 g/min) v zavislosti na
uspésnosti pacienta vykaslat sputum a na zménach plicnich funkei, které byly méteny vzdy po
vyinhalovani jedné davky NaCl. Inhalacni bronchodilata¢ni latka (ve vétSin€ piipadi
salbutamol 200 pg, pokud nebyl kontraindikovéan) byla aplikovdna ptfed inhalaci NaCl,
piipadné po ni, také pii ptipadném poklesu FEV; o 20%. Ke zpracovani byl pouZit cely objem
vykaslaného sputa. Sputum bylo homogenizovano pfidanim identického objemu dithiotreitolu
ve fosfatovém pufru fedéném 1:10 destilovanou vodou (Sputolysin Reagent, Calbiochem),
ttepano po dobu 30 min a filtrovano pies gazu. Vzorek byl 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 potom barven dle May-Griinwald-Giemsy.
Bunéény rozpocet byl ziskan z 300 neskvamodznich bunék (Chlumsky 2001).

U skupiny osob pfijatych k testovani alergeny =z pracovist¢ pro podezieni na
profesionélni astma bylo indukované sputum odebrano vzdy pted zacatkem prvniho testu s
profesionalnimi alergeny a 24 hodin po ukonceni posledniho testu. Testovani nékolika
podeziivanymi alergeny se provadélo v piipade, Ze pacient nem¢l pozitivni reakci na
predchozi testy v expozi¢ni kabin¢.

Funkcni vysetreni plic a nosu

Funkéni vySetfeni plic se provadélo vsedé spirometrem s bodypletysmografem
MasterLab Jaeger. Probihalo v souladu se standardy Evropské respiracni spole¢nosti
(Quanjer 1993). Méteni nosnich pratokll a rezistence byla provadéna metodou piedni
rhinomanometrie na pfistroji Rhinoscreen (Jaeger).

Nespecificky bronchoprovokacni test

Nespecificky bronchoprovokacni testy s histaminem byl proveden pomoci inhala¢ni
jednotky Asthma Provocation System Jaeger, ktera umoziuje fizenou aplikaci roztoku v
pribéhu inspiria. Roztok histaminu byl inhalovan ve stoupajicich koncentracich 1 mg/ml,
Smg/ml, 10 mg/ml. Jako zasadni kriterium pro zhodnoceni testu jako pozitivniho byl bran
pokles parametru FEV; 0 20 % vzhledem k hodnot¢ pied testem (Sterk 1993), ptipadné pokles
o vice nez 30 % v parametrech MEF a vzestup Ry 0 vice nez 70 %.
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Specifické bronchoprovokacni testy

Béhem specifickych bronchoprovokacnich testli s profesiondlnimi alergeny byl
pacient po dobu 30 min vystaven latkdm z pracovisté, odebranymi hygienickou sluzbou, v
podminkach simulujicich pracovni expozici podezielému alergenu. Hodnoty ventilanich
parametru a klinicky stav vySetfovaného byly sledovany pted aplikaci alergenu, bezprostiedné
po aplikaci, za 2 h, 5 h a 24 h po aplikaci a v ptfipadé¢ ndhle vzniklé bronchospastické
odpovédi kdykoliv v pribéhu 24 h nasledujicich po aplikaci alergenu. Jako zasadni kriterium
pro zhodnoceni testu jako pozitivniho byl bran pokles parametru FEV; o 20 % vzhledem
k hodnot¢ pted testem, pripadné pokles o vice nez 30 % v parametrech MEF nebo vzestup Ry
o vice nez 70 % spolu s poklesem FEV, alespoii 0 15% vzhledem k hodnotdm namétenym
pied testem.

Jako pozitivni vysledek pro diagndézu profesionalni rinitidy byl bran oboustranny
pokles nosnich pritokti o 40 % a vzestup nosni rezistence o 60 % pfti predni rhinomanometrii
souCasn¢ s objektivnimi znadmkami rinitidy (zvySend sekrece, nosni blokada, kychéni,
sveédéni).

Alergologickeé vysetieni

Kozni prick testy byly provedeny sadou béZznych inhala¢nich alergenti: prach domaci,
pefi, roztoci, smiSeny pyl travin, plisné domaéci, plisn€ venkovni, jarni pylovd smés, podzimni
pylova smés, bakterialni smes hornich cest dychacich. U osob, kde podeziivany profesionalni
alergen bylo mozné testovat i prick testy a byl dostupny, byly prick testy provedeny i s timto
alergenem.

Statistické zhodnoceni vysledkil

Vysledky byly statisticky zhodnoceny pomoci McNemarova testu, parového t-testu a
ANOVA testu, vzdy na 5% hladiné¢ vyznamnosti.

42.3.1.3.  Vysledky

A. Skupina osob se suspektnim profesionalnim astmatem

Z 22 vysetfenych osob prichazejicich k testovani pro suspektni alergické profesionalni
onemocnéni dychacich cest byla diagnéza profesiondlniho astmatu potvrzena u 5 osob a
profesiondlni rinitida u 4 osob. Zjisténymi alergeny byly: guma, kyselina 2,4-dichlor-5-
sulfochlorbenzoova, kriti podestylka, ostazinova barva, prase¢i hntij, Plastizol, bavlna,
chladici obrabéci kapalina a pryskyfice.

Délka intervalu prace s alergenem do doby objeveni se prvnich alergickych ¢i
dechovych obtizi a délka intervalu prace s alergenem jiz s projevy alergie ¢i astmatu jsou
uvedeny v tabulce €. 16, statistické zhodnoceni bylo provedeno pro podskupiny testovanych
s pozitivnim nebo negativnim zavérem. Vysledky mezi podskupinami nebyly shledany
statisticky vyznamnymi (na 5% hladiné vyznamnosti), pfesto je vSak ztabulky patrné, Ze
osoby ,,pozitivné‘ testované pracovaly v expozici alergenu po primérné delsi dobu.
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Tab. 16. Délka intervalu prace s alergenem do doby objeveni se prvnich alergickych ¢i
dechovych obtizi a délka intervalu prace s alergenem jiz s projevy alergie ¢i astmatu
Vysledek specifického testu- | Vysledek specifického testu-

pozitivni (prof. astma ¢i negativni
rinitida)
(n=9) (n=13)
Primérna doba do
zacatku obtizi mesice 43,72 75,23

Primérna doba
prace s projevy | mésice 29,78 18,75
alergie Ci astmatu

Uspé&snost indukce sputa (vzorek bez nadmérné kontaminace squaméznimi buitkami
z dutiny ustni) byla pro odbér pred testem 60% (13 z 22 osob), pro odbér po testu byla vyssi -
82% (18 z 22 osob), i kdyz se provadéna metodika u obou odbért nelisila. Zhodnoceni zmén
v indukovaném sputu pfed a po testu bylo tedy mozné u 3 osob s potvrzenou diagndzou
profesiondlniho astmatu (pozitivni vysledek specifického bronchoprovokac¢niho testu), u 3
osob s profesionalni rinitidou a u 7 osob, které na testovanou latku nezareagovaly ani
bronchospasticky, ani se u nich neprojevily objektivni znamky rinitidy. Pfi srovnani
prumérnych hodnot bunck indukovaného sputa prfed testem a po specifickém
bronchoprovokacnim testu (eozinofily, neutrofily, makrofagy, lymfocyty) nebyly shledany
statisticky vyznamné rozdily na hladiné p<0,05. U osob s pozitivnim vysledkem
bronchoprovokacniho testu s alergenem (dg. profesiondlniho astmatu) nebyl zjiStén nartst
eozinofili po testu (u jedné osoby zména 0—0,3 % nevyznamnd, v ramci normalnich hodnot).
U jedné z osob s diagnostikovanou profesiondlni rinitidou byl zaznamenan nartst eozinofilt
z 0,7 na 2,8%, u ostatnich dvou osob byly zmény nulové ¢i nevyznamné (0—0,3 %).

Vysledky osob s pozitivnimi bronchoprovokac¢nimi testy jsou uvedeny v tabulkach ¢.
17, 18 a znadzornény v grafech ¢. 23-26, osob s profesionalni rinitidou v tabulkach ¢. 19, 20 a
grafech €. 27-30 a negativn¢ testovanych osob v tabulce €. 21 a grafech ¢. 31-34.

Tab. 17. Pozitivni bronchoprovokacni testy s alergenem - detaily testu
Testovano s Maximalni pokles | Typ astmatické | Alergenni
Osoba | Druh testu kortikosteroidy FEV; a ¢as reakce noxa
1 testv . ne 23,1% ihned po testu ¢asna LMW
laboratofi
test v 47% ihned po testu, s
2 laboratofi ne 25,7% 5h po testu dudlni LMW
testv o .
3 laboratofi ne 22,7% 5h po testu pozdni LMW
4 test v . ne 45,9% ihned po testu Casna LMW
laboratofi
test v 16,3% ihned po testu s .
S laboratoii ano anafylaktickou reakci casha HMW

47



Tab. 18.
s alergenem

Zmény v indukovaném sputu po pozitivnim bronchoprovokacnim testu

Eozinofily % Neutrofily% Makrofagy % Lymfocyty%
Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu
Osoba testem testem testem testem

1 NK 0,0 NK 65,0 NK 27,0 NK 8,0
2 NK NK NK NK NK NK NK NK
R} 0,0 0,3 81,0 88,3 17,7 10,3 1,3 1,0
4 0,0 0,0 64,0 61,0 33,7 38,7 2,3 0,3
5 0,0 0,0 56,7 85,0 41,0 13,0 2,3 2,0

Poznamka: NK- vzorek nebylo mozné hodnotit

Graf 23-26. Zmény v indukovaném sputu u osob s pozitivnim bronchoprovoka¢nim testem
s alergenem — diagnostikovanym profesionalnim bronchidlnim astmatem - grafické
znazornéni
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Tab. 19. Diagnéza profesionalni rinitidy - detaily testu
Osoba Druh testu Alergenni noxa Zavérecna diagnoza
1 test v laboratofi LMW profesiondlni rinitida
2 test v laboratofi LMW profesiondlni rinitida
3 test v laboratofi HMW profesionalni rinitida
4 test v laboratofi LMW profesionalni rinitida
Tab. 20. Zmény v indukovaném sputu u osob s diagnostikovanou profesionélni rinitidou
Eozinofily % Neutrofily% Makrofagy % Lymfocyty%
Osoba | Pfed Po testu Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu
testem testem testem testem
1 0,7 2,8 53,0 44,5 46,0 52,5 0,3 0,2
2 0,0 0,3 73,0 79,7 23,0 19,0 0,7 1,0
3 NK 0,0 NK 64,7 NK 34,7 NK 6,6
4 0,0 0,0 75,0 76,7 243 23,0 0,7 0,3

Poznamka: NK- vzorek nebylo mozné hodnotit

Graf 27-30.

profesiondlni rinitidou - grafické zndzornéni
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Tab. 21. Zmény v indukovaném sputu u osob s negativnim bronchoprovoka¢nim testem
Eozinofily % Neutrofily% Makrofagy % Lymfocyty%
Osoba |~ Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu
testem testem testem testem

1 NK NK NK NK NK NK NK NK

2 NK NK NK NK NK NK NK NK

3 0,7 0,3 58,6 55,7 40,0 42,3 0,7 1,7

4 0,0 0,0 75,3 65,7 23,0 34,0 1,7 0,3

5 0,3 0,0 55,7 56,3 43,0 42,0 1,0 1,7

6 0,0 0,0 87,3 90,7 9,3 6,3 3,3 3,0

7 NK NK NK NK NK NK NK NK

8 NK 0,3 NK 86,3 NK 12,3 NK 1,0

9 NK 0,0 NK 19,7 NK 80,0 NK 0,3
10 12,3 53 75,7 90,3 11,7 3,0 0,3 1,3
11 0,0 0,0 50,8 75,3 49,2 24,7 0,0 0,0
12 NK 33 NK 44,3 NK 52,0 NK 0,3
13 0,3 0,3 37,0 80,3 62,7 17,7 0,0 1,7

Poznamka: NK- vzorek nebylo mozné hodnotit

Graf 31-34.

Zmény v indukovaném sputu u osob s negativnim bronchoprovokacnim
testem a nepotvrzenym profesiondlnim bronchidlnim astmatem
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Korelace mezi eozinofily ve sputu pfed testem a parametry FEV,, IgE protildtkami ani
eozinofily v krvi nebyla v celé skupin€ testovanych osob nalezena. Pfi srovnani primérnych
hodnot eozinofili ve sputu pted testem u podskupin délenych podle prick testi (negativni vs.
pozitivni) byl shledan statisticky vyznamny rozdil na 5% hladin€¢ vyznamnosti. Pro skupinu
,»prick pozitivni“ byly primérné hodnoty eozinofili ve sputu vyznamné vyssi.

Dale byly porovnany vysledky objektivnich vySetfeni mezi skupinou suspektnich
astmatikd (rozdé€lené i na podskupiny negativné testovanych a pozitivné testovanych) a
kontrolni skupinou: eozinofily v periferni krvi - procentudlni zastoupeni a absolutni pocet,
celkové IgE protilatky, ECP, kozni prick testy, nespecificky bronchoprovokacni test
s histaminem, spirometrie (FEV,, FVC) (tabulka ¢. 22, 23).

Statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) téchto vySetfeni mezi celou skupinou osob se
suspektnim profesionalnim astmatem a kontrolni skupinou byly zjistény pro parametry: IgE
protilatky, ECP a nespecificky bronchoprovokac¢ni test. Pii rozdéleni na podskupiny podle
vysledkl testovani pii specifickych provokacénich testech byl shledan statisticky vyznamny
rozdil (p<0,05) mezi podskupinou osob s kone¢nou diagnoézou profesionalniho astmatu proti
kontrolni skupiné pro parametry IgE protilatky a FEV;.

Pii statistickém srovnani parametrii podskupin s kone¢nym vysledkem negativni a
pozitivni nebyly shleddny statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) pro zadny z parametri:
eozinofily - procentudlni zastoupeni a absolutni pocet v krvi, celkové IgE protilatky, ECP,
prick testy, nespecificky bronchoprovokacni test s histaminem, FEV;, FVC.

Vzhledem k tomu, ze u nékterych pacienti bylo nutné testovat i s 1écbou lokalnimi
inhala¢nimi kortikosteroidy, byla statisticky zhodnocena i moznost ovlivnéni téchto vysledka
vySetieni lécbou: prick testy, IgE protilatky, eozinofily vkrvi procentudlng,
bronchoprovokacni test s histaminem. Rozdily mezi skupinami pozitivnich a negativnich
z hlediska terapie kortikosteroidy nebyly statisticky vyznamné na hladiné p<0,05, avSak je
nutno vzit v ivahu, Ze n¢které hodnocené skupiny byly malé.

Tab. 22. Vysledky laboratornich testl u celé skupiny osob se suspektnim

rofesionalnim astmatem a u kontrolni skupiny

Celkem Kontrolni skupina

ECP (SD) ng/ml 28,7 (21,9) 11,6 (9,2)
Eozinofily v krvi (SD) % 3,3 (1,8 2,7 (1,0)
Eozinofily v krvi (SD) 10°/1 0,23 (0,14) 0,20 (0,08)
FEV, (SD) %NH 97,36 (14,31) 103,6 (11,1)
FVC (SD) %NH 103,42 (15,55) 106,0 (12,3)
ZvySené IgE pocet osob v % 36,4 10,5
Pozitivni prick testy pocet osob v % 28,6 10,5
Pozitivni nespecificky

bronchoprovokacni pocet osob v % 66,7 26,3
test
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Tab. 23. Vysledky laboratornich testi u osob se suspektnim profesionalnim astmatem
(rozdéleno na podskupiny podle zavérecné diagndzy)

Profesionalni | Profesionalni .,
R Negativni
astma rinitida

ECP (SD) ng/ml 18,3 (14,9) 38,2 (36,6) 29,8 (18,8)
Eozinofily v krvi (SD) % 2,9 (1,0) 2,7(2,4) 3,6 (1,9)
Eozinofily v krvi (SD) 10°/1 0,22 (0,09) 0,21 (0,21) 0,24 (0,14)
FEV, (SD) %NH 83,40 (12,90) | 103,63 (15,54) | 100,81 (11,64)
FVC (SD) %NH 89,78 (10,74) | 110,45 (13,21) | 106,50 (15,38)
Zvysené IgE pocet 0osob v % 40,0 25,0 38,5
Pozitivni prick testy pocet osob v % 40,0 25,0 25,0
Pozitivni nespecificky
bronchoprovokaéni pocet osob v % 75,0 75,0 61,5
test

B. Skupina osob s jiz diagnostikovanym profesionalnim astmatem

U skupiny osob s diagnézou profesionalniho bronchialniho astmatu byly srovnany
vysledky vySetfeni provedenych pfi prvnim pobytu na klinice, kdy bylo onemocnéni
diagnostikovano, a nyni v ¢asovém odstupu po vyfazeni z expozice danému alergenu. Pro
z4dné sledované parametry nebyly shledany statisticky vyznamné rozdily mezi prvnim a
poslednim vySetfenim: eozinofily - procentuédlni zastoupeni a absolutni pocet, celkové IgE
protilatky, nespecificky bronchoprovokacni test, FEV,, FVC, prick testy (pro prick testy byl
parametr p= 0,0523, tedy hrani¢ni).

Vysledky vySetieni ziskané pfi poslednim vySetieni byly porovnany také s vysledky
kontrolni skupiny. Statisticky vyznamné (p<0,05) byly u skupiny astmatikti ¢astéjsi pozitivni
vysledky pro parametry: prick testy, ECP a nespecificky bronchoprovokacni test.

Byly srovnany i vysledky podskupin osob exponovanych vysokomolekularnim a
nizkomolekularnim alergeniim. Zde byla statisticky vyznamné cCastéjSi pouze pozitivita
nespecifického bronchoprovoka¢niho test s histaminem u podskupiny exponované
vysokomolekuldrnim alergentm.

Statisticky byla zhodnocena i moznost ovlivnéni vysledkii vySetieni medikaci
kortikosteroidy ¢i antihistaminiky: prick testy, IgE protilatky, eozinofily v krvi,
bronchoprovokacni test s histaminem. Vliv terapie na uvedené vysledky nebyl v této skupiné
na hladiné p<0,05 prokazan.

V tabulce €. 24 jsou uvedeny vysledky skupiny osob s profesionalnim astmatem (prvni

vySetfeni na klinice pfi potvrzeni diagnézy profesionalniho astmatu a zatim posledni vysetieni
po vyfazeni z expozice alergenu) ve srovnani s kontrolni skupinou.
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Tab. 24. Vysledky vysetfeni u skupiny osob s profesiondlnim astmatem pii prvnim a
nyn¢jS$im vySetieni a u kontrolni skupiny
Profesionalni
astma
Profesionalni (po vytazeni z
astma expozice Kontrolni
(prvni navstéva) alergenu) skupina
ECP (SD) ng/ml| neprovedeno 22,8 (12,3) 11,6 (9,2)
Eozinofily v krvi (SD) % 3,5(3,3) 3,5(2,2) 2,7 (1,0)
Eozinofily v krvi (SD) x107/1 0,30 (0,25) 0,24 (0,18) 0,20 (0,08)
ZvySené IgE % 42,3 25,7 10,5
Pozitivni prick testy % 70,2 45,9 10,5
FEV, (SD) %NH 99,3 (17,8) 97,5 (18,9) 103,6 (11,1)
FVC (SD) %NH 105,1 (15,7) 102,8 (17,2) 106,0 (12,3)
Pozitivni nespecificky o,
bronchoprovokacni test 85,7 80,6 26,3

Uspésnost indukce sputa u astmatik®, tj. koneény podet vzorkii bez zvysené
kontaminace skvamo6znimi buiikami dutiny Ustni, které bylo mozné zhodnotit — byla 65 %.
Uspé&snost indukce u osob kontrolni skupiny byla 87,9%. U vsech osob kontrolni skupiny
bylo normélni procentudlni zastoupeni eozinofili ve sputu tj. <2 %. Pfi bunééném zhodnoceni
indukovaného sputa bylo u 6 osob s diive diagnostikovanym profesionalnim astmatem (tj. 25
% hodnocenych vzorkll) nalezeno zvySené procentualni zastoupeni eozinofili (normdlni
nalez <2 %) (tabulka ¢&. 25, graf ¢. 35). P&t osob bylo v minulosti exponovano HMW
profesiondlnim alergentiim, jedna osoba LMW profesiondlnimu alergenu. Primérna hodnota
zvySeného procentualniho zastoupeni eozinofilti u téchto osob byla 3,5 %. Jedna osoba ze
skupiny se zvySenymi eozinofily ve sputu nepozorovala subjektivné astmatické obtize, ale
ostatni sledované objektivni parametry byly u této osoby také zvysené (nespecificka
bronchidlni hyperreaktivita, prick testy, ECP, eozinofily vkrvi procentualn¢). Nalez
zvysenych eozinofili ve sputu byl statisticky vyznamné castéjsi (p<<0,05) u skupiny osob
exponovanych HMW alergeniim. Tabulka ¢. 26 a graf ¢. 36 zobrazuji praimérné hodnoty
bunécnych parametrii ve sputu skupiny osob exponovanych HMW a LMW profesiondlnim
alergentim. Korelace mezi eozinofily ve sputu a souCasnymi parametry FEV,, IgE nebo
eozinofily v periferni krvi nebyla nalezena. Taktéz korelace mezi neutrofily ve sputu a FEV,
nebo FVC nebyla nalezena.

Tab. 25. Vysledky analyzy bunécného =zastoupeni v indukovaném sputu osob
s profesiondlnim astmatem a kontrolni skupiny

Profesionalni astma Kontrolni skupina
Eozinofily (SD) % 1,1 (1,7) 0,1(0,3)
Neutrofily (SD) % 65,8 (18,4) 69,5 (20,8)
Makrofagy (SD) % 31,2 (19,1) 28,9 (20,6)
Lymfocyty (SD) % 2,0 (2,2) 1,4 (1,1)
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Graf 35. Vysledky analyzy bunééného zastoupené v indukovaném sputu u osob
s profesionalnim astmatem a u kontrolni skupiny - grafické znazornéni
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Tab. 26. Vysledky analyzy bunééného zastoupeni v indukovaném sputu osob
s profesionalnim astmatem (rozdéleno podle typu alergenu - HMW, LMW).
HMW LMW

Eozinofily (SD) % 1,6 (2,2) 0,6 (1,0)
Neutrofily (SD) % 69,8 (19,2) 62,4 (17,7)
Makrofagy (SD) % 26,0 (19,7) 35,5 (18,2)
Lymfocyty (SD) % 2,5(2,8) 1,6 (1,5)
Graf 36. Vysledky analyzy buné¢ného zastoupeni v indukovaném sputu osob

s profesionalnim astmatem (rozdéleno podle typu alergenu - HMW, LMW)- grafické
znazornéni
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4.2.3.2. Metoda selektovaného sputa

Pti pouziti metody neselektovaného sputa se vyznamné zmény v bunééném zastoupeni
v indukovaném sputu béhem specifickych bronchoprovokacnich testli nepodatilo prokéazat a
své selektivité by mohla ptinést lepsi vysledky. Byly tedy opét sledovany zmény zastoupeni
bunéénych parametrii pied a po expozici profesiondlnim alergenim spolu s vySetfenim
ventilacnich parametra.
4.2.3.2.1. Charakteristika sledovanych osob

Pro podezieni na profesiondlni astma bylo vySetfeno 23 pacientl, u kterych byly
provedeny specifické bronchoprovokacni testy. U sledovanych osob byly vySetfeny tyto
parametry z krve: eozinofily (procentudlni zastoupeni, absolutni pocet), celkové IgE
protilatky a ECP. Byly provedeny prick testy fadou béznych inhala¢nich alergenti, vySetieni
ventilaénich parametri (spirometrie a bodypletysmografie) a vySetfeni nespecifické
bronchialni hyperreaktivity (nespecificky bronchoprovokacni test s histaminem). Specifické
bronchoprovokacni testy byly provedeny bud’ s alergeny v expozi¢ni kabin€ nebo reexpozici
na pracovisti. Indukované sputum bylo odebrano pfed a 24 hodin po specifickém
bronchoprovokacnim testu.

Celéd skupina osob byla nasledné¢ rozdélena na tfi podskupiny podle vysledkil
specifickych bronchoprovokac¢nich testii: na podskupinu s potvrzenym profesiondlnim
astmatem (pozitivni vysledek bronchoprovokacniho testu), podskupinu s kone¢nou diagnézou
profesiondlni rinitidy (negativni vysledek bronchoprovokacniho testu, avSak zndmky rinitidy
behem ¢i po testu), podskupinu s negativnim vysledkem bronchoprovokaéniho testu a bez
znamek rinitidy. Charakteristika jednotlivych podskupin je uvedena v tabulce €. 27.

Tab. 27. Charakteristika 23 osob, u nichz bylo vySetfovano indukované sputum
metodou selektovaného sputa
s . Profesionalni Osoby s
Profesionalni iy x s
rinitida ¢i negativnim
astma v
(n=7) ohrozeni testem
(n=4) (n=12)
Pohlavi muZzi/zeny 4/3 0/4 4/8
Vék (SD) roky 40,7 (10,1) 42,8 (4,3) 41,3 (11,4)
Koureni ano/ex/ne 2/3/2 1/2/1 3/4/5
Testovano s
inhala¢nimi ano/ne 2/5 0/4 0/12
kortikosteroidy
ECP (SD) ng/ml 52,7 (44,9) 49,0 (24,1) 41,1 (25,7)
Eozinofily v krvi (SD) % 3,3(2,7) 4,8 (4,2) 5,2 (7,1
Eozinofily v krvi (SD) x10°/1 0,2 (0,2) 0,4 (0,5) 0,4 (0,8)
IgE pozitivni/ 3/4 22 4/8
negativni
Prick testy pozitivni/ 3/4 1/3 5/6 *
negativni
Nespecificky ozitivni/
bronchoprovokacni pozitivny 7/0 1/3 6/6
test negativni

* kozni prick test jedné osoby byl nehodnotitelny
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4.2.3.2.2. Metodika pouzitych vySetieni

Indukce sputa

Indukce sputa byla provedena pomoci inhalace 3%, 4% ¢i 5% NaCl vzdy 5 min
pomoci nebulizatoru Porta-Neb Sidestream (pratok 6-71/min, vykon 0,46 g/min). Inhala¢ni
bronchodilata¢ni latka (salbutamol 200 pg) byla aplikovana pifed inhalaci NaCl. Ke
zpracovani byla pouzita selektovana ¢ast sputa bez slin. K selektované ¢asti sputa byl ptidan
objem (v ul) dithiotreitolu ve fosfadtovém pufru (Sputolysin Reagent, Calbiochem)
odpovidajici 4-nasobku hmotnosti vzorku v mg. Vzorek byl tfepan po dobu 30 min, filtrovan
pfes gazu a centrifugovan pii 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. Bunécny rozpocet byl ziskan z 300 neskvamdznich
bunék (Efthimiadis 1997).

Indukované sputum bylo odebrano vzdy pied zacatkem prvniho testu s
profesionalnimi alergeny a 24 hodin po ukonc¢eni posledniho testu.

Specifické bronchoprovokacni testy

Sledované osoby byly vystaveny po dobu 30 min plisobeni podeziivanym alergeniim z
pracovisté¢ v expoziéni kabin€, kde byly simulovany pracovni podminky. V pfipadné
nemoznosti adekvatné napodobit v laboratotfi podminky expozice byla provedena reexpozice
na pracovisti, kde pacient vykonaval po dobu 2 hodin obvyklé ¢innosti spadajici do jeho
napln€é prace. Hodnoty ventilacnich parametri byly sledovany pied expozici alergenu
(reexpozici), bezprosttedné po expozici, za 2h, 5h a 24 h po ni nebo v pfipad¢ ndhle vzniklé
bronchospastické odpovédi kdykoliv v pritbéhu 24 h nasledujicich po aplikaci alergenu. Jako
kriterium pro zhodnoceni testu jako pozitivniho byl bran pokles parametru FEV; o 20 %
vzhledem k hodnoté pied testem, ptfipadné pokles o vice nez 30 % v parametrech MEF a
soucasn¢ pokles FEV; o minimalné 15 % ¢i1 vzestup Ryt 0 vice nez 70 % a soucasné pokles
FEV; 0 minimalné 15 % vzhledem k hodnotdm namétenym pted testem.

Jako pozitivni vysledek pro pritkaz profesionalni rinitidy byl bran oboustranny pokles
nosnich pritokt o 40 % a vzestup nosni rezistence o 60 % pii pfedni rhinomanometrii
soucasn¢ s objektivnimi znadmkami rinitidy (zvySena sekrece, nosni blokdda, kychani,
svédéni). Jako ohrozeni profesionalni rinitidou byly uzavieny testy, kdy byly pfitomny pouze
znamky rinitidy bez pozitivni rhinomanometrie.

4.2.3.2.3. Vysledky

U sedmi osob (z celkovych 23 vySetfenych) byly vysledky bronchoprovokaénich test
pozitivni - bylo potvrzeno profesionalni bronchialni astma. Vysledky bronchoprovokacnich
testll jsou uvedeny v tabulce €. 28,29 a znazornény v grafech ¢. 37-41.
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Tab.28. Pozitivni bronchoprovokacni testy s alergenem - detaily testu
Typ
Maximalni astmatické
Testovano s pokles FEV; a reakce Alergenni
Osoba | Druh testu | kortikosteroidy cas noxa
o) :
1 test v . ne 42,5% ihned Sasn4 HMW
laboratofi po testu
test v 21,6% 5Sh po .
2 laboratofi ano testu pozdni LMW
o) :
3 test v . ne 29,4% ihned Sasn4 LMW
laboratofi po testu
reexpozice 24% po testu a
4 poziee ne 30,8% Sh po dualni LMW
na pracovisti
testu
test v 19,5% 5h po .
> laboratofi ne testu pozdni LMW
o/ :
6 test v . ano 20% ihned po Sasna LMW
laboratofti testu
29,8 % ihned
reexpozice po testu a (1.
7 na pracovisti ne 24,2% 5h po dudln HMW
testu
Tab. 29. Zmény bunécného zastoupeni v selektovaném indukovaném sputu po

ozitivnim bronchoprovokaénim testu s alergenem

Eozinofily % Neutrofily % Makrofagy % Lymfocyty %

Osoba Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu Pred Po
testem testem testem testem | testu

1 0,0 4.7 60,6 63,0 33,7 28,0 5,7 43

2 0,0% 0,7* 78,3 53,6 21,0 43,7 0,7 2,0

3 0,3 43 22,7 32,3 76,7 63,3 0,3 0,0

4 4,0 6,3 66,0 58,0 28,3 31,3 1,7 43

5 0,0 0,3 19,0 393 79,6 59,0 1,3 1,3

6 0,0* 0,0* 223 55,6 77,6 41,6 0,0 2,6

7 0,3 2,0 65,0 75,0 33,6 22,6 1,0 0,3

Pozn: *osoby 2 a 6 byly testovany za lécby inhala¢nimi kortikosteroidy
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Graf 37. Zmény bunécného zastoupeni v selektovaném indukovaném sputu po
pozitivnim testu - primérné hodnoty
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Graf 38-41. Zmeény v jednotlivych bunéénych parametrech selektovaného indukovaného
sputa po pozitivnim bronchoprovoka¢nim testu s alergenem - grafické znazornéni
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Ctyti osoby mély klinické piiznaky rinitidy béhem &i po provedeném specifickém
bronchoprovokacnim testu. U dvou osob bylo pozitivni i méfeni pfedni rhinomanometrii a
proto u nich byla hlaSena profesiondlni rinitida (osoba 1 a 2), u dvou osob s negativni
rhinomanometrii bylo pfizndno ohrozeni profesionalni rinitidou (osoba 3 a 4). Detaily testi a
vysledkl analyzy indukovaného sputa jsou uvedeny v tabulkach ¢. 30, 31 a grafech ¢. 42-46.
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Tab. 30. Diagnoza rinitidy - detaily testu
Klinicky
nalez
Pozitivni odpovidajici | Alergenni Zavérefna
Osoba | Druh testu |rhinomanometrie rinitidé noxa diagndza
1 test v laboratofti ano ano LMW profeglgnalnl
rinitida
2 test v laboratofti ano ano HMW profeglgnalnl
rinitida
ohrozeni
3 test v laboratofi ne ano HMW profesionalni
rinitidou
ohroZeni
4 test v laboratofi ne ano LMW profesionalni
rinitidou
Tab. 31. Zmény v bunééném zastoupeni v selektovaném indukovaném sputu u 4 osob
s diagnostikovanou profesionalni rinitidou a ohrozenim profesiondlni rinitidou
Eozinofily % Neutrofily % Makrofagy % Lymfocyty %
Pred Pred Pred Pied
Osoba | testem | Po testu | testem | Po testu | testem | Po testu | testem | Po testu
1 0,0 0,3 10,6 86,0 88,0 13,6 1,3 0,0
2 1,3 1,0 83,3 65,6 15,0 32,3 0,3 1,0
3 0,0 0,0 57,0 60,0 41,3 39,6 1,6 0,3
4 0,0 0,0 30,6 34,0 68,3 65,0 1,0 1,0
Graf 42. Zmény bunécného zastoupeni v selektovaném indukovaném sputu - dg.

profesiondlni rinitidy- primérné hodnoty
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Graf 43-46. Zmény v selektovaném indukovaném sputu u 2 osob s diagnostikovanou
profesionélni rinitidou a 2 osob s hldSenym ohroZenim profesionalni rinitidou - grafické
znazornéni jednotlivych osob

%

Zmény v indukovaném sputu- eozinofily

1,4

1,2

.\

1,0

—

0,8
0,6

0,4

____—

0,2
0,0 -

Pred testem Po testu

Zmény v indukovaném sputu- neutrofily

100,0

80,0

40,0 -

20,0 -

0,0

="

60,0 -

/

-

Pred testem Po testu

Zmény v indukovaném sputu- makrofagy

100,0

80,0

60,0

40,0
20,0

0,0

-~

N

N

L

Pred testem Po testu

%

Zmény v indukovaném sputu- lymfocyty

2,0
1,5
1,0
0,5
0,0

.\></m
— \

A 4

Pred testem Po testu

Negativni vysledky bronchoprovokaénich testi byly zjistény u 12 osob. Detaily testl
jsou uvedeny v tabulce ¢. 32, zmény bunééného zastoupeni jsou uvedeny v tabulce ¢. 33 a
graficky znédzornény v grafech ¢. 47-51.

Tab. 32. Negativni bronchoprovokacni testy u 12 osob- detaily
Osoba Druh testu Pocet testl Alergenni noxa | Vysledek testi
1 test v laboratofi 3 LMW negativni
2 test v laboratofi 1 HMW negativni
3 test v laboratofi 2 LMW negativni
4 test v laboratofi 1 LMW negativni
5 test v laboratofi 3 HMW negativni
6 test v laboratofi 3 HMW negativni
7 test v laboratofi 1 LMW negativni
8 test v laboratofi 4 HMW i LMW negativni
9 reexpozice 1 LMW negativni
10 test v laboratofi 1 HMW negativni
11 test v laboratofi 2 HMW negativni
12 test v laboratofi 2 LMW negativni
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Tab. 33.

s vyznamnym zvySenim eozinofildl ve sputu po testu.

Zmény bunécného zastoupeni v selektovaném indukovaném sputu u osob
s negativnim bronchoprovoka¢nim testem. Tuénym pismem jsou oznaceny osoby

Eozinofily % Neutrofily % Makrofagy % Lymfocyty %
Osoba " " - <
Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu Pred Po testu
testem testem testem testem
1 0,0 0,0 52,3 43,0 47,3 56,6 0,3 0,3
2 0,3 0,0 79,6 48,3 19,6 51,6 0,3 0,0
3 0,3 1,6 83,0 75,3 16,0 223 0,6 0,6
4 0 0,3 41,3 57,3 58,3 41,6 0,3 0,6
5 0,3 2,6 73,3 78,0 26,0 19,3 0,3 0,0
6 0,6 0,6 37,0 48,3 60,6 50,3 1,6 0,6
7 0,0 0,3 63,0 55,0 37,0 43,3 0,0 1,3
8 1,0 2,0 25,6 43,6 73,0 54,3 0,3 0,0
9 0,0 4,0 85,6 62,6 14,3 33,0 0,0 0,3
10 0,0 0,0 59,6 72,3 37,3 26,0 3,0 1,6
11 0,0 0,0 86,0 61,0 12,3 37,0 1,6 2,0
12 2,3 2,3 73,0 47,3 24,3 50,3 0,3 0,0
Graf 47. Zmény bunécného zastoupeni v selektovaném indukovaném sputu po

pozitivnim testu- primérné hodnoty
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Graf 48-51. Zmény v selektovaném indukovaném sputu u osob s negativnim
bronchoprovoka¢nim testem- grafické znadzornéni
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Pfi statistickém zhodnoceni bunéénych zmén v selektovaném sputu bylo zjiSténo
vyznamné zvySeni procentudlniho zastoupeni eozinofili (p=0,03) po testu ve skupiné osob
s pozitivnim bronchoprovokaénim testem proti hodnoté pied testem, dal$i zmény v bunécné
zastoupeni byly statisticky nevyznamné (p<0,05).

4.2.4. DISKUZE

Profesionalni astma po vyfazeni z expozice alergenu - metoda neselektovaného sputa

Pti vySetteni skupiny osob s jiz pfiznanym profesionalnim astmatem nas zajimalo, zda
vymizely nebo alesponi ustoupily pifiznaky astmatu po vyfazeni z plisobeni prokazaného
profesiondlniho alergenu. V idedlnim ptipad¢ by se po zamezeni kontaktu s alergenni noxou,
vyvolavajici prokazatelné¢ astmatické obtize pacientli, mély obtiZze postupné zlepSovat ¢i
vymizet. Cilem dal$iho sledovani osob s profesiondlnim astmatem po vyfazeni z expozice
profesionalnimu alergenu je objektivni zjiStovani pfitomnosti a zdvaznosti astmatu. Kromé
ryze vyzkumnych otazek je totiz tfeba co nejptesnéji objektivizovat aktualni zdravotni stav
vzhledem k nutnosti adekvatniho zhodnoceni ztizeni spolecenského uplatnéni pacienta s timto
onemocnénim. VySetfeni indukovaného sputa je jednou zmetod, ktera by mohla
k objektivizaci pomoci.

V nasi skupiné bylo pouze pét osob z 37 vySetfenych osob (13,5 %) bez 1é€by a
nevnimalo subjektivné astmatické obtize po néckolika letech vyfazeni zexpozice
profesiondlnimu alergenu. Eozinofilni zadnét ve sputu byl zjiStén u 25 % ze zhodnocenych
vzorkll (u 5 osob s pfiznaky astmatu a pouze u jedné asymptomatické osoby). Také ve studii
Maghniho (2004) bylo u 84 osob vyiazenych z expozice profesiondlnimu alergenu prokazano
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u podskupiny bez zlepSeni zdravotniho stavu vyznamné vys$i zastoupeni eozinofilli a
neutrofilli nez ve skuping se zlepSenim. V nasi skupin€ osob byl eozinofilni zanét vyznamné
Castgji pritomny u osob, které byly v minulosti exponovany HMW alergenim nez LMW
alergenim. S timto nalezem korespondoval i statisticky vyznamné vyssi vyskyt pozitivnich
vysledki nespecifického bronchoprovokacniho testu u osob exponovanych také HMW
latkam. Diivodem muze byt vétsi moznost expozice HMW alergentim, které jsou pro nékteré
osoby profesiondlnim alergenem, ale nevyhnou se jim ani po opusténi svého pracovisté (tzv.
ubikvitérni alergeny - pSeni¢nd mouka, rtizné formy prachu) (Klusackova 2004a, Klusackova
2005b, Klusackova 2006). Tyto osoby jsou tedy alergenu trvale exponovany. Eozinofilni
zan&t ve sputu byl v nasi studii zjiStén 1 u jedné osoby bez subjektivnich ptiznakl astmatu. Je
otazkou, zda tato osoba potiZze nevnimala ¢i potlacovala ¢i zda byl alergicky zanét ve sputu
zatim bez klinické odezvy a projevi se subjektivnimi obtiZzemi az pozdéji.

Casto se diskutuje, zda by se mé&l laboratorné zjistény asymptomaticky zanét ve sputu
Jiz 1éc¢it. Giannini a kol. (2000) zjistili, Zze u asymptomatickych osob léenych nizkymi
davkami kortikosteroidi, kterym byly kortikosteroidy vysazeny, doslo nejprve k vyznamnému
zvyseni eozinofilil ve sputu a ndsledné zhorSeni astmatu.

Nalez eozinofilnitho zanétu ve sputu u osob s profesiondlnim astmatem po vyfazeni
z expozice je tedy dalSim vyznamnym objektivnim faktorem ptetrvavani onemocnéni. U osob
s bronchidlnim astmatem se nej€astéji prokazuje eozinofilni zanét ve sputu (Pin 1992, Fahy
1993). U osob s perzistentnim astmatem je popisovan také noneozinofilni zanét vyznacujici se
zvySenym zastoupenim neutrofilti (Gibson 2001). Eozinofilni zanét se zpravidla uvadi jako
prediktor dobré odpovédi na naslednou kortikosteroidni 1écbu (Pavord 1999, Little 2000,
Meijer 2002). Oproti tomu Godon (2002) tento ndzor zpochybnil, nebot nenalezl rozdil v
odpovédi na kortikosteroidni 1€cbu u astmatiki s eozinofilnim ¢i noneozinofilnim zénétem ve
sputu.

Green (2002) srovnaval vysledky 1€cby astmatikt bud’ podle doporuceni Britské plicni
spole¢nosti nebo na zdkladé analyzy bunécného zastoupeni ve sputu (cilem byla normalizace
eozinofilli ve sputu). Ve skupiné 1écené podle analyzy sputa nalezl vyrazné snizeny pocet

Jak vyplyva z uvedenych studii, na vyuziti analyzy sputa neni dosud jednotny néazor.
Sledovani eozinofilniho, pfipadné noneozinofilniho zdnétu ve sputu mize byt velmi cennou
pomickou v Iécbé a diagnostice, ale na zanét v dychacich cestach je nutno pohlizet
komplexné. Je tfeba si uvédomit, Ze astmaticky zanét je charakterizovan nejenom infiltraci
aktivovanych eozinofilli, lymfocyt a zirnych bun€k, sekreci prozanétlivych faktorti bunék a
cytokind, ale také zvySenou mikrovaskularni permebilitou s exsudaci plazmy, sekreci hlenu a
strukturdlnimi zménami, zahrnujicimi deskvamaci epitelu, ztlusténi bazalni membrany a
hypertrofii hladké svaloviny dychacich cest (Pizzichini 2002).

Pfi srovnani soucasnych vysledkii s odstupem primémé 6,5 roku po vyfazeni
z profesiondlni expozice byly mezi skupinou astmatikll a osobami kontrolni skupiny nalezeny
také statisticky vyznamné rozdily v dalSich sledovanych parametrech: prick testech, ECP a
nespecifickém bronchoprovoka¢nim testu.

Jak je tedy patrné, ani po vyfazeni u vétSiny pacientii nedoslo k normalizaci vysledkd,
ale spi§ k prechodu profesiondlniho astmatu k astmatu perzistujicimu. Divodem muze byt
pomérné dlouhd primérna doba, kdy tito lidé pracovali i pfes obtize v prostfedi alergenu
(primérné 2,6 let).

Je tedy nepochybné, ze pfi sledovani vyvoje onemocnéni profesiondlnim astmatem u
0sob po vyfazeni z expozice prislusnému alergenu by vysledky analyzy indukovaného sputa
mohly vyrazné ptispét k monitorovani stavu a ptipadné uprave 1écby.

Ukazuje se tedy, Ze profesiondlni astma v naprosté vétSiné piipadi prechazi do
chronicity. Pfi¢inou mtze byt skuteCnost, ze zanét v dychacich cestach iniciovany
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profesionalnim alergenem je dale udrzovan neprofesionalnim alergenem, v dalSich pfipadech
ubikvitérnim profesionalnim alergenem.

Zmény v indukovaném sputu béhem specifickych bronchoprovokacnich testd s alergeny -
metoda neselektovaného i selektovaného sputa

Zmény  vindukovaném  sputu  byly  sledovany = béhem  specifickych
bronchoprovokacnich test za pouziti dvou metod - neselektovaného i selektovaného sputa.
Ob¢ metody byly zavadény do praxe postupné s ohledem na naro¢nost. Metoda zpracovani
neselektovaného sputa nepotifebuje specidlnéjsi vybaveni laboratofe ani dlouhodobéjsi
zkuSenosti a je rychlejs$i. Naopak metoda selektovaného sputa jiz vyzaduje jistou zkusenost
v selekei sputa, aby vzorky byly co nejhodnotnéjsi. Také pozadavky na laboratorni vybaveni
jsou vyssi a doba zpracovani je vzhledem k vétSi narocnosti del§i. Proto byla do praxe
nejdiive zavedena metoda neselektovaného sputa, pozdé€ji metoda selektovaného sputa.
Postupné vyzkouseni obou metod ndm umoznilo objektivnéji zhodnotit vyhody a nevyhody.
Béhem postupného zavadéni obou metod byla pozménéna i metoda samotné indukce sputa.
V ptipad¢ zpracovani sputa neselektovaného predchdzela inhalace vzdy 5 ml NaCl roztoku
v postupné se zvySujicich koncentracich (3%, 4%, 5%). V pifipadé¢ zpracovani sputa
selektovaného jsme na zdklad¢ zkuSenosti tuto metodiku mirn€ modifikovali a pacienti
inhalovali roztok NaCl kazdé koncentrace (3%, 4%, 5%) vZdy jen po dobu 5 min. Modifikace
metodiky byla zvolena na zaklad€ zkuSenosti s velmi rozdilnou dobou inhalace u jednotlivych
osob a tim 1 délky cel¢ indukce sputa. Nové zavedend metodika byla i pfijemnéjsi z hlediska
komfortu pro pacienty.

Vzorky zpracované metodou neselektovaného sputa mély vysSS$i zastoupeni
skvaméznich bunck, coz u nékterych vzorkli vedlo ktomu, Ze vzorky nebylo mozno
spolehlivé hodnotit a vysledky znékterych odbérti chybély. Kontaminaci skvamoznimi
buiikami jsme se snazili zabranit dislednym vyplachovanim tst osobam pied odbérem vzorku
sputa, ale presto byla kontaminace nékterych vzorkli vysoka. Chybéni vysledkii nékterych
vzorkli bylo nevyhodné pfedev§sim u sledovani béhem bronchoprovokacnich testli, kdy se
sputum odebiralo v urc¢itych ¢asovych intervalech a nebylo mozné odbér opakovat. Metoda
zpracovani neselektovaného sputa je sice rychld, ale jeji nevyhodou je velké spotieba roztoku
k homogenizaci (DTT), protoze celkovy objem vzorku je vétsi. Tim je také tato metoda
nasledném mikroskopickém odectu je mnozstvi bun€k v zorném poli maly a odecet trva delsi
dobu.

Metoda zpracovani selektovaného sputa se ukazala i pres vEétsi ndrocnost vyhodné;si.
Bylo nutné ptesné selektovat ¢asti sputa z celého vzorku, coz vyzadovalo zkuSenost a jistou
zrucnost. Metoda také vyzadovala specidln€j$i laboratorni vybaveni. Vzhledem k tomu, zZe
vysledného materialu ke zpracovani (po selekci ¢astecek sputa) bylo méné nez pii zpracovani
sputa neselektovaného, byl 1 objem roztoku pouzity k homogenizaci nizsi a tim byla vysledné
tato metoda levngjsi. Uplné kontaminaci skvamoéznimi buitkami neslo zabranit, ale tato
kontaminace byla podstatné mensi nez ve vzorcich sputa neselektovaného. Hustota bun¢k
v zorném poli byla vétsi, a proto i mikroskopicky odecet vzork trval krat$i dobu. Vzhledem
k vyslednym naleziim bunécného zastoupeni béhem specifickych testl se tato metoda ukazala

v

jako vyhodnéjsi i ptes vys$si pocatecni naklady na laboratorni vybaveni.

Pfi analyze neselektované¢ho sputa se vyznamny nartist eozinofill po pozitivnim
bronchoprovokacnim testu nepotvrdil (za vyznamny se povazuje alespont nartst o 2 %
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(Girard 2004). V této vysi bylo zaznamenano zvyseni poc¢tu eozinofilli pouze u jedné osoby
s konecnou diagnozou profesiondlni rinitidy (narist o 2,1% po testu) (Klusackova 2004b,
Klusackova 2005a).

Pii analyze selektovaného sputa bylo zjiSténo statisticky vyznamné zvySeni poctu
eozinofill ve sputu po pozitivnim testu. U tii osob z péti testovanych bez kortikosteroidi byl
narlst eozinofilli primérné o 3,7 %, u jedné osoby z péti byl narist hrani¢ni jen (1,7 %). U
vsech téchto osob byla bronchospasticka reakce na alergen bezprostiedné po aplikaci alergenu
(u dvou osob dokonce opakovana reakce 1 po 5 hodinach - dudlni reakce). U dvou osob , které
uzivaly béhem testovani inhala¢ni kortikosteroidy a doslo u nich k bronchospastické reakci po
testovaném alergenu, nebyl narlist eozinofilli zaznamenan. U dvou osob exponovanych
polyuretantim (obsahujici izokyanaty) doslo po testu ke zvySeni poctu neutrofilti ve sputu (o
20,3 % a 33,2 %). V celé skupin€¢ vSak zvySeni neutrofilii nebylo statisticky vyznamné.
K podobnym zavérim dosla i Lemiere, kterd také zaznamenala u nékterych osob po expozici
izokyanatim zvySeni poctu neutrofili ve sputu (Lemiere 2002). U osob s projevy alergické
rinitidy po pozitivnim testu nebyl zaznamenan vyznamny narast eozinofilli po testu.

Ve skupin€ osob s negativnim vysledkem bronchoprovokaénich testl (z hlediska
ventilaénich parametrti) byl u dvou osob zaznamenan vys$i nartst eozinofili nez 2% po
ukoncenti testl (0 2,3 % a 4 %), 1 pfes nevyznamné zmény ve ventilanich parametrech.

Je mozné, Ze po delsi expozici by k vyznamnym poklesim ventilacnich parametrt
mohlo dojit. Podobné Lemiere (2000) zjistila pii sledovani bunéénych zmén ve sputu po
aplikaci postupné se zvySujicich koncentraci alergenu u osob s potvrzenym profesionalnim
astmatem narast eozinofilli, k némuz doSlo v den piedchézejici vyznamnému poklesu
ventilaénich parametri. U dvou osob z nasi skupiny, kde byl zjistén nartst eozinofili po
testovani, by mozna k podobné reakci mohlo také dojit pfi opakované expozici alergenu.
Problémem je, Ze u vétSiny pacientli se podeziiva vice alergent z pracoviste, takZe se nemusi
podafit urcit jediny alergen k testovani a testuje se vice alergenli. Neni proto schidné, aby
kazdy z potencidlnich alergenii byl testovan opakované. U osob se vzestupem eozinofilti
v indukovaném sputu by vSak bylo idealni provést bud’ delsi reexpozi¢ni test na pracovisti za
sledovani zmén ventilaénich parametri a zmén ve sputu nebo opakovanou expozici po
nekolik dni. Zmény eozinofilii v indukovaném sputu béhem testu v laboratofi by tak mohly
vyznamné piispét k rozhodnuti o dal$im postupu testovani profesionalnimi alergeny.

Zmény parametrii indukovaného sputa po specifickych bronchoprovokacnich testech
s profesionalnimi alergeny byly sledovany v nékolika studiich. Jako pfinosné se ukédzalo praveé
sledovéani poctu eozinofili ve sputu (Lemiere 2007). Lemiere (2001) popsala za 7 hodin po
expozici profesiondlnim alergenim (HMW i1 LMW) vyznamny nartst poctu eozinofild u 13
ze 17 osob s pozitivnim bronchoprovokac¢nim testem. Kromé toho doslo ke zvySeni u 2 ze 14
osob s negativnim bronchoprovokac¢nim testem, které vSak nebylo tak vyrazné jako u
pozitivni odpovédi. Obata (/999) zaznamenal zvySeni procentudlniho zastoupeni eozinofila
za 6 a 24 hodin po pozitivnim bronchoprovokacnim testu u vSech 9 osob exponovanych
cervenému cedru (alergenem je kyselina plikatovd — LMW alergen), naproti tomu u
negativniho bronchoprovokacniho testu byl za 6 hodin vyznamny nérlst procenta eozinofili u
3 osob z 8, tj. u37,5 %.

Krakowiak (2005) zjistila v indukovaném sputu u skupiny 43 osob vyznamny nartist
eozinofil, lymfocytl a bazofilti 22 hodin po pozitivnim provokacnim testu se smési alergenti
mouky a obilovin. Nariist neutrofilii nezaznamenala. Fernandez-Nieto (2006) naSel u osob
s profesionalnim astmatem po expozici styrenu maly nartist eozinofili a vyrazny narist
aktivovanych bazofili ve sputu 24 hodin po testu. Gauvreau (2000) zjistil zvySeni eozinofilti a
bazofilll ve sputu u osob po bronchoprovokacnim testu s alergeny plevel, domaciho prachu,
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travy a kocky. Anees a kol. (2002) popsala pfi sledovani 38 profesionalnich astmatikti
exponovanych LMW alergenlim, Ze eozinofilni zanét ve sputu mélo pouze u 36,8 % osob. U
ostatnich byl zanét non-eozinofilni. Ob¢ skupiny astmatikd mély zvysSené procento neutrofil
ve sputu (vice nez 55%). Nebyla zjiSténa zavislost eozinofilie ve sputu na alergenu, délce
expozice, atopii ¢i 1écbé. Moscato (2005) zjistil eozinofilni zanét u 7 z 10 astmatikil
(kadetnikil) s profesiondlnim astmatem s precitlivélosti na amonium persulfat, potvrzenou
specifickym bronchoprovokacnim testem.

Lemiere (/999) také hodnotila zmény ve sputu u 16 osob sledovanych po
dobu profesionalni expozice a béhem obdobi vytazeni z prace. Zjistila, Ze ve skupin¢ osob
s profesiondlnim astmatem dochazi pii vyfazeni zpracovniho prosttedi s plisobicim
alergenem k poklesu poctu eozinofili (u 8 osob z 10). Tento pokles nebyl pozorovan u
skupiny neprofesionalnich astmatiki jako celku (u tfi osob byl sice pozorovan pokles v poctu
eozinofilll v obdobi mimo praci, tyto zmény vsak byly velmi malg).

Ani v na$i skupin€ pacientl s pozitivnim provokacnim testem se neobjevilo zvyseni
procentudlniho zastoupeni eozinofilli ve sputu u vSech sedmi osob. Vyjimkou byly dvé osoby,
které byly testovany za 1é¢by inhala¢nimi kortikosteroidy, u nichZ mohl byt eozinofilni zanét
kortikoidni 1é¢bou potladen. Dale u osoby s astmatickou reakci pozdniho typu po expozici
polyuretanu za 5 hodin po expozici. Hledani podobnosti mezi osobami s nartistem eozinofila
po testu malé skupiny je obtizné. Spole¢nym faktorem by mohla byt pfitomnost asné reakce
na alergen bez 1écby kortikosteroidy béhem testovani.

4.2.5. ZAVER

Vysetfeni indukovaného sputa umoziuje témeét neinvazivné ziskat informaci o stavu
zanétu pfimo v dychacich cestich po vyfazeni z plsobeni profesiondlnimu alergenu a
dopliiuje tak informace ziskané funkénim vySetfenim plic - spirometrii a nespecifickym
bronchoprovokacnim testem. Vysledky potvrdily klinickou zkuSenost, Ze progndza
alergického zanétu u astmatu s primarni precitlivélosti na alergeny omezené na pracoviste -
zejména nizkomolekularni latky, je piiznivéj$i, nez u alergenli ubikvitérnich, zejména
vysokomolekuldrnich. Nalez eozinofilniho zdnétu ve sputu pacientt tedy podporuje diagnoézu
bronchialniho astmatu a kromé toho ukazuje na perzistenci ¢i horsi kontrolu onemocnéni
(Klusackova 2003a, Klusackova 2003b). Vysetieni indukovaného sputa potvrdilo jeho pfinos
pro diagnostiku alergického zanétu v dychacich cestach.

Metoda neselektovaného sputa, kdy jsou jeho soucasti i sliny, se nejevi jako pfinosna
metoda - v nasi studii nedoslo k nartstu eozinofilli u osob s pozitivnim provokacnim testem.
Naproti tomu pii pouziti metody selektovaného sputa byly zmény procentualnim zastoupeni
eozinofill po testu statisticky vyznamné. ZvySeni poctu eozinofili bylo zjiSténo u osob, u
nichZ byl pozitivni specificky bronchoprovokacni test s ¢asnou reakci. Nartst eozinofilti byl
zaznamenan i u nékterych osob s negativnim bronchoprovokacnim testem. Je pravdépodobné,
ze jde o predstupen k bronchospastické reakci, jak nasvédcuji literarni udaje. VySetteni sputa
by tedy mohlo pomoci vymezit okruh osob, které by mohly zareagovat pozitivni
bronchospastickou reakci na testovany alergen po delsi ¢i opakované expozici.

4.2.6. VYUZITi POZNATKU PRO PRAXI
Pouziti indukovaného sputa je cennym markerem, ktery verifikuje pretrvavani
onemocnéni bronchidlnim astmatem a soucasné¢ stupenn zavaznosti alergického zanctu

v dychacich cestach. Ma proto velky pfinos v pracovnim lékatstvi a v dispenzarizaci osob
s profesiondlnim bronchidlnim astmatem, které jiz nejsou v kontaktu s profesiondlnim

66



alergenem. U osob sjiz potvrzenym profesionalnim astmatem po vyfazeni z expozice
profesionalniho alergenu, které jsou jiz bez subjektivnich obtiZi, nilez v indukovaném sputu
umozni sledovat, zda alergicky zanét skute¢né po eliminaci alergenu ustoupil, popfipad¢, zda
je lécba postizené osoby dostate¢nd a onemocnéni je dobte kontrolovano (Klusdckova 2003a,
Klusackova 20006). Tato objektivni laboratorni metoda ptispéje ke zhodnoceni miry zavaznosti
tohoto profesionalnitho onemocnéni, coz je vyznamné pro zhodnoceni stupné ztizeni
spolecenského uplatnéni.

Pii diagnostice suspektniho profesionalniho astmatu u osob s negativnim vysledkem
provadénych provokacnich test, ale s nartistem eozinofili po negativnim testu, by mohl tento
nalez rozhodnout o pifinosu dalSiho provokac¢niho testu bud’ na pracovisti ¢i opakovanou
expozici alergenu po vice dni, nebot po dlouhodobé eliminaci z prostfedi profesinalniho
alergenu nemusi pacient zareagovat vyraznou bronchospastickou reakci po jedné expozici
alegenu.

Klinikdm a oddé€lenim pracovniho 1€kafstvi se tak rozsifuje moznost hodnoceni stupné
zavaznosti bronchidlniho astmatu u hlaSenych onemocnéni i ztizeni spolecenského uplatnéni a
socialn€ ekonomickych dopadii onemocnéni pro jednotlivé pacienty.
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5 SOUHRN

Profesiondlni astma je jednim z nejCastéjSich profesionalnich onemocnéni dychaciho
systému. Jeho ¢asna diagnostika je dilezitd pro dalsi rozvoj onemocnéni. V soucasné dobé se
v diagnostice pouzivaji specifické bronchoprovokacni testy, reexpozice na pracovisti,
monitorovani PEF nebo bronchidlni hyperreaktivity na pracovisti a mimo né&j. Nékdy je vsak
stanoveni diagnézy obtizné, protoze ncktera vySetfeni nelze provést nebo jejich vysledky
nejsou jednoznacné. Proto se hledaji dalSi parametry, které by pomohly pii zadvérecném
rozhodovani o diagndze profesiondlniho astmatu. K takovym patii vySetfeni kondenzatu
vydechovaného vzduchu a analyza indukovaného sputa.

Kondenzat vydechovaného vzduchu (KVV)

1. Kondenzat vydechovaného vzduchu a sledované markery

KVYV je bohatym zdrojem substanci, které odrazeji prostfedi dychacich cest a nabizi
tak moZnosti diagnostiky a monitorovani riznych onemocnéni. Odbér kondenzéatu
vydechovaného vzduchu je jednoducha zcela neinvazivni metoda, kterda mize byt provadéna i
u déti a vazné nemocnych pacientil a opakovana nékolikrat za sebou.

Leukotrieny (cys-LT a LTBj) patii mezi metabolity kyseliny arachidonové. Vzhledem
k funkci lze cys-LT povazovat na markery obstrukce (ptisobi bronchokonstrikéné, zvysuji
hyperreaktivitu dychacich cest). LTB4 se podili na chemotaxi neutrofili, podporuje syntézu
IgE protilatek a nuklearni transkripci. Produkce cys-LT byla v minulosti sledovana v moci
(koncentrace LTE,4 jako hlavniho metabolitu) a opakované byl popsan nartist koncentrace
LTE4 v moc¢i po pozitivnim bronchoprovokacnim testu s alergenem.

8-izoprostan je povazovan za marker oxidativniho stresu a jeho koncentraci lze
stanovit 1 v KVV. ZvySena koncentrace 8-izoprostanu byla popsana u astmatika v¢etné osob
lécenych kortikosteroidy.

2. Odber KVV a analyticka metoda
KVV byl odebiran pomoci pfistroje Eco-Screen Jaeger. Leukotrieny a 8-izoprostan v
KVV byly stanoveny pomoci imunoafinitni separace v kombinaci s LC/MS.

3. Sledovani leukotrienti a 8-izoprostanu v KVV u osob s profesionalnim astmatem a zdravych
osob a korelace s dalsimi parametry

Bylo vySetfeno 39 zdravych dobrovolnikii a 32 osob s bronchialnim astmatem, u
kterych byl spolu s vySetfenim ventilaCnich parametri odebran jeden vzorek kondenzatu
vydechovaného vzduchu.

U zdravych osob bylo rozmezi hodnot LTB4 15-95 pg/ml vs. 0-57 pg/ml u astmatik,
LTC4 22-167 pg/ml vs. 29-115 pg/ml, LTD4 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.

Primérnd koncentrace LTC4 v KVV byla vyznamné vyssi ve skupiné astmatikl
(p=0,0010), ostatni markery se vyznamné¢ neliSily, kromé koncentrace LTBy, kterd byla vyssi
ve skupiné zdravych osob (p=0,0002) nez ve skupiné osob s bronchidlnim astmatem. VSechny
sledované ventilatni parametry byly vyznamné niz$i ve skupiné osob s profesionalnim
astmatem.

Nebyla nalezena vyznamnd korelace mezi sledovanymi ventilanimi parametry a
koncentracemi jednotlivych leukotrienti ¢i 8-izoprostanu a to jak ve skupin¢ zdravych osob,
tak ani ve skupin€ osob s profesionalnim astmatem.
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4. Sledovani 24-hodinové variability leukotrienit a 8-izoprostanu v KVV u osob vysetrovanych
pro podezreni na alergické onemocnéni dychacich cest

Bylo vySetfeno 57 osob pfijatych k vySetfeni pro podezieni na profesionalni
bronchialni astma nebo rinitidu. VySetfena byla 24-hodinova variabilita markerd v KVV
s vySetfenim ventila¢nich parametri.

Provedeno bylo celkem 58 méfeni 24-hodinové variability KVV parametri bez
provokace alergenem - vzdy 4x béhem 24 hodin v klidu (1. mezi 7:00 a 10:15 h, 2. mezi
10:30 a 14 h, 3. mezi 13:30 a 17:30 h, 4. mezi 7:00 a 10:15 h nasledujici den). Osoby byly
rozdéleny do 2 skupin podle nalezu nespecifické bronchidlni hyperrektivity.

Hodnoty sledovanych markerd v KVV se vyznamné neliSily ani v parametru LTC,, i
kdyZ u bronchiélnich hyperreaktor (BHR) se primérné hodnoty pohybovaly v rozmezi 60,8
az 70,0 pg/ml a u bronchialni non-hyperreaktori (n-BHR) v rozmezi 48,4-57,5 pg/ml.
Rozmezi primérnych hodnot pro ostatni parametry bylo pro 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), LTE4
42,1-51,1 pg/ml (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). Variacni koeficient jednotlivych markerti se mezi skupinami
bronchidlnich hyperreaktor a non-hyperreaktori vyznamné nelisil.

5. Sledovani leukotrienii a 8-izoprostanu v KVV béhem testui s profesiondlnimi alergeny

Bylo vySetfeno 47 osob piijatych pro podezieni na profesionalni bronchidlni astma
nebo rinitidu. Vysetfena byla 24-hodinové variabilita ventilacnich parametrti s odbérem KVV
a byly provedeny specifické bronchoprovokacni testy s profesionalnimi alergeny s odbérem
KVV. Tti pacienti byli testovani za 1é¢by inhalacnimi kortikosteroidy.

Ctyficet jeden test s alergenem byl uzavien dle vysledki ventiladnich parametrii jako
negativni, 6 testll bylo uzavieno jako pozitivni bronchoprovokaé¢ni odpovéd’ na alergen.

Pti sledovani denni wvariability (4 meéfeni) u osob snasledné negativnimi
bronchoprovokacnimi testy byla nalezena statisticky vyznamna zména jen pro 8-izoprostan
(p=0,0138). Pro ostatni parametry byly zmény nevyznamné: FEV, p=0,6340, LTB, p=0,1185,
LTC,4 p=0,0889, LTD4 p=0,4027 a LTE,4 p=0,0504. Béhem specifickych brochoprovokacnich
testll (vySetfeni pied testem, ihned po testu, za 2 h, za 5 h a za 24 h po testu) nebyla nalezena
statisticky vyznamna zména: FEV; p=0,7610, LTB4 p=0,4716, LTCs p=0,0556, LTD4
p=0,9030, LTE, p=0,5365 a 8-izoprostan p=0,3110.

Sest bronchoprovokaénich testii s alergeny bylo vyhodnoceno jako pozitivni z hlediska
bronchomotorické odezvy. U 3 osob se objevila bronchokonstrikce ihned po testu, u 3 osob se
za 5 h po expozici alergenu. PoCet osob s pozitivitou testu byl maly (6), proto nebylo
provedeno statistické zpracovani a data byla zhodnocena pouze vizualné s piihlédnutim
k prtibéhu reakce.

Pacient 1: V klidu byla pozorovana tendence k naristu koncentrace markert v KVV v dobé
poledne a pozdniho odpoledne. Béhem pozitivniho testu (¢asnd reakce) se objevil nartist
koncentrace LTC4, Da, E4 a 8-izoprostanu za 2 h a 5 h po testu, u LTB4 jen 2 h po testu.

Pacient 2: V klidu byla pozorovana tendence k naristu koncentrace markert v KVV v dobé
poledne (LTBy, E4, C4, 8-izoprostan) a pozdniho odpoledne (LTC,4). Béhem pozitivniho testu
(Casna reakce) byl patrny nértst koncentrace 8-izoprostanu ihned a za 2 h po testu.

Pacient 3: V klidu byla tendence k nartistu koncentraci LTC4 a LTE4 pti polednim méfeni.
Béhem pozitivniho testu (Casna reakce), byl vzestup koncentrace LTC,4 za 2 h po testu.
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Osoba 4: V klidu nebyla evidentni fluktuace v hladindch markertt v KVV. Béhem pozitivniho
testu (pozdni reakce) byl narist koncentrace LTC, ihned po testu, koncentrace 8- izoprostanu
byla vysokd (oproti hodnotdm naméfenym v klidu) po celou dobu testu.

Osoba 5: V klidu nebyla evidentni fluktuace v hladindch markertt v KVV. Béhem pozitivniho
testu (pozdni reakce) byl narlst koncentrace LTC4 ithned po testu a za 5 hodin po testu,
hodnota LTB4 byla vysoka (oproti hodnotdm namétenym v klidu) po celou dobu testu.

Osoba 6: V klidu byla zaznamenana fluktuace v hladinach vSech markert v KVV. Béhem
pozitivniho testu byl nartist LTC4 a LTB4 v dobé maximalni zaznamenané bronchokonstrikce
(5h po testu), 8-izoprostan byl zvySeny 2h po testu.

6.Diskuze a zaver

Pii srovnani koncentraci LT a 8-izoprostanu v KVV mezi zdravymi osobami a
pacienty s astmatem byly i pfes 1éCbu nalezeny vyznamné vyss$i hodnoty LTC,4 ve skupiné
astmatik. Parametr LTC4 by mohl byt po validaci na vétsi skupiné osob pouzivan ke
sledovani vyvoje a pfetrvavani astmatu. Jeho detekci nam umoznila noveé vyvinuta analyticka
metoda vyuzivajici LC/MS.

Pii sledovani 24-hodinové variability LT a 8-izoprostanu u osob vysetfovanych pro
podzieni na profesiondlni alergické onemocnéni dychacich cest nebyl nalezen statisticky
vyznamny rozdil mezi podskupinami bronchidlnich hyperreaktorti a non-hyperreaktorti. Pro
vSechny parametry byly zjistény pomérné vysoké variacni koeficienty. V naSich skupinach
byly u bronchialnich non-hyperreaktorii nejvyssi hodnoty leukotrienii zaznamendny mezi
skupiné bronchidlnich hyperreaktorti byl vyraznéj$i narGst zaznamendn pouze pro LTCy
v dobé mezi 10.30 a 17.30 hodin. U skupiny bronchialnich hyperreaktorti byla variabilita
ovlivnéna riiznou mirou stability astmatu a ventilatnich parametri. Vzhledem k velké
variabilit¢ sledovanych KVV parametri je nutné v kazdé studii tykajici KVV dodrzovat
identické Casy odbéru vzorkd u vSech pacientli, pokud bude provadén pouze jeden odbér
KVV.

Béhem negativnich provokacnich testi nebyly nalezeny signifikantni zmény ve
sledovanych markerech v KVV. Provokacni testy s alergeny prokézaly profesionalitu pouze u
Sesti pacientd, nebylo tedy mozné tyto zmény statisticky hodnotit. Byla vSak zaznamenédna
tendence ke zvyseni LTC4 v KVV po testu u 5 pacientl. Nariist koncentrace ostatnich KVV
markera byl individudlni u kazdého pacienta.

Pro dal$i vyvoj poznatkii o KVV markerech béhem testl s profesiondlnimi alergeny
bude nutné se zaméfit na jeden alergen z diivodu jiz tak vysoké intraindividualni variability
KVV parametrd.

Indukované sputum

1. Indukované sputum- moznosti analyzy

Indukované sputum je sputum, jehoz tvorba je indukovana pomoci inhalace roztoku
NaCl. Rozborem indukovaného sputa lze ziskat udaje o bunééném zastoupeni a analyzou
supernatantu i o markerech zdnétu nebo oxidativniho stresu. Koncentrace roztok NaCl, které¢
se kindukci sputa pouZivaji, se pohybuji nejcastéji v rozmezi 0,9-7 %. U bronchidlnich
hyperreaktori by mohla inhalace hypertonického roztoku soli zplsobit pokles ventilacnich
parametrl, proto se doporucuje aplikace salbutamolu (200-400 pg) nebo jiného P,-agonisty
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pted inhalaci NaCl, coz u vétSiny osob moznému poklesu ventilacnich parametri zabrani.
Sputum je mozné zpracovat jako neselektované (vcetné slin) nebo selektované (bez slin).
Bunéény rozbor indukovaného sputa prispivd k diagnostice a sledovani onemocnéni
dychacich cest - pfedevs§im bronchialniho astmatu. U bronchidlniho astmatu jsou sledovanymi
buiikami pfedevsim eozinofily (normalni nalez do 2 %).

2. Metoda neselektovaného sputa - sledovani bunécnych parametrii behem testi
s profesionalnimi alergeny a korelace s ostatnimi parametry

Pro podezieni na profesiondlni astma bylo vySetfeno 22 pacientl, u kterych byly
provedeny specifické bronchoprovokaéni testy. Kromé specifickych bronchoprovokacnich
testll byly sledovany tyto parametry: eozinofily v krvi, celkové IgE, ECP, koZzni prick testy,
vySetfeni ventilaénich parametri a nespecificky bronchoprovokaéni test s histaminem.
Specifické bronchoprovokaéni testy byly provedeny s alergeny v expozi¢ni kabiné nebo
reexpozici na pracovisti. Indukované sputum bylo odebrano pted a 24 hodin po specifickém
bronchoprovokacnim testu.

Indukované sputum bylo analyzovano také u 19 osob kontrolni skupiny v ramci
jednoho odbéru, ostatni vySetfeni byla stejna s vyjimkou bronchoprovokac¢niho testu s
alergenem.

Uspésnost indukce sputa byla pro odbér pied testem 60 % (13 z 22 osob), pro odbér po
testu byla 82 % (18 z 22). Zhodnoceni zmén v indukovaném sputu bylo tedy mozné u 3 osob s
potvrzenou diagndzou profesiondlniho astmatu, u 3 osob s profesionalni rinitidou a u 7 osob,
které na testovanou latku nezareagovaly.

Pfi srovnani primérnych hodnot parametri indukovaného sputa pted specifickym
bronchoprovokac¢nim testem a po ném (hodnoceny byly eozinofily, neutrofily, makrofagy,
lymfocyty) nebyly zjistény statisticky vyznamné rozdily na hladiné p<0,05. U osob
s pozitivnim vysledkem bronchoprovoka¢niho testu salergenem (dg. profesiondlniho
astmatu) nebyl po testu pozorovan vyrazny nartst eozinofili. U jedné z osob
s diagnostikovanou profesiondlni rinitidou byl zaznamenan vzestup eozinofilt z 0,7 na 2,8 %.

Pti hodnoceni vysledka nebyla nalezena korelace mezi eozinofily ve sputu pred testem
a parametry FEV|, IgE a eozinofily v krvi. Pfi srovnani primérnych hodnot eozinofili ve
sputu pted testem u podskupin pacienti délenych na neatopiky a atopiky podle prick testi
(negativni vs. pozitivni) statisticky vyznamny rozdil (p<0,05).

Statisticky vyznamné rozdily (p<0,05) byly zjistény pro parametry IgE, ECP a
nespecificky bronchoprovokacni test mezi skupinou vSech pacienti se suspektnim
profesiondlnim astmatem bez ohledu na konecny vysledek specifickych bronchoprovokacnich
testll a mezi skupinou kontrolnich osob. Tento vysledek odpovida skutecnosti, Ze slo o osoby
s alergickym onemocnénim dychacich cest. Podskupina pacientl s pozitivnim provokacnim
testem a konecnou diagnézou profesiondlniho astmatu se také signifikantné liSila v
parametrech IgE protilatky a FEV, (p<0,05) od kontrolni skupiny.

3. Metoda neselektovaného sputa - sledovani bunécnych parametrii u pacientii
s profesionalnim astmatem a korelace s ostatnimi parametry

Byla vySetfena skupina 37 osob s diagnostikovanym profesiondlnim astmatem
prumérné 6,5 roku po vyfazeni z expozice alergenu a 19 osob kontrolni skupiny. VySetieni
astmatiki bylo provedeno v ¢asovém odstupu po vyfazeni z expozice profesiondlnimu
alergenu a zahrnovalo: eozinofily v krvi, celkové IgE, ECP, kozni prick testy, vySetieni
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ventilaénich parametrti a nespecificky bronchoprovokacéni test s histaminem. Byl odebran
jeden vzorek indukovaného sputa.

U astmatikti byly srovnany vysledky ziskané pfi prvnim vysetieni na klinice v dob¢
hlaSeni nemoci z povolani a vysledky ziskané pti poslednim vySetfeni. Pro zadné sledované
parametry nebyly shledany statisticky vyznamné rozdily mezi prvnim a poslednim vySetfenim
(pro prick testy byl parametr p= 0,0523, tedy hranic¢ni).

Vysledky vySetieni ziskané pfi poslednim vySetieni byly také porovnany s vysledky
kontrolni skupiny. Statisticky vyznamné (p<0,05) byly u skupiny astmatiki ¢ast&j$i pozitivni
vysledky pro parametry: prick testy, ECP a nespecificky bronchoprovokacni test.

Byly srovnany i1 vysledky podskupin osob exponovanych vysokomolekuldrnim a
nizkomolekuldrnim alergenim. U podskupiny osob exponované vysokomolekuldrnim
alergeniim byla statisticky vyznamné (p<0,05) Cast¢jsi zvySend bronchidlni hyperreaktivita pii
bronchoprovokacnim testu s histaminem, ostatni parametry se vyznamné nelisily.

Uspésnost indukce sputa byla u astmatikii 65%, u osob kontrolni skupiny 87,9%. U
vSech kontrolnich osob bylo normalni procentudlni zastoupeni eozinofili ve sputu tj. <2 %.
Pii bunécném zhodnoceni indukovaného sputa astmatiki bylo u 6 osob (t. 25 %
z hodnocenych vzorki) nalezeno zvysené procentudlni zastoupeni eozinofilli (normalni nalez
<2 %). Jedna osoba ze skupiny se zvySenymi eozinofily neudadvala subjektivni astmatické
obtize, ale ostatni sledované objektivni parametry byly u této osoby také patologické
(nespecificka bronchialni hyperreaktivita, prick testy, ECP, eozinofily v krvi procentudlng).

Zvysené procentudlni zastoupeni eozinofilil ve sputu bylo vyznamné ¢astéjsi (p<0,05)
u skupiny osob exponovanych HMW alergenim nez LMW alergeniim. Korelace mezi
eozinofily ve sputu a soucasnymi parametry FEV, IgE nebo eozinofily v periferni krvi nebyla
nalezena. Ani korelace mezi neutrofily ve sputu a FEV| nebo FVC nebyla nalezena.

4. Metoda selektovaného sputa- sledovani bunécnych parametrii behem provokacnich testii
s profesionalnimi alergeny a korelace s dalsimi faktory

Pro podezieni na profesiondlni astma nebo rinitidu bylo vySetieno 23 pacientli, u
kterych byly provedeny specifické bronchoprovokacni testy. Dale byly vySetfeny tyto
parametry z krve: eozinofily, celkové IgE a ECP. Byly provedeny kozni prick testy, vySetieni
ventilacnich parametri a proveden nespecificky bronchoprovokacni test s histaminem.
Specifické bronchoprovokacni testy byly provedeny s alergeny v expozi¢ni kabiné nebo
reexpozici na pracovisti. Indukované sputum bylo odebrano ptfed specifickym
bronchoprovokac¢nim testem a 24 hodin po ném.

U sedmi osob byly vysledky bronchoprovokacnich testli pozitivni - bylo potvrzeno
profesionalni bronchidlni astma, u ¢tyt osob byla potvrzena profesionalni rinitida ¢i ohrozeni
profesionalni rinitidou a u dvanacti osob byl test s alergenem negativni.

Ve skupin€ osob s pozitivnim bronchoprovokacnim testem byla zjiSténa statisticky
vyznamna (p=0,03) zména procentudlniho zastoupeni eozinofili pfed testem a po testu. Pfi
analyze selektovaného sputa doslo k vyznamnému vzestupu eozinofili ve sputu u tfi ze sedmi
osob - o vice nez 2% (prumérné o 3,7 %) po pozitivnim bronchoprovokacnim testu, u ¢tvrté
osoby byl narhst hrani¢ni (1,7 %). U dalSich dvou osob s bronchospastickou reakci po
testovaném alergenu, které uzivaly béhem testovani inhala¢ni kortikosteroidy a u jedné osoby
s pozdni astmatickou reakci, nebyl zaznamenan vyznamny narast eozinofili. U zadné osoby
nebyl zaznamenan pokles v zastoupeni eozinofilt.

U vSech osob s vyznamnym ¢i hrani¢nim narastem poctu eozinofili po testu byla
pozorovana bronchospastickd reakce na alergen bezprostfedné po aplikaci alergenu (u dvou
osob dokonce opakovana reakce 1 po 5 hodinach, tedy dudlni reakce).
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U osob s diagnostikovanou rinitidou po provokacnim testu nebyl zaznamenam
vyznamny nariist eozinofild.

Naproti tomu ve skupiné snegativnim provokacnim testem k vyznamné zmeéné
bunécného zastoupeni ve sputu pied testem a po testu nedoslo. U dvou osob byl vSak
zaznamenan narust procentualniho zastoupeni eozinofili ve sputu (o 2,3% a 4%), u dalSich 10
osob k vyznamnému vzestupu podilu eozinofili nedoslo.

5. Diskuze a zaver

Pii analyze neselektovaného sputa vyznamny nartist eozinofild v pfipadé pozitivniho
bronchoprovokac¢niho testu nebyl nalezen. Vzestup eozinofili byl zaznamendn pouze u jedné
osoby s konecnou diagnézou profesiondlni rinitidy (nardst o 2,1 % po testu). Metoda
neselektovaného sputa se v nasich podminkach neukézala jako ptinosna pro sledovani zmén
v dychacich cestach béhem testovani s alergeny.

Velmi vhodnou se vsak jevi analyza selektovaného sputa. Pti ni byl narlist eozinofili
nalezen u osob s pozitivni reakci na alergen, které nebyly 1é¢eny kortikosteroidy, u tfi osob
byl vzestup nejméné 2%, u jedné osoby byl vzestup nizsi - 1,7 %. U Zadného pacienta
s pozitivnim  vysledkem  bronchoprovokacniho testu nebyl zaznamenadn pokles
v procentudlnim zastoupeni eozinofili. Ke vzestupu nedosSlo u osob lécenych kortikosteroidy
b&hem testovani, z toho divodu analyza indukovaného sputa za 1écby kortikosteroidy nebude
patrn¢ vhodna.

Narust alesponn o 2 % eozinofili ve sputu byl zaznamenan také u dvou osob
s negativnim vysledkem bronchoprovokacnich testll. U téchto osob by pokracovani v expozici
alergenu bud’ formou reexpozice na pracovisti ¢i opakované expozice alergenu po vice dni
umoznilo zjistit, zda byl nartst ndhodny, ¢i osoba opravdu na alergen zareaguje.

Profesionalni bronchidlni astma poskytuje jedine¢nou prilezitost studia vyvoje astmatu
po eliminaci kontaktu s alergenem. Velmi vyznamné bylo proto sledovéni, zda u osob s jiz
pfiznanym profesiondlnim astmatem doSlo k vymizeni pfiznaki astmatu pii vyrazeni
z ptivodniho pracovisté. Eozinofilni zanét ve sputu byl zjistén v 25 % hodnocenych vzorki.
Byl statisticky vyznamné castéj$i u osob exponovanych v minulosti vysokomolekuldrnim
alergenim neZ alergenlim nizkomolekuldrnim. S timto nalezem korespondoval 1 statisticky
vyznamné vy$$i vyskyt zvySené bronchidlni reaktivity u osob exponovanych také
vysokomolekularnich alergenti v bézném zivoté, které jsou pro nékteré osoby profesionalnim
alergenem, ale nevyhnou se jim ani po opusténi svého pracovisté (pSenicnd mouka, rostlinné
alergeny, rizné formy prachu).

Srovnani vysledkl vySetieni u astmatiki pti prvni a posledni hospitalizaci - eozinofily
v krvi, celkové IgE, ECP, vySetfeni ventila¢nich parametrii a nespecificky bronchoprovokaéni
test - pfinesly na prvni pohled piekvapivy zavér, nebot’ vysledky se vyznamné nelisily piesto,
ze vySetfované osoby byly jiz primérné 6,5 roku mimo kontakt s profesinalnim alergenem.

Analyza selektivniho indukovaného sputa ani markerd v KVV jako specialni
izolované metody nepfinaseji zatim dostatecnou informaci o stavu zanétu v dychacich cestach
pii profesionalnim bronchidlnim astmatu. Jsou vSak uzitecnym kaminkem do mozaiky pfi
posuzovani tohoto onemocnéni. Dalsi perspektivu naznacuje moznost kombinace obou metod
a provedeni analyzy leukotrient a dalSich markerti zanétu pifimo v indukovaném sputu.

Cely komplex vysetteni provedenych v této studii svéd¢i o tom, ze bronchialni astma
je chronické onemocnéni, které zatim nelze zcela vylécit. Pokud jde o profesiondlni
bronchialni astma, je odivodnéné trvalé vyfazeni z kontaktu s alergenem, dispenzarizace a
daslednéd lé¢ebna kontrola astmatu, stejné jako zvySeni bodového hodnoceni pro ztizeni
spolecenského uplatnéni pfi zhorsSeni stavu.
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6 SUMMARY

Occupational asthma is one of the most frequent occupational diseases of the
respiratory tract. Early diagnosis is important for the next development of the disease.
Nowadays, the specific challenge tests, workplace exposure, PEF or bronchial hyperreactivity
monitoring at the workplace and out the workplace are used in occupational asthma
diagnostics. Sometimes the assessment of the final diagnosis is difficult because some
examination cannot be performed or the results are ambiguous. Therefore the new
parameters, which could help in final diagnostic resolution, are needed. Exhaled breath
condensate analysis and analysis of induced sputum belong to them.

Exhaled breath condensate (EBC)

1. Exhaled breath condensate and EBC markers

EBC is a rich source of substances reflecting respiratory tract and offers many
possibilities of diagnostics and monitoring of various diseases. Collection of EBC is a simple,
non-invasive method which can be used in children or seriously ill patiens and can be
repeated frequently.

Leukotrienes (cys-LT and LTB4) are metabolites of arachidonic acid. With regard to
their function, cys-LT can be thought as markers of obstruction (they cause the
bronchoconstriction, and increase the airways hyperreactivity). LTB4 acts as a chemoattractant
of the neutrophils, supports the synthesis of IgE and the nuclear transcription. Production of
cys-LT was monitored in the urine in the past (concentration of LTE4 as a main metabolite of
cys-LT). The elevation of LTE,4 in urine was repeatedly reported in the literature after positive
challenge tests with allergens.

8-isoprostane is considered to be a marker of oxidative stress and it can be detected in
the EBC. Increased concentration of 8-isoprostane has been described in asthmatics including
those treated by corticosteroids.

2. Collection and analysis of the EBC
EBC was collected using Eco-Screen Jaeger. Leukotrienes and 8-isoprostane in the
EBC were analysed by the immunoafinite separation in combination with LC/MS.

3. Monitoring of leukotrienes and S-isoprostane in EBC in patients with occupational asthma
and in healthy subjects

Thirty-nine healthy subjects and 32 patients with occupational asthma were examined.
Ventilatory parameters in parallel with the EBC collection were analysed.

In healthy subjects the concentration of leukotrienes were following: LTB, 15-95
pg/ml vs. 0-57 pg/ml in asthmatics, LTC4 22-167 pg/ml vs. 29-115 pg/ml, LTD4 7-68 pg/ml
vs. 9-69 pg/ml, LTE4 7-99 pg/ml vs. 5-112 pg/ml, 8-isoprostane 16-222 pg/ml vs. 28-116
pg/ml.

Mean concentration of LTC4 was significantly higher in the group of asthmatics
(p=0.0010); LTB4, on the other hand, was higher in the group of controls (p=0.0002). All
monitored ventilatory parameters were significantly lower in the group of occupational
asthmatics.

No correlation was found in the group of either healthy subjects or occupational
asthmatics between ventilatory parameters and EBC markers (leukotrienes or 8-isoprostane)
concentrations.
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4. Monitoring of diurnal variation of leukotrienes and S8-isoprostane in EBC in persons
examined for suspected allergic respiratory disease

Fifty-seven people were examined with suspicion on occupational asthma or rhinitis.
24-hours variation of EBC markers in parallel with ventilatory parameters was examined.

Totally 58 measurements of 24-hours variation of EBC parameters without allergen
provocation were performed - four times during 24 hours in rest (1. between 7:00 and 10:15
hours, 2. between 10:30 and 14:00 hours, 3. between 13:30 and 17:30 hours, 4. between 7:00
and 10:15 on the second day). Patients were divided into two groups according to the
presence of non-specific bronchial hyperresponsiveness.

Values of analysed EBC parameters slightly differed (but not significantly) in
parameter LTC,4, the mean values in bronchial hyperreactors (BHR) were in the range of 60.8-
70.0 pg/ml and in bronchial non-hyperreactors (n-BHR) in the range of 48.4-57.5 pg/ml. The
range of mean values for other parameters were: 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), LTE4 42.1-51.1
pg/ml (BHR) vs. 43.2-58.0 pg/ml (n-BHR), 8-isoprostane 61.2-68.8 pg/ml (BHR) vs. 56.6 vs.
67.5 pg/ml (n-BHR). There were no differences between the coefficients of variation between
the groups of BHR and n-BHR.

5. Monitoring of leukotrienes and 8-isoprostane in EBC during tests with occupational
allergens

Forty-seven people with suspicion on occupational asthma or rhinitis were examined.
Diurnal variation of ventilatory parameters in combination with EBC collection and specific
challenge tests with occupational allergens with EBC collection were performed. Three
patients were tested while on therapy with inhaled corticosteroids.

Forty-one tests with allergens were concluded according to the results of ventilatory
parameters of obstruction as negative, six tests were closed as positive.

In monitoring of the diurnal variation (4 measurements) in persons finally concluded
as negative, there was a significant change only for parameter 8-isoprostane (p=0.0138). In
other parameters the changes were not significant: FEV, p=0.6340, LTB4 p=0.1185, LTC4
p=0.0889, LTD4 p=0.4027, LTE4 p=0.0504. During specific challenge tests (examination
before, immediately after, 2 hours, 5 hours and 24 hours after the test) no significant changes
were found for following parameters: FEV, p=0.7610, LTB4p=0.4716, LTC,4 p=0.0556, LTD4
p=0.9030, LTE4 p=0.5365 a 8-izoprostane p=0.3110.

Six challenge tests with allergens were concluded as positive. In three persons the
bronchoconstriction occurred immediately after the challenge test, in three persons the
bronchoconstriction occurred 5 hours after the exposure to allergen. The number of positive
tests was small (6) therefore the statistic evaluation was not executed. The data was evaluated
only visually,and the reaction course was taken into consideration.

In patient 1, during the examination without the exposure to the allergen (at rest), there
was tendency to elevation of marker concentrations during the midday and the afternoon
measurements. In the course of the positive challenge test, when the early asthmatic reaction
(EAR) was observed, the elevation of LTC4, LTD4, LTE4 and 8-isoprostane was found 2
hours and 5 hours after the test, in LTB4 only 2 hours after the test.

In patient 2, on the basal examination at rest, there was the tendency to elevation of
marker concentration during the midday (LTB4, LTE4, LTC4, 8-isoprostane) and afternoon
measurements (LTC,). After the positive test (EAR) there was the elevation of 8-isoprostane
shortly after and 2 hours after the test.

In patient 3, at rest there was tendency to elevation of LTC4 and LTE4 on the midday
measurements. In the positive test (EAR) the elevation of LTC4 was observed 2 hours after
the test.

75



In patient 4, there was no evident (from the figures) fluctuation of EBC marker
concentrations during the basic monitoring at rest. During the positive test (late asthmatic
reaction - LAR) there was an elevation of LTCy after the allergen administration. In addition,
8-isoprostane was very high in all measurements before and after test (differently to basic
values).

In patient 5, there was no evident fluctuation of marker concentrations during the
monitoring at rest. In the positive test (LAR) there was some elevation of LTCy after the
allergen administration and 5 hours after the test (two peaks), LTB4 was very high in all
measurements before and after the test (contrary to values from the rest).

In patient 6, the fluctuation was seen at rest in all markers studied. In the positive test
(LAR) there was an elevation of LTC4 and LTB4 during the maximum bronchoconstriction (5
hours after the test); in addition 8-isoprostane increased 2 hours after the test.

6. Discussion and conclusion

Comparing the concentrations of leukotrienes and 8-isoprostane in EBC in controls
and asthmatics, significantly higher values of LTC4 were found in asthmatics. Therefore, after
a validation in a greater group, LTC4 could be useful for the monitoring of the severity and
persistence of occupational asthma. Its detection was enabled by a new analytic method using
LC/MS.

In monitoring of 24-hours variation of leukotrienes and 8-isoprostane no significant
change was found in subgroups BHR and n-BHR. Relatively high coefficients of variation
were found in all parameters in both groups. In BHR, the highest values of leukotrienes were
found between 1.30 and 5.00 p.m., but values of 8-isoprostane were lowest during this time.
In n-BHR group, the highest values were found only for LTCj, in the time between 10.30 a.m.
and 5.30 p.m. In the group of bronchial hyperreactors the possible variation could be
influenced by asthma treatment and ventilatory parameters. With regards to the high variation
of monitored EBC markers, it is necessary to perform the collection of EBC in the same time
in all persons, if only one EBC sample is collected.

During negative tests no significant changes were found in EBC parameters studied.
Changes in positive test were monitored only in six persons, so the statistic analysis was not
performed. However, the tendency to elevation of LTC, after allergen application was found
in 5 patients. The increase of other parameters differed among subjects.

In the future, it appears necessary to focus on one allergen in all subjets studied,
because the intraindividual variation of EBC markers is very high.

Induced sputum

1. Induced sputum- analysis

Induced sputum is a sputum induced by inhalation of saline solution. Analysis of
induced sputum brings data about cells and analysis of supernatant provides information
about markers of inflammation and oxidative stress. Concentrations of sodium chloride
solution used for the sputum induction are in the range of 0.9-7 %. In bronchial hyperreactors
the inhalation of hypertonic saline can lead to decrease of ventilatory parameters that is why
salbutamol (200-400 pg) or other B-agonist pre-treatment is recommended before inhalation
of sodium chloride solution. In most persons it prevents the decrease of ventilatory
parameters. Sputum can be analysed as either nonselected (the whole sample with saliva) or
selected (without saliva). Cell analysis of induced sputum contributes to the diagnostic steps
and to the monitoring of the respiratory diseases - especially bronchial asthma. Main attention
in bronchial asthma is focused on eosinophils (normal range below 2%).
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2. Nonselected sputum method - monitoring of cell parameters in tests with occupational
allergens and correlation with other factors

Twenty-two persons were examined for suspicion on occupational asthma. In addition
to specific challenge tests with occupatinal allergens following parameters were monitored:
eosinophils in the blood, total IgE, ECP, skin prick tests, ventilatory parameters and a
nonspecific bronchoprovocation test with histamine. Specific challenge tests with allergens
were performed either in the exposure chamber or at the workplace. Induced sputum was
collected twice - before and 24 hours after the specific challenge test.

Induced sputum was analysed also in 19 subjects of the control group (one collection).
Excepting the specific challenge test, the same parameters were studied in the control group.

The success rate for the sputum collection was 60 % (13 from 22 samples) and 82 %
(18 from 22 samples) before and after the challenge test, respectively. The evaluation of the
induced sputum changes was possible in 3 persons with final diagnosis of occupational
asthma, in 3 persons with occupational rhinitis, and in 7 persons with negative reaction on
tested allergen.

No significant changes were found (p<0.05) between mean values of parameters
before and after the specific challenge test (eosinophils, neutrophils, macrophages and
lymphocytes). In persons with positive results of the challenge tests (final diagnosis of
occupational asthma), no significant increase in eosinophils after the test was found. In one
person with occupational rhinitis the percentage of eosinophils increased from 0.7% to 2.8%.

No correlation was found between eosinophils in the sputum before the test and FEV,
IgE, and eosinophils in the blood. On the other hand, a significantly higher percentage
(p<0.05) of sputum eosinophils before the test was found in the group of subjects with a
positive skin prick tests comparing to the subjects with a negative skin prick test.

Significant changes (p<0.05) between the total group of subjects examined for
suspicion on occupational asthma (regardless to the final results of challenge tests) and
controls were found for parameters IgE, ECP, and nonspecific challenge test. This findings
are in agreement with the fact, that these persons suffered from an allergic respiratory disease.
The group with final diagnosis of occupational asthma had significantly higher parameters
IgE and FEV, (p<0.05) comparing with the controls.

3. Nonselected sputum method - monitoring of cell parameters in persons with occupational
asthma and correlation with other factors

Thirty-seven patients with occupational asthma (6.5 years on average after the removal
from the occupational allergen exposure) and 19 controls were examined. The examination
included: eosinophils in blood, total IgE, ECP, skin prick tests, ventilatory parameters and
non-specific challenge test. Only one sample of induced sputum was taken in each person.

Results obtained during the first examination at our department at the time of
diagnosis of occupational asthma were compared to the last examination. No significant
changes were found between these results (p-value for skin prick tests was borderline,
p=0.0523).

Results obtained during the last examination were compared with the control group
results. In asthmatics significantly (p<0.05) more frequent positive results were found in skin
prick tests, ECP and the non-specific bronchoprovocation test.

The subgroups of patients exposed in the past to HMW and LMW allergens were
compared. In those with exposure to HMW allergens, the increased non-specific bronchial
hyperreactivity was more frequent (p<0.05) at the recent examination, however no difference
was found for other parameters studied.
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The success rate of sputum induction was 65 % and 87.9 % in asthmatics and in the
control group, respectively. All persons of the control group had the percentage of eosinophils
in the normal range. In 6 persons (25% from analysed samples in asthma patients) the
concentration of sputum eosinophils was increased (normal finding <2%). One person among
this group did not complain of any asthmatic symptoms, however other laboratory parameters
were also pathologic (non-specific bronchial hyperresponsiveness, skin prick tests, ECP,
eosinophils percentage in blood).

The positive finding of increased sputum eosinophils was significantly more frequent
in persons exposed to HMW than LMW occupational allergens in past. Correlation between
sputum eosinophils and FEV, IgE or eosinophils in blood at the last examination was not
found. Correlation between sputum neutrophils and FEV; or FVC was not found, either.

4. Selected sputum method - monitoring of cell parameters in tests with occupational
allergens and correlation with other factors

We examined 23 persons for the suspicion on occupational asthma or rhinitis in whom
specific challenge tests were done. Other parameters were analysed from blood: eosinophils,
total IgE and ECP. In addition to them, the skin prick tests, ventilatory parameters and non-
specific challenge test were examined. Specific challenge tests were performed with allergens
in the exposure box or by a workplace exposure. Induced sputum was collected before and 24
hours after the specific challenge test.

The results of specific challenge tests were positive in 7 persons and the diagnosis of
occupational asthma was confirmed, in 4 persons the diagnosis or risk of occupational rhinitis
was confirmed, and in 12 persons the challenge test was negative.

In the group with positive challenge tests a significant increase (p=0.03) in sputum
eosinophils after the test comparing with the finding before the test was found. In three
patients the increase in sputum eosinophils after the positive test was higher than 2% (mean
increase 3.7%), and in one person the elevation was borderline (1,7 %). In two patients treated
with inhaled corticosteroids during the hospitalization and in one person with LAR, no
important increase in sputum eosinophils was found. In no person a decrease in eosinophil
percentage was documented.

In all subjects with significant or borderline increase of sputum eosinophils after the
test, the bronchospastic reaction occurred immediately after the allergen application (in two
persons developed a dual reaction, the second being 5 hours after the allergen application).

In persons with confirmed occupational rhinitis after testing, no important increase of
sputum eosinophils was found.

In the whole group with negative challenge tests, the mean pre-test percentage of
eosinophils in the sputum did not significantly differ from the value after the test. In two
persons with negative challenge test, an increase in sputum eosinophils was found (2.3% and
4%), however in further 10 persons the percentage of sputum eosinophils was not
significantly different.

5. Discussion and conclusion

The analysis of nonselected sputum did not bring a significant increase of sputum
eosinophils in patients with positive specific challenge tests. In only one person with final
diagnosis of occupational rhinitis we found an increase of sputum eosinophils (2.1%).
According to these results, the analysis of nonselected sputum does not seem useful for the
evaluation of airways changes after testing with occupational allergens.
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The analysis of selected sputum, on the other hand, brought interesting results. An
important increase of sputum eosinophils was found in patients with positive early reaction
after allergen application (except those treated by corticosteroids during the testing). In three
the increase was minimally 2 %, and in one person only the increase was lower (1.7 %). No
decrease in sputum eosinophils was found. As no significant increase was found in patients
treated with corticosteroids, induced sputum analysis should not be used in patients who
cannot abstain the medication.

An higher increase in eosinophils than by 2% was found also in two persons with
finally negative challenge tests. In persons with such increase of sputum eosinophils after
testing, the continuation of allergen exposure could be performed, either at workplace or in
the exposure chamber for some more days. Sputum analysis could then help to differentiate if
the increase in sputum eosinophils was only a random finding or if the persons will react later
on to this allergen after repeated exposure.

The occupational asthma, differently from other asthma types, is unique due to the
possibility to monitor the development of asthma after the elimination of the contact with the
allergen. It appeared very important follow-up the patients with occupational asthma to learn,
if their asthmatic symptoms and specific findings disappeared after the withdrawal from the
allergen exposure. Eosinophilic inflammation was found in 25% of analysed samples. The
inflammation was significantly more frequent in those exposed to HMW occupational
allergens in the past. It was associated with the presence of bronchial hyperresponsiveness
(which also was significantly more frequent in those exposed previously to
HMWoccupational allergens). The reason can be in the fact that many HMW allergens are
also frequently present in the home environment and therefore the removal from the allergen
cannot be complete (wheat flour, plant allergens, various dusts, etc.).

The comparison of further results from the first and the last examination in
occupational asthmatics, such as eosinophils in blood, total IgE, ECP, ventilatory parameters
and nonspecific bronchial challenge test, brought a surprising conclusion. The differences
between results were not significant despite the removal from the contact with the
occupational allergen for 6.5 years on average.

However, neither the analysis of selected induced sputum nor EBC markers analysis,
as special methods, brought satisfactory information about the level of inflammation in the
airways in occupational bronchial asthma. They appear to be a useful piece of the mosaic in
the evaluation of this disease. A combination of both methods and analysis of leukotrienes
and other markers of inflammation in induced sputum could bring another useful data.

The whole set of examination which was done in this study proved that asthma is a
chronic disease, which cannot not be completely cured. The permanent removal from the
occupational allergen exposure, follow-up and pharmaceutical control of occupational asthma
is necessary, in parallel with social benefits for the occupational disease, adequate to impaired
life capacity in case of asthma worsening.
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