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Neinvazivní vyšetřování zánětu  u astmatu
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Astma   bronchiale   je  závažné   onemocnění  s  významnou  prevalencí  v  dětské  i  dospělé populaci. 
Habilitační práce se věnuje nejprve imunitním  mechanismům zánětu u astmatu se zvláštním zaměřením na dva z nejvýznamnějších  mediátorů onemocnění, skupinu leukotrienůn (LT) a oxid  dusnatý (NO), a  dále možnostem jejich využití jako markerů zánětu při neinvazivním vyšetřování.  
Leukotrieny, oxid  dusnatý  a některé jejich mechanismy 
Cysteinylové LT participují na všech mechanismech vedoucích k bronchiální obstrukci (tj.bronchokonstrikce, edém sliznice, hypersekrece žlázek, infiltrace sliznice  buňkami zánětu a remodelace dýchacích cest) a jejich receptory jsou lokalizované na různých buňkách strukturálních a zánětlivých. Tyto LT zvyšují reaktivitu na jiné mediátory. Zvyšují počet histaminových H1 receptorů na povrchu buněk hladké svaloviny a periferních monocytů a nepřímo se tak účastní zvyšování biologického účinku histaminu (Paynaert 1999). LT mají až několikasetnásobný  bronchokonstrikční účinek ve srovnání s histaminem a účinek i déle trvá, proto mimo jiné hrají u astmatu tak významnou úlohu. Nepochybně důležité u astmatu jsou však i LTB4 navzdory převládajícímu zjednodušení ve výkladu jejich významu, omezujícímu jejich funkci jako pouhého chemoatraktanta  neutrofilů. CD8+ T buňky produkující IL-13 exprimují na svém povrchu vysokoafinitní receptor pro LTB4 tzv. LTB1 a exprese tohoto receptoru je esenciální pro rozvoj  zánětu v dýchacích cestách. U alergického astmatu je počet mastocytů zvýšen a po příslušném degranulačním podnětu se LTB4 váží na zmíněný LTB1 na CD8+ T buňkách. Tento krok následně způsobí produkcí IL-13, který působí mnohočetnými vlivy na strukturální buňky (hladkého svalu, fibroblasty a epiteliální  buňky) a eozinofily, významně participující na procesu zánětu  u astmatu. Tímto dílčím mechanismem  je  možno pokusit se částečně vysvětlit vzestup nejen LTE4, ale i LTB4 u pacientů se sezónní alergickou rýmou bez projevů astmatu  publikované v naší práci v Allergy (Čáp 2005). Oxid dusnatý je u astmatu produkován ve zvýšené míře a jeho hlavním zdrojem jsou zde epiteliální buňky. Zánět u astmatu aktivuje v epiteliálních buňkách indukovatelnou NO syntázu (iNOS), která je příčinou vzestupu NO u tohoto onemocnění. Všechny formy NO-syntázy, tj. endoteliální (eNOS), neurogenní (nNOS) i indukovatelná (iNOS) jsou přítomny v dýchacích cestách (Gao, Roman a Martásek 2007). Exprese iNOS může být indukována řadou stimulů, obzvláště  zánětlivých cytokinů, ale přesný mechanismus této indukce není znám, a to i přesto, že bylo doloženo, že transkripční faktor STAT-1 hraje v těchto mechanismech důležitou roli (Guo 2000).
Aktivita jiného důležitého transkripčního faktoru, NFκB, se zvyšuje u alergického  zánětu, zatímco steroidy jej inhibují (Barnes P a Adcock 1998). Tento transkripční  faktor je nezbytný pro expresi například eotaxinu a GM-CSF. Tyto proteiny jsou také exprimovány na epiteliálních  buňkách u astmatu. Zdá se, že v epitelu dýchacích cest astmatiků je molekula STAT-1 up-regulována souběžně s up-regulací NFκB či jako její možná konsekvence. Enzym iNOS má nepochybně  významnou  roli  v alergickém  zánětu. Bylo např. prokázáno, že myši s knock-out iNOS měly méně těžkou zánětlivou reakci na carrageenan v porovnání s divokým typem myši (Cuzzocrea 2000). Dále hladiny FENO korelují s Th2 cytokinovou produkcí     (IL-4), získanou z periferní krve (Shirai 2006). Z toho vyplývají klinické konsekvence, že existuje asociace mezi imunitními  funkcemi  a klinickými indikátory astmatu. 
Vyšetřování vydechovaného vzduchu, jeho možnosti a omezení
Analýza indikátorů zánětu a oxidativního stresu v kondenzátu vydechovaného  vzduchu (KVV) je u pacientů s onemocněním dýchacích cest v posledním desetiletí  předmětem značného zájmu ve světě
Vyšetření kondenzátu vychází z hypotézy, že aerosolové částice ve vydechovaném vzduchu odrážejí složení extracelulární bronchoalvelární tekutiny (Dwyer 2004, Srbová 2003). Standardní odběr tohoto materiálu vyžaduje  kondenzaci vydechovaného vzduchu  a jeho sběr  do biologicky inertního prostředí (Mutlu 2001). Metoda je naprosto neinvazivní, téměř libovolně opakovatelná a nenáročná na spolupráci pacientů včetně dětí a starších osob. Stanovení mnohdy velmi nízkých koncentrací některých ukazatelů však vyžaduje velmi citlivé metody analýzy (van Hoydonck 2004). Vyšetření kondenzátu umožňuje detekovat a kvantifikovat zánět, monitorovat průběh onemocnění a hodnotit účinnost terapie. 
Tato smělá myšlenka získat z dechu pacienta relevantní informace analogicky odběrům krve, moče atd. však vyžaduje standardizovaný odběr a standardizovanou analýzu.
Hlavní část habilitační práce je věnována významu neinvazivních vyšetřovacích metod, a to vyšetřování vydechovaných leukotrienů při diagnostice a monitorovaní léčby astmatu a CHOPN a vyšetřování vydechovaného oxidu dusnatého. Habilitační práce je založena na 5 publikacích zásadního významu.
U první práce bylo cílem určit, zda jsou cysteinylové leukotrieny a LTB4 měřitelné v KVV metodou plynové chromatografie/hmotnostní spektrometrie a kvantifikovat exhalované leukotrieny u dospělých a dětských astmatiků a porovnat se zdravými kontrolami                            (Čáp et al.Thorax,2004).
U druhé  práce bylo cílem zjistit zda hladiny leukotrienů v KVV budou zvýšené u dospělých se sezónní alergickou rýmou  bez astmatu (s normální spirometrií a bez symptomů astmatu) v pylové sezóně i po ní ve srovnání se zdravými kontrolami (Čáp et al.Allergy,2005).

U třetí práce bylo cílem testovat hypotézu, zda pacienti se sezónní alergickou rýmou, vysoce rizikoví pro alergické astma, dosud bez klinických projevů astmatu a s normální spirometrií, u nichž zvýšené hodnoty leukotrienů přetrvávají po pylové sezóně, mají i významně častěji bronchiální hyperreaktivitu než jedinci, u kterých se hodnoty LT po sezóně normalizují (Čáp et al Rapid Commun Mass Spectrom. 2008).
Čtvrtá práce, která byla zaměřena na posouzení vlivu farmakoterapie antileukotrieny na koncentraci LT v kondenzátu, si kladla za cíl potvrdit předpokládaný pokles exhalovaných LT (LTB4 a LTE4) po léčbě u astmatiků, kteří měli před zahájením terapie zvýšené hodnoty. Očekávaný pokles potvrdil do určité míry i funkčnost této metody i přesto, že metodika je stále zatížena nedokonalostí odběru vyšetřovaného materiálu respektive neexistencí všeobecně přijaté standardizace (Kopecká,Čáp,Petrů,Alergie 2006).

Pátá práce ukazuje, že lze těkavé látky snímané nad povrchem KVV prokázat metodou hmotnostní spektrometrie pomocí proudové trubice s vybranými ionty (SIFT–MS). Studie prokázala, že tuto metodu je možno použít k analýze  těkavých látek v KVV. Obsah těkavých látek v KVV jednoduše nekoresponduje s nálezy získanými z dechu přímou metodou. V poslední době  proto metody sběru těkavých látek v KVV nemohou  být nahrazeny direktní on line  dechovou analýzou, pokud je rozhodující precisní kvantifikovaná  analýza. Na druhé straně  může  být metoda velmi užitečná pro kvalitativní a semikvantitativní analýzu těkavých látek v dechu tehdy, není-li přímé měření možné (Čáp et al. Annals of Allergy 2008).
S vědomím možností vyšetřovat dýchací cesty  neinvazivně bylo řadu let vyvíjeno úsilí nalézt  reprezentativní mediátory odrážející zánětlivé děje specifické pro astma a využít  je jako markery-indikátory onemocnění. Zdá se, že této snaze zatím nejlépe vyhovuje vydechovaný oxid dusnatý (NO). Je to látka plynná, difundující do lumen  dýchacích cest a detekovatelná citlivým detektorem. Souvislost mezi koncentrací NO a žádným jiným typem zánětlivých  buněk než eozinofilů nebyla doložena (Payne 2004), proto může být FENO použito při neinvazivní detekci eozinofilního zánětu v dolních dýchacích cestách. Sám o sobě jako diagnostický test však postačit nemůže, neboť  eozinofilní zánět může být přítomný i u jiných onemocnění  než  jen  u astmatu. 
Význam měření FENO je možno posuzovat dle přínosu pro diagnózu, diferenciální  diagnózu, monitorování dynamiky změn v čase a hodnocení účinnosti protizánětlivé léčby (Taylor 2006, Pijnenburg 2005, Smith 2005). Pokud se použije cut off pro měření FENO 20,-ppb, pak negativní prediktivní hodnota je kolem 90% (Zacharasievicz 2006). 
Jeden z největších přínosů vyšetřování FENO u pacientů s ne zcela jasnou diagnózou obstrukčního plicního onemocnění spočívá v uchránění pacientů od neodůvodněné terapie inhalačními kortikosteroidy. 
Vyšetření KVV zásadním způsobem ovlivňuje náš pohled na patofyziologii astmatu a poskytuje  významné  výzkumné perspektivy.
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