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1. Wprowadzenie

1.1. Astma aspirynowa

Astma oskrzelowa jest z patofizjologicznego punktidzenia przewlektym
stanem zapalnym oskrzeli, w ktorym istptmole odgrywajp komorki, takie jak
eozynofile, mastocyty i bazofile, ulegag okresowej aktywacji pod wptywemzriych
bodzcow, czego rezultatem jest uwalnianie z nich meddat zapalnych. Te z kolei
wptywaja na skurcz misni gtadkich oraz wzmmone wydzielanigluzu, co prowadzi do
zwezenia swiatla oskrzeli. Konsekwengjsa objawy kliniczne w postaci duszéu,
kaszlu, swiszczacego oddechugsciskania w klatce piersiowej. Bacde wywotupce
napad duszrigi mog by¢ bardzo réne [24]. Wsrod dorostych chorych na astm
u 3-21% stwierdza sinadwraliwos$¢ na aspiryn (acetylsalicylic acid- ASA) i inne
niesteroidowe leki przeciwzapalne (NSLPZ) [36,11Z&spdt objawdw klinicznych,
ktore pojawiag sie w 15-30 min, a niekiedy po kilku godzinach odnyda tabletki
aspiryny zostat szczegotowo opisany. W literaturezlycznej powszechnie okla si
go mianem astmy aspirynowejgpirin-induced asthma AlA). Ostatnio postuluje sj
by wywa nazwy: choroba ukfadu oddechowego zaostrzana paspryre (ang.
aspirin-exacerbated respiratory diseas@ERD) [106,115]. Termin ten ma wskazygva
na szerszy aspekt tego zjawiska obefityyowniez gérne drogi oddechowe. U podéo
zjawisk zwnzanych z nadwrdiwoscia na aspiryn leza procesy zachodee na
poziomie komorkowym i molekularnym. Enigmatyczna dat 70. substancja
anafilaktyczna glow reacting substance of anaphilaxisSRS-A) powoduca skurcz
oskrzeli u chorych na astnokazata i mieszanin leukotrienéw cysteinylowych (cys-
LTs), zwiazkOw naleacych do grupy eikozanoidéw [88]. BRiej wykazanoze s one
gldbwnymi mediatorami reakcji nadwiavosci na aspirya [11,12,48,103,104].
Odkrycie mechanizmu dziatania aspiryny [127] prayeio sie do zwrdcenia uwagi
rowniez na rok innych eikozanoidow, takich jak prostaglandynyqLtzy lipoksyny
[13,91,98] w patogenezie AlA.

1.2. Historia aspiryny

Jwz w czasach Hipokratesa znano §giavosci przeciwbolowe, przeciwzapalne
I przeciwgonczkowe salicylanow, ktore zawieraly stosowane w@socxywary z kory
wierzby i soku topoli [126]. W roku 1763 Edward B¢oprzeprowadzit pierwsze
badanie z grupkontrolma, ktére wskazywato na skuteczideczenia zapalenia stawow



wyciagiem z kory wierzby [107]. Dopiero po stu latachvyciagu tego wyizolowano
glikozyd i opracowano chemiczisyntez salicylanu sodu [126].

Aspiryna (kwas acetylosalicylowy) zostata zsyntetyana w 1897 roku przez
Feliksa Hoffmana, ktory poszukiwat dla swojego pigrego ojca skutecznego leku
przeciwbélowego [126]. Dwa lata pdiej w fabryce farmaceutycznej firmy Bayer
rozpoczto produkcg kwasu acetylosalicylowego na skgrzemystows. Od tej pory
aspiryna stata sinajczsciej wywanym lekiem przeciwbélowym i przeciwzapalnym
dostpnym bez recepty [126]. W 1902 roku po#sia lekarz J. Hirschberg opisat
pierwszego chorego, u ktérego po zyeEu tabletki aspiryny wysapit obrzek
naczynioruchowy [34]. W 1911 roku Gilbert przedstapierwsz chol na astm
oskrzelow, u ktérej aspiryna wyzwolita silny napad dusaid23]. O wystpowaniu
objawéw duszngi i stanu zapalnego nosa i zatok przynosowych wigEaniu
z zazyciem aspiryny pisali jiina pocatku XX wieku Widal i wsp. [129]. W literaturze
polskiej] pierwszy opis tego zespotu zostat przedstay przez krakowskiego lekarza
Wierzuchowskiego w 1925 roku [130]. W latach 60t ,triada aspirynowa”
oznaczajcy zespot kliniczny charakteryzigy sk polipami nosa, astimoskrzelow
I nadwraliwoscia na aspiryn zostat rozpowszechniony @ki Samterowi i Beersowi
[89]. W latach 70. okazato ize aspiryna wywiera dziatanie przeciwzapalne przez
nieodwracalne wizanie s¢ z cyklooksygenag (COX), jednym z enzymow na szlaku
przemian kwasu arachidonowego, wielonienasyconegwask tluszczowego
wchodzcego w skiad bton komérkowych [127]. W 1975 rokwSBxklik, Gryglewski
I Czerniawska-Mysik stwierdzilize objawy nadwraiwosci na aspiryn nie wynikap
z reakcji immunologicznej, lecz zadane § z farmakologicznym dziataniem aspiryny
[108]. Dopiero w 1991 roku odkrytae COX istnieje w postaci dwoch izoform: jednej
- stale obecnej w wkszaci komérek organizmu i drugiej - indukowanej w karkeich
stanu zapalnego pod wpltywem Bodw zapalnych [47]. Wkrotce po odkryciu
mechanizmu dzialania aspiryny stwierdzonae inne leki, ktore blokuyj
cyklooksygenag, rowniez moga wywotywat objawy triady aspirynowej [127]. Po
wprowadzeniu w latach 90. selektywnych inhibitor@yklooksygenazy-2 (COX-2)
stwierdzono, 2 u wigkszaci chorych na astmaspirynove nie wywotup one reakcji
takiej jak nieselektywne inhibitory COX, a & s lekami bezpiecznymi dla tych
chorych [30,110,113]. Nie znaleziono jednak dok&gmwytlumaczenia tego zjawiska

na ptaszczinie patofizjologicznej. Wiadomo jedyniez ipodanie selektywnych



inhibitorow COX-2 nie wywoluje typowego dla aspigyn innych niesteroidowych

lekéw przeciwzapalnych wzrostu wydalania cys-LTaaczem [30,110].

1.3. Historia naturalna astmy aspirynowej

Obraz Kliniczny astmy aspirynowej p&kdzono na podstawie obserwacji
klinicznej i leczenia 500 chorych na astraspirynows z 10 krajéw europejskich
w ramach Europejskiej Sieci Astmy Aspirynowdtufopean Network on Aspirin-
Induced Asthma AIANE) [111]. Pierwsze objawy omawianego zespphjawiap Si¢
okoto 30. rokwzycia. Astma aspirynowa dwukrotniegdziej dotyczy kobiet. Sekwencja
zdarzés u wszystkich chorych jest bardzo podobna. Nierpadéh wystpienie
poprzedza infekcja wirusowa gornych drég oddechdwyevykle pierwszym objawem
jest eozynofilowe zapalenie bltoduzowej nosa z obfitwodnist, wydzielina. Ma ono
charakter uporczywy, esto prowadzi do wyksztatcenia polipbw nosa. Z upgw
mieskcy, a nieraz i lat (1-5 lat) rozwijagsiastma oskrzelowa i nadwitavos¢ na
aspiryre. U chorych, ktorzy do tej pory stosowali aspigyn inne NSLPZ bez
jakichkolwiek dziata niepazadanych, kolejne zgcie leku wywotuje napad duszst
z towarzyszcym wodnistym katarem, uczuciefuiskania w klatce piersiowej, €zto
Zz zaczerwienieniem twarzy, bélem brzucha, nddiami, bdlem gtowy. Niekiedy
zazycie aspiryny mee prowadzi do wstrasu zagraajacegozyciu. Bywa réwnie, ze
przyjecie ASA lub innego NSLPZ wywotuje pierwszy napadszugci astmatycznej
(u 0séb bez dotychczasowego rozpoznania astmyjefNas zapalenie alergiczne toczy
sig w oskrzelach chorych niezalde od unikania NSLPZ. Astma u tych chorych
czesciej ma wyszy stopié cigzkosci. Badania wykazatyze u 39-51% chorych na
astne z nadwraliwoscia na aspiryn istnieje konieczn& przewleklego stosowania

steroidow systemowych [56,111].

1.4. Diagnostyka astmy aspirynowej

Rozpoznanie chorych na astmskrzelowd, u ktorych wystpuje nadwraliwos¢
na aspiryR, jest niezwykle wzne z uwagi na ryzyko niebezpiecznych reakciji
polekowych. Stwierdzonozidane uzyskane od chorych w wywiadzie lekarskim s
znacznie zawmbne (czstas¢ rozpozna AIA wsérdd chorych na astenwynosi 3%)
W porOwnaniu z ogmtacia rozpozna astmy aspirynowej na podstawie testow

prowokacyjnych (21% chorych na astwskrzelow) [36].



W dalszym cigu najbardziej obiektywyn metody w rozpoznawaniu AlA
pozostaj proby prowokacyjne z aspirgn W zalenosci od drogi podania mma
wyrozni¢ cztery ich rodzaje: doustn wziewry (inhalacyjra), donosow i dozylna
[7,62,64,71,112]. Préby prowokacyjne polegap podawaniu aspiryny w stopniowo
wzrastajgcych dawkach. Przy ich przeprowadzaniu koniecznet jestaranne
monitorowanie objawdw oskrzelowych i pozaoskrzelolwy Z uwagi na ryzyko
niebezpiecznych reakcji powinnogge przeprowadzatylko w wyspecjalizowanych
osrodkach przy petnym zabezpieczeniu reanimacyjnym.

Za ztoty standard w rozpoznawaniu astmy z nadhwascia na ASA uwaa Sk
doustny test prowokacyjny z aspigyrNasladuje on naturalnekspozya} na aspiryn.
Jego czuté¢ szacuje s na 89%, a swoisté — na 93% [71]. W naszej Katedrze (Il
Katedrze Chorob Wewitrznych CM UJ w Krakowie) test doustny wykonuje si
w ciaggu dwoch dni. W pierwszym dniu badania podawant pescebo, w drugim -
aspiryna w czterech wzrasteych w postpie geometrycznym dawkach (27, 44, 117

i 312 mg) stosowanych co 90 minudt@o osagniecia kumulacyjnej dawki 500 mg.

W poréwnaniu z prébdoustn test wziewny (inhalacyjny) z aspirytizynowa
jest bezpieczniejszy i mniej czasochtonny, o po@plswoistdci (93%), ale nieco
mniejszej czutéci (77%) [71].

Préba donosowa z aspigynechuje si okoto 80% czutécia i 95% swoistécia
[62]. Wynik préby okréla sk za pomoa rynomanometrii i objawow klinicznych
Z gornych drog oddechowych. Test ten jest bezpie€zwykle nie wystpuja objawy
oskrzelowe i ogoélne) i me shey¢ jako badanie przesiewowe, zwlaszcza
w przypadkach niestabildo drzewa oskrzelowego, unienioviajacej wykonanie
proby doustnej czy inhalacyjnej [62].

Test daylny wykonywany jest rzadko, gtownie w Japonii [64]

W badaniach naukowych wykorzystuje ¢ sitakze dooskrzelow proke
prowokacyja, z aspiryma polegajca na aplikacji roztworu aspiryny lizynowej do
oskrzeli w czasie bronchofiberoskopii [69,114].

Poniewa u podstawy AIA lea zaburzenia w metabolizmie kwasu
arachidonowego, obieagym wydaje si opracowanie testun vitro, ktéry umaliwitby
rozpoznawanie astmy aspirynowej, bez przeprowadzzzasochtonnych i obarczonych
pewnym ryzykiem prob prowokacyjnych. Ostatnio Koskdli wsp. zaproponowali

rozpoznawanie nadwibwosci na aspiryn za pomog badania generacji kwasu 15-



hydroksyeikozatetraenowego (15-HETE) przez leukocktwi obwodowej (tzw.
Aspirin-Sensitive Patients Identification Te&SPITest) [44].

1.5. Aspiryna i inne inhibitory cyklooksygenaz

Dopiero 74 lata po odkryciu aspiryny J. Vane opis&chanizm jej dziatania,
polegajcy na hamowaniu cyklooksygenazy [127]. Okoto 20patniej, po odkryciu
istnienia dwéch izoform COX, stwierdzonee aspiryna hamuje przede wszystkim
COX-1 (okoto 200 razy silniej niCOX-2 w badaniacin vitro) [125].

Dwie gtéwne izoformy cyklooksygenazy: COX-1 i COX4#bdowane $ przez
dwa r&ne geny [125]. COX-1 podlega konstytutywnej eksjpresvi ekszasci kombrek
organizmu [125], odgrywa fizjologican role w rdéznych naradach (m.in.
cytoprotekcyja — w zotadku i nerkach). COX-2 zwana indukowgnpowstaje
W miejscach tocxego s¢ zapalenia i miejscach nowotworzenia, chaaigykazano, i
w niewielkich ilgiciach podlega tate konstytutywnej ekspresji w niektorych ngdach
na przyktad mézgu, korze nerekadjach [27,125]. W blonigluzowej oskrzeli zarbwno
chorych na astm jak i ludzi zdrowych, stwierdzaegswystpowanie obu izoform COX
[16,70,119].

1.6. Patogeneza astmy aspirynowej — hipotezy

Hipoteza cyklooksygenazowa

Od kiedy stwierdzonaze zaycie aspiryny u ogci chorych na astmwywotuje
objawy podobne do wygbujacych po ekspozycji na alergen, probowano wyttumaczy
patomechanizm tego zjawiska. W 1975 roku Szczel@kyglewski i Czerniawska-
Mysik zaproponowali hipotez wedtug ktorej napady duszitd po zayciu NSLPZ
u chorych na asttnsa spowodowane zablokowaniem cyklooksygenazy przeekie
[108]. Hipotez t¢ oparto na nagpujacych obserwacjach:

» Stwierdzonoze wszystkie leki, ktore powodupapady duszrici u chorych na
AIA hamuja COX.

* Oceniana w badaniadh vitro sita dziatania blokacego COX przez NSLPZ
koreluje z ryzykiem powaych objawow Kklinicznych u chorych na astm
aspirynove.

« Chorzy na AIA mog zaywa leki przeciwbolowe, ktére hamujCOX

w niewielkim stopniu albo nie dziatgpa ten enzym: trgjsalicylan cholinowo-



magnezowy, dekstropropoksyfen, salicylamid, sahoytholiny, benzydamn
azapropazon i paracetamol (w dawkach nieprzekraoza) 1000 mg).

e Ponadto po uzyskaniu tolerancji na aspirifpoprzez podawanie w oktenych
odstpach czasu stopniowo ziszanych dawek) chorzy tolegujowniez inne
NSLPZ.

Konsekwengj tej hipotezy oraz paniejszego odkrycia nadprodukcji leukotrienow

w astmie aspirynowej jest teoria cyklooksygenazofid8], zgodnie z ktér
zablokowanie cyklooksygenazy przez aspiryprowadzi do zmiany kierunku
(swoistegoshunt) metabolizmu kwasu arachidonowego na dr@gzemiany przez

5-lipoksygenag (5-LO).

Hipoteza wirusowa

Poniewa wywiad rodzinny jest dodatni jedynie u 5,1% chdry@ objawy
choroby pojawiaj sic zwykle dopiero w 3 lub 4 dekadzig/cia [111], wydaje si
prawdopodobneziw rozwoju AlA bierze udziat czynnik lub czynnikrodowiskowe.
W 1988 roku wysunrito hipotez, iz wyjsciowa przyczyra choroby mae by
przetrwate zakaenie wirusowe [116]. Miatoby ono prowadzilo rozwoju odpowiedzi
immunologiczne] zalme] od cytotoksycznych limfocytbw T. Ich aktyw4do
hamowana przez endogenRGE, ujawniataby si po przygciu NSLPZ, blokugcych
wytwarzanie tej prostaglandyny. Atak limfocytow Ta rkomorki strukturalne drég
oddechowych prowadzitby do uwalniania mediatorowpataych i w efekcie do

rozwoju choroby.

Hipoteza o roli zmniejszonej produkcji PGE

Wypadkows obu przedstawionych koncepcji jest hipoteza, kixaktada udziat
PGE w patogenezie astmy aspirynowej. Zaproponowanazpfz Szczeklika w 1995
roku, opiera & ona o wyniki bad@ daswiadczalnych, ktore wskazyjiz zaburzeniu
produkcji PGE przez aspirya towarzyszy wzrost biosyntezy leukotrienow
cysteinylowych [117].
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1.7. Patogeneza astmy aspirynowej — fakty
Niektére aspekty patogenezy astmy aspirynowej uditavyjasni¢. Wiadomo,
ze odebny charakter astmy aspirynowej wynika z odmiennyighu chorych na asten

z dobpy tolerancy aspiryny zaburzemetabolizmu kwasu arachidonowego [79].

1.7.1. Eikozanoidy

Eikozanoidy odgrywaj role przekanikow pierwszego rgu, ktdére miejscowo
w komorce korygyj, tzn. wzmacniaj lub ostabiag, regulacyjma czynndé hormonow
i neuromediatorow. Wszechobegticeikozanoidéw w organizmie wynika z faktu, i
substrat do ich syntezy - kwas arachidonowy, dwesteaixglowy wielonienasycony
kwas ttuszczowy, jest przechowywany w fosfolipidédbiny komorkowej kadej zywej
komorki [79,132]. Fosfolipazy mikrosomowe i cytoaele uwalniag kwas
arachidonowy z fosfolipidow bton komorkowych. Ngstie enzymy oksydacyjne
przeksztatcaj go w charakterystyczny dla danej komorki eikozdnaVolny kwas

arachidonowy jest m.in. substratem dla lipoksyggnayklooksygenazy (rys. 1) [132].
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Rys. 1. Szlak przemian kwasu arachidonowego pra@ezki cyklooksygenazy i 5-
lipoksygenazy

1.7.2. Leukotrieny w astmie aspirynowej

Chorych na astgmaspirynow - w poréwnaniu z chorymi na astnoskrzelovy
dobrze tolerujcymi aspiryr oraz z osobami zdrowymi - charakteryzuje gkszona
podstawowa produkcja leukotrienow cysteinylowycH, #B,59,102,103]. W astmie
aspirynowej podstawowe wydalanie tych leukotrienbvnoczem jest od 2-10 razy
wigksze nk w astmie z dolar tolerancy aspiryny — co stanowi odzwierciedlenie
zwickszenia ich ogolnoustrojowej produkcji [41,48,1@BLIL Co wkcej, wydalanie cys-
LTs z moczem w AIA zwiksza st kilkakrotnie po prowokacji aspirgn
w przeciwieistwie do chorych na ATA, u ktérych nie ulega ono iame
[11,12,48,103].
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W poptuczynach oskrzelowacepherzykowych lgronchoalveolar lavage fluid-
BAL) pochodzcych od chorych na AIA stwierdzono ¢kisze stzenia cys-LTs mi
w grupie ATA [102]. Ponadto podanie aspiryny — whatacji lub dooskrzelowo —
u chorych na asten aspirynow zwigkszato poziom cys-LTs w poptuczynach
oskrzelowo-gpcherzykowych [102, 114] i w moczu [69].

Préba donosowa 1z aspigyn wywolywata wzrost stzenia cys-LTs
w poptuczynach z nosa u chorych na astmspirynows w porownaniu z chorymi na
ATA [17,83].

Ostatnie lata przyniosty rozwéj metod o znacznieigjsaej inwazyjnéci
(plwocina indukowana) Ilub catkowicie nieinwazyjnyclikondensat powietrza
wydechowego). Zaktadacsize mediatory i cytokiny znajdage s¢ w tych materiatach
biologicznych powstajw dolnych drogach oddechowych. Wyniki tych nieiayjaych
bada nad miejscow produkcy cys-LTs w astmie aspirynowej nig jsiz tak zgodne.

W plwocinie indukowanej nie stwierdzonozroc w stzeniach cys-LTs mdzy
grupami AlA i ATA, mimo & u tych samych chorych wydalanie cys-LTs z moczem
bylo istotnie wysze w grupie z nadwibwoscia na aspiryr [33].

W kondensacie powietrza wydechowegozsae nk u ATA skzenia cys-LTs
stwierdzano jedynie u chorych na AlA, ktérzy nieyymowali steroidéw wziewnych
[2]. U chorych na astm z nadwraliwoscia na aspiryn leczonych steroidami
wziewnymi stzenia cys-LTs w kondensacie powietrza wydechowedy jpgdobne do
wartasci osaganych w grupie chorych na astm dobn tolerancy ASA [2]. Natomiast
stezenia cys-LTs w kondensacie powietrza wydechowegamazennie wzrastaty po
prowokacji aspirya w grupie AIA w stosunku do grupy chorych na astmdobg
tolerancy aspiryny [90].

Zjawisko zwkkszonej produkcji leukotriendw cysteinylowych w wakach
podstawowych, jak i po prowokacji ASA, gziowo udato s wyjasni¢ przez
stwierdzenie zwgkszonej (w porownaniu z ATA) ekspresji syntazy L;J€oncowego
enzymu na drodze przemian cys-LTs w mastocytacbzymfilach btonysluzowej
oskrzeli chorych na AIA [15]. Podwgzony poziom cys-LTs w poptuczynach
oskrzelowo-gcherzykowych korelowat dodatnio z licgbkomérek wykazujcych
ekspresj LTC4S w bioptatach oskrzeli [15]. Przynajmniej wewnym zakresie
zjawisko to mana ttumaczy wigeksz czestascia wariantu allelicznego —444C w rejonie

czesci promotorowej genu LTC4S u chorych na AlA [92,93]
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Ostatnio pojawity si prace, w ktérych zwkszory produkcg cys-LTs u chorych
na astm aspirynows przypisuje si gtdwnie wspotistnieniu przewlekiego zapalenia
btony $§luzowej nosa i zatok przynosowych z polipowate [32,80,105]. U chorych na
ATA, u ktérych nos i zatoki byly zeje przez przewlekly proces zapalny, wykazano
réwniez zwiekszory produkcg cys-LTs, w poréwnaniu z chorymi na ATA bez zmian
w gornych drogach oddechowych [32].

Tak wigc leukotrieny cysteinylowe wytonity si jako gtdbwne mediatory
W patogenezie astmy aspirynowe;.

W innej postaci nadwediwosci na aspirya — u chorych reaguagych pokrzywly
i(lub) obrzkiem naczynioruchowym - stwierdzono rowhiewickszone wydalanie
LTE4 z moczem w warunkach podstawowych i po doustny§uideprowokacyjnym
z ASA w stosunku do os6b zdrowych oraz chorych maewlekh pokrzywlke
idiopatyczn, dobrze toleruyjcych aspiryn [60]. Wykazano, 4 leukotrieny cysteinylowe
odgrywap tez role w innych, oprécz astmy oskrzelowej, procesachgaenych, m.in.
w zaostrzeniu atopowego zapalenia skory [1].

Po sklonowaniu receptorow dla leukotriendw cystieiwych - cysLT1 i cysLT2
- zwrécono uwag na ich rot w patogenezie nadwidwosci na ASA [54,120].
Wykazano, ze leukocyty sluzowki nosa chorych na AIA z nigtem nosa i zatok
przynosowych wykazaj nadmiera ekspresj receptora cysLT1 w porownaniu
z osobami niewrdiwymi na ASA. Nie wykazano takiej zaleosci w odniesieniu do
receptoréw cysLT2 [14]. Zwracaesiez uwag na maliwy udziat polimorfizméw
genéw dla receptorow cysteinylowych w patogenezdtmg z nadwrdiwoscia na

aspiryre [75].

1.7.3. Prostanoidy

Juz w latach 30. XX wieku dwaj badacze, Von Euler ildbtatt, niezalenie od
siebie wykryli w ptynie nasiennym substan&urczica pasek wyizolowanego rsnia
macicy [132]. Substancja ta wstrzyki@ daylnie zwierztom laboratoryjnym
wykazywata dziatanie hipotensyjne.

W 1957 roku Bergstrom i Sjévall wyosobnili z ptymasiennego substancje
lipidowe zawierajce piebcien cyklopentanowy. Substarcjlepiej rozpuszczaln
w eterze etylowym nazwano prostaglanglyp (PGE), a w buforze fosforanowym —
prostaglandym F (PGF). W 1964 roku stwierdzonae prostaglandyny (PGs)as

syntetyzowane w organizmie z tzw. wielonienasycbnyonvaséw ttuszczowych
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[99,132]. Wielonienasycone kwasy tluszczowe, jalkagvinolenowy, g przetwarzane

w watrobie do kwasu dihomgHinolenowego, a ten do kwasu arachidonowego
(arachidonic acid— AA). Z kwasu dihomogrlinolenowego powstaj prostaglandyny
monoenowe (PGf, z kwasu arachidonowego - dienowe (BGH.udzie stosujcy
przecttna diett europejsk wytwarzap w swoich tkankach prawie wagdznie
prostaglandyny dienowe, ktore wywadsic z kwasu arachidonowego [132].

Kwas arachidonowy jest substratem dla syntazy agtethdyny G/H, oZciej
nazywane] cyklooksygenaz (COX). Enzym ten wykazuje aktywfd
cyklooksygenazow i peroksydazow [114,132]. Katalizuje on powstanie cyklicznych
wewrgtrznych nadtlenkéw prostaglandynowych (PGG PGH). Sa one bardzo
nietrwate i fatwo ulegajrozpadowi do kwasu tluszczowego i dialdehydu mahego,

o ile wczdniej nie zostam przeksztalcone przez tkankowo swoiste izomerazy
(syntetazy) do prostanoidow: tromboksanow (w plgtkakrwi), prostacykliny
(w srodbtonku nacziy) i prostaglandyn (w pozostatych tkankach) [114].

Prostaglandyny nie asmagazynowane w organizmie. Twarsic w miar
potrzebex tempore znikajp w bardzo krotkim czasie po wykonaniu swego zadania
[132]. W wielu komoérkach znajduje ¢siuktad enzymatyczny unieczynniay
prostaglandyny. Wksza¢ prostaglandyn jest rozktadana w prawie 90-95% pasic
jednego pasal przez ptuca [85]. Tylko niewielkie iai, ktére unikrty rozktadu
w krazeniu ptucnym, s metabolizowane w utrobie i nerkach. Produkty tego
metabolizmu wydalaneagtoéwnie z moczem [67,132].

Dla bada nad systemow produkcy prostaglandyn jest viae oznaczanie ich
metabolitow w moczu [67,97]. Oznaczanie maciergystewiazku prostaglandyn
w réznych materiatach biologicznych jest esto zaktdcone przez generadiych
czasteczekex vivq np. przy pobieraniu krwi dochodzi do aktywacjytek i innych
komorek zdolnych do produkcji eikozanoidow [67,B2L Uszkodzenie, zwykie
nackcie czy nawet dotkrcie tkanki izolowanej prowadzi do zgikiszenia zawartwi
prostaglandyn. 3& zastosowana metoda pobierania probek wywotugzwa zapalny,
mozna st spodziewa wickszego ni normalnie sfzenia eikozanoidéw w oznaczeniach
[67,132].
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1.7.4. Prostaglandyna k&

Prostaglandyg E, odkryto, jako jeda z pierwszych, ja w latach 40. ubiegtego
wieku, a jej struktuy chemiczia ustalono w latach 60. [27,99,132]. PGQtowstaje na
drodze przemiany kwasu arachidonowego pod wptywedX CNajpierw tworza sie
cykliczne wewntrzne nadtlenki PG&H,, ktére nasipnie ulegaj dziataniu syntazy
PGE. W komorce istnigj dwie formy syntazy PGE- blonowa i cytozolowa [99].
Btonowa syntaza PGHest czynnéciowo zwhzana z COX-2 — odpowiada za proces
zapalny i opéniona syntez PGE, [66]. Cytozolowa syntaza PGEalezna od COX-1,
odgrywa ro¢ w natychmiastowej syntezie PgEutrzymaniu homeostazy tkankowe]
[121].

PGE dziata przez cztery receptory: EP1, EP2, EP3 i,E®4determinuje jej
réznorodne funkcje w procesach fizjologicznych i pegotogicznych [20,68].
Receptory te, zwzane z biatkiem G, zimne g z siedmiu domen tkwcych w btonie
komoérkowej. Kady z tych receptorow kodowany jest przez oddziegjay, a receptor
EP3 wystpuje w kilku wariantach wynikagych z odmiennego sktadania mRNA dla
tego receptora [20,68].

Pobudzenie receptorow EP2 i EP4ie st ze wzrostem gtenia cyklicznego
adenozynomonofosforanu (CAMP) a $0 tzw. ,receptory rozkurczowe”. Aktywacja
receptora EP3 zwanego ,hampym” powoduje zmniejszenie cAMP. Dzialanie na
receptor EP1, ktoremu przypisuje $ol¢ ,skurczows”, prowadzi do wzrostu wapnia
wewnatrzkomorkowego [27]. Reltych receptorow badano na modelach zwieyeh,
gtéwnie u myszy pozbawionych gendéw dla poszczegdingeceptorow(,knock-out
mic€) [68]. Wykazano znaczenie receptorow EP1 roznuesmych na komorkach
nerwowych nerwow rdzeniowych w odczuwaniu bolu ga@nego z zapaleniem.
Receptory EP2 zlokalizowana sa komorkach mekni gtadkich nacziy krwionasnych
I oskrzeli oraz wzenskim ukfadzie rozrodczym. Przez te receptory pgilatadyna k&
rozkurcza mgsnie gtadkie oskrzeli i nacay krwionasnych oraz bierze udziat
w dojrzewaniu komorki jajowej i owulacji. Ponadtétyvacja receptora EP2 przez
PGE wptywa na zahamowanie degranulacji komorek tuclanj@8]. Receptory EP3
zlokalizowane s prawdopodobnie w spodkowym uktadzie nerwowym i uczestricz
w powstawaniu gaczki w odpowiedzi na pirogeny [68]. Wykazano zakrok tych
receptorow w supresji zapalenia alergicznego [REceptory EP4 zlokalizowane na

osteoklastach odgrywajole w resorpcji kdéci [68].
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Znaczenie poszczegoélnych receptoréw PGz ich doktadna dystrybucja komorkowa
u ludzi wchz pozostaj przedmiotem badg[38,51,74,131].

PGE, powstaje w diych ilosciach w miejscach, gdzie toczy sstan zapalny
I posredniczy w powstawaniu wielu cech zapalenia. Sihoeszerza naczynia i dziata
synergistycznie z innymi mediatorami i chemotaksynanasilajc przepuszczalr$éd
mikronaczy: i prowadac do obrzku [27]. Proces ten w warunkach stanu zapalnego
odbywa st gtownie przy udziale indukowanej COX-2, ktora ptays w r&nych
typach komérek pod wptywem m.in. czynnika transksgpego NFkB [4,42]. PGR
odpowiada za wzrost temperatury, azeakwiksza wraliwos¢ na bél obwodowych
zakaiczen nerwowych zlokalizowanycKrodskornie. Oprécz wkgiwosci zapalnych
opisywano take jej rok immunomodulacyjs. Odgrywa ona bowiem znaczenie
W ustpowaniu procesu zapalnego [99].

U osob zdrowych podanie nieselektywnego inhibit@@X (ibuprofenu), jak
I selektywnego inhibitora COX-2 (rofekoksybu) pralgado podobnego zmniejszenia
stezenia PGE w moczu, co wskazywatlobye za produke) PGE in vivo odpowiada
gtéwnie COX-2 [67]. U 0s6b zdrowych ogodlnoustrojopradukcja PGE (okreslana na
podstawie wydalania z moczem jej metabolitu - kw&l5-diketo-1&-hydroksy-
2,3,4,5-tetranor-prostano -1,20 dikarboksylowegs} pwukrotnie wiksza u mgzczyzn
niz u kobiet [67].

1.7.5. Metabolizm PGE

Podobnie jak wiksza¢ prostaglandyn, PGEulega szybkiej degradacji (co
utrudnia maliwosci jej oznaczania). Czas biologicznego poéttrwan@ER w ukladzie
krazenia wynosi 30 sekund, a prawidiowezsiie - 3-12 pg/ml osocza krwi [19].
Udowodniono, 2 metabolizm PGE odbywa st dwustopniowo. Najpierw PGE
przenika przez btan komorkows do cytoplazmy, a naginie podlega oksydacji
wewnmntrz komoérki [96]. Transport do komorki wymaga blaleosnikowych, poniewa
prostaglandyny stabo dyfunduprzez btony komérkowe. Transport ten jest czyreriki
wplywajacym na tempo inaktywacji PGE[96]. Gtowne néniki PGE to PGT
(prostaglandin transporter- transporter prostaglandyn zwany #akmatrin) oraz
wieloswoisty transporter anionéw organicznychmu(tispecific organic anion
transporter— MOAT) [35]. Zahamowanie transportu dokomérkowexn przez réne

leki, w tym indometacy®y hamuje katabolizm PGH5]. Cytokiny prozapalne mag
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wplywat na dziatanie prostaglandyn przez koordynowanieyvakdsci enzymow
katalizupcych zaréwno syntezjak i katabolizm prostaglandyn [65].

Wewmtrz  komérki PGE podlega dziataniu  dehydrogenazy  15-
hydroksyprostaglandynowej (15-PGDH). Ngmtje utlenienie grupy hydroksylowej
przy weglu C-15 i utworzenie w tym miejscu grupy karborwé (ketonowej =C=0).
Powstaly zwazek, 15-keto-PGE jest nieaktywny biologicznie i nietrwaty. Ulega on
dalszej przemianie, polegapj na uwodornieniu przy udziale 15-keto-prostagyeno-
A%reduktazy do 13,14-dihydro-15-keto-prostaglandypyriazywanej w skrécie PGE
M (rys. 2) [31].

Rys. 2.  Metabolit 13,14-dihydro-15-keto-PGEPGE-M)

Badania wykazatyze poziom tego metabolitu u zdrowego cztowieka wcasovynosi
20-50 pg/ml [95]. Wagl tego zwazku, j&li chodzi o ilgsciowe oznaczanie, jest jego
szybka degradacja, bowiem jego okres poéttrwaniaosiy® minut [95,132]. 13,14-
dihydro-15-keto-prostaglandyna Hlega nie tylko reakcjom z udzialem enzymodw, ale
takze przemianom nieenzymatycznym [19]. W przemiangch bdgrywaj role takie
czynniki, jak pHsrodowiska, temperatura czy obeé&dnnych substancji, na przyktad
biatka - albuminy. W&rodowisku o pH réwnym 7 lub zklbnym do tej wartéci oraz
kwasnym i bez obecni@i w nim albuminy, nagpuje dehydratacja (odszczepienie
czasteczki wody) i powstaje nietrwaty metabolit, 13difiydro-15-keto-prostaglandyna
A, [19]. W roztworach alkalicznych lub oletpych (ale zawieragych albumir, ktora
jest katalizatorem reakcji) 13,14-dihydro-15-ket@H3} ulega szybko spontanicznej
cyklizacji do 11-deoksy-13,14-dihydro-15-ketopll6s-cyklo-prostaglandyny E
(bicyklo-PGE) [19,26,39]. Metabolit bicyklo-PGE jest zwhzkiem trwatym
chemicznie, a wveic wygodnym do iléciowego oznaczania. Zmiana jegezsnia bardzo
dobrze odzwierciedla zmiampoziomu samej PGEv organizmie [26].

Kolejna droga przemiany 13,14-dihydro-15-keto-prostaglandyny sk reakcje

B- i - oksydacji. Prowadgzone do powstania zazkow o coraz krétszych dagauchach
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bocznych: dinor-, trinor-, i tertranor-metabolité&wiazki te s wydalane z moczem
[97]. Kwas 9,15-diketo-1d-hydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20 dikarbddsy
(tetranor-PGE-M) - to gtéwny metabolit prostaglagys (rys. 3)[97].

Rys. 3.  Stabilny metabolit PGE- tetranor- PGE-M

Osoby zdrowe wydalaj z moczem 7-45ug tego zwizku w cagu doby.
Metabolit ten jest trwaly i jest uwany za marker biosyntezy P&E97]. Schemat

metabolizmu PGEprzedstawia rysunek (rys. 4).
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1.7.6.PGE, w astmie oskrzelowej

PGE jest prostaglandynwytwarzan w najwikszych ilgciach w ukfadzie
oddechowym. Produkajja komorki nabtonka, nggni gtadkich, fibroblasty, eozynofile,
makrofagi i komérki dendrytyczne [53,84].

Prostaglandyna ta w ukiadzie oddechowym wykazujetalzie rozszerzage
oskrzela, tote od dawna znajdujesiv centrum uwagi badaczy zajmaych sg astma,
upatrupcych patomechanizm astmy oskrzelowej w zaburzenr@emowagi m¢dzy
substancjami rozszeraaymi i kurczacymi oskrzela [76].

Wyniki dotychczasowych bada nad roh PGE w patogenezie astmy
oskrzelowej nie g jednoznaczne. Z jednej strony z uwagi na jej ppaiae dziatanie
mogtaby ona odgrywarole w procesie zapalenia astmatycznego [27]. Z driggiepy -
wykazano jej ochronne dziatanie na boel stymulujce skurcz oskrzeli [22,61,77,78,
100,109]. Ranice te by moze naley rozpatryw& przez pryzmat receptorowego
dziatania PGE

W szczegolnéci PGE wydaje s¢ odgrywa istotra role w astmie aspirynowe.
Po zablokowaniu COX przez aspirysizenie tej prostaglandyny najprawdopodobniej
obniza sk, co powoduje niedob6r mediatora o dziataniu rozsggym oskrzela na
korzys¢ substancji kurccych mesnie gtadkie oskrzeli [117]. Ale to samo zjawisko
powinno zachodzi u chorych na astenz dobg tolerancy aspiryny. Dlaczego wc

w tej grupie nie obserwujecsieakcji nadwraliwosci po zayciu ASA?

Rola ochronna PGE w astmie oskrzelowej

Wykazano, 1 PGE podana w inhalacji zmniejsza lub zapobiega skwiczo
oskrzeli indukowanemu alergenem [22,78], wysitkidinycznym [61] i aspirya
[100,109]. W przypadku prowokacji aspigyru chorych na AIA inhalacja PGE
zapobiega wysgpieniu charakterystycznego wzrostgzsiia cys-LTs w moczu [100].

W badaniu in vitro wzrost wydzielania cys-LTs przez leukocyty krwi
obwodowej od chorych na AIA po stymulacji aspuynlegat zahamowaniu pod
wptywem PGE [10].

Wykazano rownig, iz PGE hamuje proliferag miocytow i aktywneéé
fibroblastéw, uwalnianie acetylocholiny z zakaer nerwowych [100] i tlenku azotu
z komorek zawierapych indukowaa syntaz tlenku azotu [40], dzki czemu
moduluje napicie misni gtadkich oskrzeli zaréwno osob zdrowych, jakhboych na

astne oskrzelow. Ponadto PGEostabia aktywagj komoérek zapalnych - ma zdokto
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hamowania degranulacji mastocytow i eozynofiléw ][28az dziata hamago na
syntez cys-LTs [46,122].

Produkcja PGE w oskrzelach w astmie aspirynowej

W badaniach nad miejscawoskrzelow) produkcy eikozanoidow w astmie
aspirynowej wykazanaze w poptuczynach oskrzelow@gherzykowych podstawowy
poziom PGE byt znamiennie wiszy u chorych na AIA w poroéwnaniu z ATA [102].
Po inhalacji aspiryny lizynowej u chorych na ast@spirynow dochodzito do istotnego
zmniejszenia stenia PGE w BAL-u w poréwnaniu ze sgteniami podstawowymi
[102]. W kolejnych badaniach w poptuczynach oslowa-pzcherzykowych nie
stwierdzono jednak emic w podstawowych steniach PGE miedzy grupami AIA
i ATA. Po dooskrzelowym podaniu aspirynycstnie PGk w BAL-u obnizato sk
znamiennie w obu grupach [114].

W plwocinie indukowanej nie stwierdzonozrdc migdzy grupami AlA i ATA
w zakresie podstawowychesen PGE [33], jakkolwiek u chorych na astnoskrzelova
(bez rozranienia na grupy AlA i ATA) sizenie PGE w plwocinie indukowanej byto
wieksze nk u 0s6b zdrowychdcisle korelowato z eozynofii bezwzgédna i stezeniem
ECP €osinophilic cationic protein eozynofilowe biatko kationowe) [87].

W badaniach kondensatu powietrza wydechowego nigersizono ranic
miedzy grupami AIA i ATA w zakresie sten PGE w warunkach podstawowych
[2,90] ani po técie prowokacyjnym z aspirgf90].

W hodowli fibroblastow oskrzeli od chorych na AIATA i zdrowych oséb nie
byto réznic migdzy grupami w podstawowym uwalnianiu PGpRrzez te komorki.
W odpowiedzi na batte zapalne fibroblasty od os6b zdrowych znaczriiek¢dtnie)
zwickszaly produkej PGE. Ta sama reakcja u chorych na ATA miata nieco anee
nasilenie (wzrost 16-krotny), a u chorych na AlApodied: na bodce zapalne byta
najstabsza (wzrost 4-krotny) [84].

PGE, w gornych drogach oddechowych w nadlievosci na aspiryre

Poszukuic wyjasnienia roli PGE u chorych z nadwegdiwoscia na aspiryn,
badano take zjawiska zachodze w goérnych drogach oddechowych, ktére jak si
obecnie uwza, stanowg continuumz dolnymi drogami oddechowymi [106].

W plynie z ptukania jamy nosowej, zarbwno w grupid\, jak i ATA, stezenie

PGE znamiennie obaato sk po podaniu aspiryny miejscowo w postaci roztworu
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aspiryny lizynowej wstrzykiwanego do badanego neadB3]. Podobnie po doustnym
tescie prowokacyjnym z aspirynsiezenie PGE obnizato sk w poptuczynach z jamy
nosowej, zarbwno u chorych na astaspirynowd, jak i u chorych na astndobrze
tolerujacych aspiryr [17].

Komérki nabtonka polipdbw nosa od chorych na astnoskrzelovd
z nadwraliwoscia na ASA skojarzom z niezytem nosa produkowatly mniej PGE
w poréwnaniu z grup chorych na ATA i przewlekty nig/t nosa. Po stymulacji tych
komorek aspirym w przypadku nadwediwosci na ASA spadek generacji P@hByt
wigkszy niz w hodowli komérek pochodzych od chorych z grupy ATA [43].

Podobne wyniki przyniosto badanie biopéjizowki nosa i zatok od chorych
z nadwraliwoscia na ASA - stwierdzono zmniejszony poziom MRNA COX-2
I stezenia PGE w poréwnaniu z chorymi z nigtem nosa bez nadwtavosci na ASA
[81]. ROwniez w btonie sluzowej operacyjnie usugtych polipéw nosa od chorych na
AlA stwierdzono znacznie mniejgsekspresj COX-2 w poréwnaniu z ATA [82].

Produkcja PGE przez komorki krwi obwodowej w astmie aspirynowej

Pojedyncze obserwacje dotyce zwetkszonego uwalniania PGEprzez
leukocyty krwi obwodowej w AIA [25] nie zostaly peierdzone w innych badaniach
[124]. W badaniu komérek krwi obwodowejagknie monocytow, limfocytow
i leukocytow) od chorych na AIA w warunkach podstawych okazato si iz
produkup one wecej cys-LTs i mniej PGEniz w przypadku ATA. Po prowokacji
aspiryrp w grupie AlA nastipowat znaczny wzrost uwalniania cys-LTs, bez zmian
w uwalnianiu PGE podczas gdy w komarkach z grupy ATA znacznemuiejszeniu
uwalniania PGEnie towarzyszyhzadne zmiany w zakresie cysLTs [94].

Z kolei komorki dendrytyczne uzyskane z krwi obwadp chorych na asten
oskrzelow (bez rozrénienia na AlA i ATA) produky wiccej PGER w poréwnaniu
z osobami zdrowymi [53].

Rola receptorow dla PGEw astmie aspirynowej

Poszukujc wyttumaczenia zjawisk zachagzch w astmie aspirynowe;j
w ostatnich latach zwrécono uwaga receptory dla PGEZauwaono,ze w bioptatach
btony sluzowej nosa uzyskanych od chorych nazyienosa z nadwrdiwoscia na
aspiryre odsetek komérek zapalnych - neutrofili, mastocytéazynofili i limfocytow

T - wykazupcych ekspresgj receptora dla PGEtypu EP2 jest istotnie mniejszy
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w poréwnaniu z chorymi na nigt nosa bez nadwibwosci na aspiryn [131].
Receptor ten mediuje przeciwzapalne dziatanie paghsbhdyny &

Jinnai i wsp. przebadali 370 polimorfizméw pojedyego nukleotydu w 63
genach kandydackich od 198 chorych na asaspirynow. Stwierdzili oni czstsze
wystepowanie polimorfizmu uS5 w rejonie regulatorowymngereceptora dla PGE
typu EP2 [37]. Badacze wskazpjz wyskpowanie tego polimorfizmu u egci chorych
na AlA jest odpowiedzialne za zmniejszenie ekspresjeptora EP2 na mastocytach,
eozynofilach i makrofagach w porownaniu z osobanewgkazupcymi tego
polimorfizmu. To z kolei mogtoby si przyczynig do supresji przeciwzapalnego

I bronchoprotekcyjnego dziatania P&GEchorych na AlA.

Zaburzenia réwnowagi ngdzy synteg i katabolizmem PGEw astmie oskrzelowej
Niedawno pojawity si sugestie,z u podi@a patofizjologii astmy oskrzelowej
mogn tez leze¢ zaburzenia réwnowagi mudzy aktywndcia enzymow
odpowiedzialnych za syntezPGE, (syntaz PGE a enzymami zwizanymi z jej
katabolizmem w ptucach (dehydrogenaza 15-hydrokstpglandynowa - 15-PGDH)
[123]. Wykazano,ze stymulacja przez IL-13 komorek nabtonka oskrzélorych na
astng wywotuje zmniejszenie ekspresji indukowanej btoepsyntazy PGE. IL-13 jest
jedm z interleukin produkowanych przez limfocyty ;I komorki silnie zaangawane
w rozwo0j zapalenia alergicznego. Jedndome stymulacja 4 interleukirp komorek
nabtonka oskrzeli wywotywata wzrost ekspresji 15BRGw poréwnaniu z osobami
zdrowymi [123]. Konsekwengijtych zmian w ekspresji enzymow odpowiedzialnych za
syntez i rozklad PGE mogtoby by zmniejszenie poziomu tej prostaglandyny

w drogach oddechowych u chorych na astrskrzelovs.
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2. Zatazenia pracy

Dotychczas w patogenezie astmy aspirynowej bezgporpozostaje fakt
wigkszego nt w astmie z dolar tolerancy aspiryny wydalania leukotrienow
cysteinylowych z moczem w warunkach podstawowy@z evzrost wydalania cys-LTs
po prowokacji aspirymn

W oparciu o hipotezy oraz dotychczasowe wyniki Barnaickszona produkcja
cys-LTs po podaniu aspiryny u chorych na AIA mogtalkynika¢ z zablokowania
COX-1 przez aspiryg) co w konsekwencji powodowatoby zmniejszenie nieGE.
Niedobor tej prostaglandyny przyczyniatby sio utatwienia czy te odblokowania
syntezy cys-LTs przez 5-LO.

Dotychczasowe badania dotyce produkcji PGEw astmie z nadwidiwoscia
na aspiryn skupialy s¢ raczej na okrdeniu jej miejscowej produkcji. Oznaczang |
w poptuczynach oskrzelowoepherzykowych [102,114], poptuczynach z nosa [17,83]
plwocinie indukowanej [33] i kondensacie powietizpdechowego [2,90]. Oznaczano
ja takze w bioptatach bton§luzowej nosa i zatok przynosowych [81] oraz polipdesa
u chorych z nigytem nosa w przebiegu nadwiigosci na aspiryn [43].

Interesujce, w kontekcie istniejcych hipotez oraz dotychczasowych wynikow
bada, byloby poznanie ogdélnoustrojowej produkcji pragéamdyny B u chorych na
astne oskrzelow, a szczegolnie chorych na astmaspirynow. Ciekawe bytoby te
ustalenie, jak na ogolnoustrojawprodukcg PGE u tych chorych wplywa Zgcie
aspiryny. Uwaa sk, ze o0 systemowej produkcji PGEwiadcz jej] metabolity
wydalane z moczem [8,67,97]. Dotychczas nigdy nm@wadzono iléciowych
oznaczé produktéw metabolizmu PGE~v moczu u chorych na asgnoskrzelova.
Prace nad tym zagadnieniem od niedawna prowadzene § Katedrze Chordb
Wewrgtrznych CM UJ w Krakowie [57].

Badanie ogdlnoustrojowej produkcji P&Ena podstawie wydalania jej
metabolitbw z moczem jest tematem niniejszej prasnne byloby tale uzyskanie
odpowiedzi na pytanie, czy auizy systemow produkcy leukotriendw cysteinylowych

a systemow produkcyj PGE, zachodzi jakd zwiazek.
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3. Cele badania

1. Poréwnanie wydalania z moczem gtéwnych metabwliprostaglandyny £ 13,14-
dihydro-15-keto PGE (PGE-M) i kwasu 9,15-diketo-1d-hydroksy-2,3,4,5-tetranor-
prostano-1,20-dikarboksylowego (tetranor-PGE-M) wwodh grupach chorych na
astne: z nadwraliwoscia | bez nadwraiwosci na aspirya w warunkach
podstawowych oraz po prowokacji aspuyr{nieselektywnym inhibitorem COX)
I celekoksybem (selektywnym inhibitorem COX-2).

2. Ustalenie zwizku pomedzy ogolnoustrojow produkcp PGE (okreslana na
podstawie wydalania jej metabolitbw z moczem) a llogdstrojova produkcy
leukotrienow cysteinylowych (okélana na podstawie ich wydalania z moczem)
u chorych na astemaspirynowt i chorych na astqz dobg tolerancy aspiryny.

3. Proba przybkienia odpowiedzi na pytanie: jakole w astmie z nadwegdiwoscia ha

aspiryre odgrywa PGE?
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4. Materiaty i metody

Badanie sktadato sz dwdch etapow.
Etap | polegat na przeprowadzeniu doustnego tesiwgkacyjnego z wzrastgjymi
dawkami aspiryny oraz testu prowokacyjnego z jednong dawky celekoksybu
w dwéch grupach chorych na astwskrzelowd: z nadwraliwoscia na aspiryr i dobri
tolerancy aspiryny. Etap Il polegat na wykluczeniu lub pavdzeniu wptywu rénych
dawek aspiryny na wydalanie metabolitow B@Enoczem.
W | etapie u chorych na asthaspirynows reakcja nadwrdiwosci wyshpita po
réznych dawkach kumulacyjnych aspiryny (w tym u 9 globrpo dawce kumulacyjnej
188 mg), natomiast wszyscy chorzy na astndoby tolerancy aspiryny otrzymali
aspiryrg w dawce kumulacyjnej 500 mg. Dlatego w Il etapi@¢@ichorych na asin
dobrze tolerujcych aspiryq przeprowadzono test prowokacyjny z aspirglo dawki
kumulacyjnej 188 mg.

4.1. Etap | — charakterystyka badanych

W | etapie badanie zostato przeprowadzone u 34ychana astry oskrzelovy
rekrutowanych z Poradni Przyklinicznej Kliniki Pudmologii 1l Katedry Choréb
Wewrgtrznych CM UJ w Krakowie. 17 os6b stanowili chonzg astm aspirynov,
ktora zostata rozpoznana na podstawie dodatniegoikwy doustnego testu
prowokacyjnego z aspirgrwykonanego w aigu dwoéch ostatnich lat przed badaniem.
17 oséb stanowili chorzy na astm ujemnym wywiadem w kierunku nadwvliavosci
na aspiryr. Chorzy ci zaywali aspiryre lub inne NSLPZ w @igu ostatnich 6 miesty
bez zadnych dziala niepaiadanych. Grupy chorych na asimaspirynova (AIA)
i chorych na astgiz dobg tolerancy aspiryny (ATA) nie ranity si¢ pod wzgédem
parametréow demograficznych oraz parametrow Klinjchn spirometrycznych
i laboratoryjnych (czasu trwania astmy, dawki kkdsteroidébw wziewnych,
podstawowej wartei FEV; w kazdym dniu badania, eozynofilii bezwzghej, IgE
catkowitego w surowicy, dodatnich testow skérnydkie byto r&nic miedzy grupami
rowniez w zakresie czasu trwania astmy dredniej dawki stosowanych
kortykosteroidoéw wziewnych. Nikt z chorych niezgevat steroidow doustnych.
Charakterystyk grup przedstawia tabela (tab.1).
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Tabelal. Kliniczna charakterystyka chorych biagych udziat
w pierwszym etapie badania.
CHARAKTERYSTYKA AIA ATA p
Liczba chorych 17 17
Wiek 42,1+13,8 44,511,3 0.50
(lata) 41 (31-53) 44 (37-53) ’
Plet Q13 9/8 13/4 0,28
Czas trwania astmy 8,0t7,7 11,59,9 022
(lata) 5 (2-10) 8 (3-20) ’
Dawka steroidow 1622777,5 1412,5%846,9 014
wziewnych (1g/d) 1600 (1000-1600) 1000 (800-1600) ’
FEV; w dniu placebo 90,4t10,7 91,+11,9 0.68
(% wartdci naleznej) 94,8 (82,5-98,1) 91,5 (81,5-98,9) ’
FEV; w dniu aspiryny 91,6:11,2 94,1+12.0 071
(% wartdici naleznej) 93,9 (85,3-99,8) 94,0 (81,9-100,2) ’
FEV; w dniu celekoksybu 89,4+9,8 90,6t13,7 0.85
(% wartaci naleznej) 90,2 (84,1-93,6) 92,0 (78,0-95,7) ’
IgE catkowite (1U/ml) 195,4:239,9 157,195, 0,58
157 (47,4-226) 69,8 (39,9-152)
Testy skorne (+/-) 8/6 8/7 0,99
Eozynofilia bezwzgidna 433,4t342,8 359,3254,2 0.68
(1/mn) 371 (159-669) 312(175-378) ’

Wyniki przedstawiono jakéredni +odchylenie standardowe. Pa@j podano median
oraz dolny i gorny kwartyl (w nawiasach).
AlA — chorzy na astmz nadwraliwoscia na aspiryn. ATA — chorzy na astmz dobg

tolerancy aspiryny.

Grupe kontrolra stanowili zdrowi, rekrutowani sgd pracownikow |l Katedry
Choréb Wewngtrznych CM UJ w Krakowie i studentow medycyny. Bytyosoby bez
chorob atopowych, pokrzywki i astmy w wywiadzie bdze tolerugcy aspiryr i inne
niesteroidowe leki przeciwzapalne. Rutynowe baddekarskie nie wykazaty u nich
odchyles od normy. Grupa ta siyta do porOwnania podstawowego wydalania
metabolitow PGEi LTE; z moczem. Przez przynajmniej 14 dni przed rozgaem
bada zdrowi nie zaywali zadnych lekéw, w tym réwnie aspiryny
I innych NSLPZ, hamuagych cyklooksygenaz

Wszystkie osoby, ktére braty udziat w badaniachagity pisema swiadonma
zgottk na badania i zapoznatyesz ich celem i zalzeniami. Projekt badania zostat
zatwierdzony przez Komigj Bioetyczra Uniwersytetu Jagielltskiego, nr zgody

KBET/147/B/2005.
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Kryteria wigczenia do badania:

Wiek 18-70 lat.
Rozpoznana astma oskrzelowa wg kryteribw zgodnycahigdzynarodowymi
wytycznymi Global Initiative for Asthma GINA 2005) [24].

Dobra kontrola astmy w gjju ostatniego miesgta.

Kryteria wykluczagce:

FEV; ponizej 70% wartéci naleznej w dniu badania.

Spadek FEY=15% podczas proby z placebo.

Wystepowanie zaostrzenia i(lub) hospitalizacja wigti ostatnich 3 miesty
przed rekrutagj

Stosowanie kortykosteroidow systemowych wgai ostatnich 4 tygodni przed
badaniem.

Choroba wrzodowaotadka lub dwunastnicy: czynna lub w wywiadzie.

Inne niz astma choroby dolnych drog oddechowych.

Inne ckzkie choroby przewlekie np. uktadu akenia, cukrzyca, choroby
nowotworowe, choroby nerek, uktadu pokarmowego.

Chorzy, u ktérych wyspowaty gwattowne lub niebezpieczne digia reakcje
po NSLPZ: obrzk naczynioruchowy, zesp6t Stevensa-Jonsona, zesmiia,
wstrzas anafilaktyczny.

Ciaza, laktacja.

Dodatkowo: nadiywanie alkoholu, stosowanigodkéw odurzajcych, czynne
i bierne palenie papieroséw.

W czasie trwania badania: trudeo w sprostaniu wymaganiom protokotu,

wycofanie zgody na kontynugdpadania.
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4.2. Etap | — opis badania

Badanie przeprowadzono mefodoojedynczo $lepej proby kontrolowanej
placebo. Badanie polegato na wykonaniu doustnegf fgrowokacyjnego z aspiryn
i celekoksybem w odgpie siedmiodniowym. Doustny test prowokacyjny ziasm

wykonano w czasie 2 kolejnych dni. Plan badaniagstawia rysunek (rys.5).

ASPIRYNA

R |

o & S NRERERE o

1. dzien 2. dzien 8. dzien

Rys. 5. Plan badania — etap |

Chorzy zostali poinformowani o konieczwd odstawienia lekow przed
badaniem: dtugo dziakggych -mimetykdw - na 24 godziny, krotko dziataych (3.-
mimetykéw - na 6 godzin, bromku ipratropium — na@&lzin, blokeréw receptorow
leukotrienowych (montelukast, zafirlukast) - narb, deofiliny o powolnym uwalnianiu
- na 24 godziny, krotko dziatgjych lekdw przeciwhistaminowych - na 5 dni, a diugo
dziatapcych lekéw przeciwhistaminowych - na czas ich dma farmakologicznego.
Chorzy mogli przyjmowa steroidy wziewne w dawce nie aiszej ni 2000 pg
budezonidu na dab

W pierwszym dniu badania chorzy przyjmowali doustplacebo w sposob
identyczny jak aspiryy W drugim dniu badania chorym podawano doustnperas:
we wzrastajcych dawkach co 1,5 godziny do dawki kumulacyjr@) sng. Po tygodniu
przerwy u chorych przeprowadzano doustny test pkaeygny z jednorazow dawky
celekoksybu (400 mg). W kdym dniu przed przyspieniem do badania chorzy byli
oceniani pod &em stabilnéci astmy oskrzelowej (na podstawie wywiadu doigeno
objawéw klinicznych i przyjmowanych lekow oraz bada przedmiotowego), jak
rowniez spetniania kryteriow wiczenia Rdz kryteriow wykluczagcych (m.in. na
podstawie badania spirometrycznego).

Badanie lekarskie przeprowadzonozakv chwili zakaczenia proby i(lub) wysgpienia

reakcji oraz w eigu széciu godzin od momentu wygiieniu reakcji klinicznej.
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Doustny test prowokacyjny z aspiyn

Test doustny z aspirynprzeprowadzono wedtug zmodyfikowane] metody
opisanej przez MNankowslk i wsp. z zastosowaniem pojedyncztepej préby
z placebo, w a@igu dwoch kolejnych dni [71].
W pierwszym dniu badania w celu wyeliminowania zeju niestabilnéci drog
oddechowych chorym podawano placebo - cztery k&psot 1,5 godziny. W drugim
dniu badania kolejne wzrasiag w postpie geometrycznym dawki aspiryny (27, 44,
117 i 312 mg) podawano podobnie jak placebo, co dgoBziny do osigniccia
kumulacyjnej dawki 500 mg (tab. 2). Aspiryna i @ho miaty posta identycznych
kapsutek.

Tabela 2. Schemat doustnego testu prowokacyjnego z asp(stap I).

Godzina | Dziei 1 Dai@
dawka aspiryny (mg) dawka kumulacyjna aspiryny (mg
8.00 placebo 27 (27)
9.30 placebo 44 (71)
11.00 placebo 117 (188)
12.30 placebo 312 (500)

Podczas trwania testow prowokacyjnych chorych amiea obserwowano pod
katem pojawiania si nastpujacych objawow: drapania w gardle, kas&wjszczcego
oddechu, duszroi, wydzieliny i(lub) blokady nosa, tzawienia ocabrzku spojowek,
obrzku warg i twarzy, a tate nudndci, wymiotow, bolu w klatce piersiowej, bolu
brzucha i bélu gtowy. Pr@bz placebo przerywano, gdy wyptty wahania w kolejnych
pomiarach FEY o >15% wiadczylo to o niestabilrsgi oskrzeli), a chorego
wykluczano z dalszej ¢%ci badania. PrGpz aspirym przerywano, gdy spadek FEV
wyniost przynajmniej 20% w stosunku do wadrdiowyjsciowej (préba dodatnia) lub 1,5
godziny po podaniu ostatniej dawki aspiryny (konméby — tzw. czas ,07"), czyli
w momencie oggniccia dawki kumulacyjnej aspiryny 500 mg. Dawkumulacyjra
aspiryny, przy ktorej wyspit spadek FEY o 20% okrélano jako dawlk prowokacyja

(provocation dose PDy).
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W razie wysipienia intensywnych objawéw  oskrzelowych lub
pozaoskrzelowych stosowano leczenie objawowe, erolasg wydtuzano do 24 lub 48
godzin. Kady chory w dniu testu prowokacyjnego z asparyt hospitalizowany.
Pomiary wartéci FEV; wykonywano wy§ciowo tw przed podaniem pierwszej dawki
placebo lub leku (warté podstawowa), a naginie co 30 minut (w czasie testu oraz
przez 4 godziny od momentu zakaenia proby z aspiry

W dniu podawania placebo mocz do hagebierano od chorych na patizu
badania, nagpnie 1,5 godziny po ostatniej dawce placebo oraz Zjodziny péniej.

W dniu podawania aspiryny u chorych z ujemnym taspgowokacyjnym, u ktérych
nie wystpity zadne objawy kliniczne w czasie do 1,5 godziny pogmu ostatniej
dawki aspiryny (grupa ATA), mocz pobierany byt recgtku badania, 1,5 godziny po
ostatniej dawce leku oraz 2 i 4 godzinyzpij. U chorych z dodatmireakch na
aspiryre (grupa AlA) pobierano mocz na oznaczanie metabwliPGE i LTE, przed
rozpoczciem testu prowokacyjnego z aspigyrfwartaés¢ podstawowa), w czasie
wystapienia reakcji (czas ,07), a naginie 2 i 4 godziny po wyspieniu reakcji

Klinicznej.

Doustny test prowokacyjny z celekoksybem

Po tygodniu przerwy chorzy zgtaszali ggonownie w celu przeprowadzenia
proby prowokacyjnej z celekoksybem (selektywnymibitbrem COX-2). Z uwagi na
udowodnione bezpiec#astwo stosowania lekow z tej grupy u ekgzasci chorych
Z nadwraliwoscia na aspiryn [30,110] lek ten podawano w jednorazowej dawce 400
mg (tab.3). Jak przed doustnym testem prowokacyjay®SA obowazywaly takie
same zasady odstawienia lekéw. Podobnie jak w pdpizh dniach badania, za koniec
proby (czas ,0") uznawano czas 1,5 godziny po pad#éku. Wygciowo tw przed
podaniem leku, jak i w chwili zakazenia proby oraz 2 i 4 godziny 6ej pobierano
mocz do badaniaetenia metabolitbw PGH LTE4. Pomiary FEY wykonywano przed
rozpoczciem proby oraz co 30 min do 4 godzin po zakaniu proby. Test uznawano
za dodatni, jeeli w ktorymkolwiek momencie obserwacji po podaruelekoksybu

FEV1 zmniejszyto si 0 co najmniej 20% w porownaniu do waktbwyjsciowej.
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Tabela 3. Schemat doustnego testu prowokacyjnego z celekeksybtap I).

Dzien 8 dawka celekoksybu (mg) dawka kumulacyjna celekaybu (mg)

godz. 8.30 400 (400)

Pomiar nagzonej obgtosci pierwszosekundowej (forced expiratory volume dme
secund - FEV)

Pomiary FEV{ wykonano w Pracowni BadaCzynnaciowych Ptuc Il Katedry
Choréb Wewntrznych CM UJ przy #yciu spirometru komputerowego -
pneumotachografu (Pneumoscreen, E. Jaeger, Nieniégitcci naleene FEV, dla
poszczegolnych badanych obliczono, uwdgiapc ich pi€, wiek i wzrost
Zz nomograméw opracowanych na spotkaniu roboczynoggjskiej Wspodlnoty \&gla
i Stali i opublikowanych w czasapnie ,Bulletin Europeen de Physiopathologie
Respiratoiré (1983, 19, supl.5).

Przygotowywanie prébek moczu do oznaczaniagtenia metabolitow PGE i LTE 4
Pierwsza prébka moczu pochodzita z dwugodzinné&jrkbmoczu, tzn. wszyscy
chorzy oddawali mocz nocny o godzinie 6.00 ranonastpnie zgtaszali si do
Pracowni Bada Czynndciowych Pluc, gdzie o godzinie 8.00 na paikm badania
pobierano pierwsg probke moczu. Chorzy oddawali mocz do badania o tej samej
godzinie przed podaniem pierwszej dawki leku (lldcebo) w celu unikicia wptywu
pory dnia na badany parametr. Kolgjorobke moczu pobierano w chwili wysgpienia
reakcji (czas,0”), a w przypadku braku reakcji -<chwvili zakaiczenia proby, czyli 1,5
godziny po podaniu ostatniej dawki placebo, aspirjub celekoksybu. Nagbne
probki moczu pobierano co 2 godziny w czasie cpidainnej obserwacji (bylty to
rowniez dwugodzinne zbiorki moczu). Bezfgednio po uzyskaniu moczu, probki
odwirowywano przy obrotach 3000/min przez 10 min t@mperaturze 4°C. Po
odwirowaniu nadgcz (supernatant) przechowywano w temperaturze €30ié dhiej

niz 6 tygodni.
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4.3. Etap Il — opis badania i charakterystyka chorgh

Il etap badania przeprowadzono po za&eniu | etapu badania i opracowaniu
jego wynikow. Badanie to miato na celu wyeliminoweamwptywu dawki aspiryny na
otrzymane wyniki w pierwszym etapie. Badanie prog@dzono metag pojedynczo
slepej préby kontrolowanej placebo. Polegato ono wgkonaniu doustnego testu
prowokacyjnego z aspirgrdo dawki kumulacyjnej 188 mg (rys.6).

ASPIRYNA

PLACEBO 27 44 177 mg (188 mg)
- E——
1. dzien 2. dzien

Rys. 6. Plan badania - etap |l

W badaniu uczestniczyto 10 losowo wybranych chorychgrupy ATA,
bioracych udziat w | etapie badania. Do ich wylosowaniayto standardowego
generatora liczb pseudolosowych z rozktadu jedijoega.

Charakterystyk chorych badanych w Il etapie przedstawiono w ig(eh.4).
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Tabela 4.  Charakterystyka chorych bimych udziat
w drugim etapie biaida

CHARAKTERYSTYKA ATA
Liczba chorych 10
Wiek 40,#12,2
(lata) 39 (32-52)
Ptet

6/4
QI3
Czas trwania astmy 12,3t11,2
(lata) 9,5 (3-20)
Dawka steroidéw wziewnych 104Qt397,8
(Hg/d) 800 (600-1600)
FEV; w dniu placebo 88,8t9,3
(% wartaci nalenej) 89,2 (81,5-92,6)
FEV: w dniu aspiryny 90,1+11,8
(% wartaci naleznej) 91,0 (78,9-100,2)
IgE catkowite 226,6:230,7
(IU/ml) 115,5 (45,7-409)
Test ¢
esty skorne 8/3

(+F-)
Eozynofilia bezwzgidna 322,1227,3
(2/mm3) 371 (159-669)

Wyniki przedstawiono jakosrednk + odchylenie standardowe. Poej
podano medianoraz dolny i gérny kwartyl (w nawiasach).
ATA — chorzy na astmz dobg tolerancy aspiryny.

Przed doustn proty prowokacyjm z aspirym w Il etapie obowizywaty
podobne zasady odstawienia lekéw jak przed badarligtapie W pierwszym dniu
badania podawano 3 kapsutki placebo (a nie 4, jletapie) w odspach 1,5 godziny.
W drugim dniu badania podawano aspiyrwe wzrastajcych w postpie
geometrycznym dawkach (co 1,5 godziny).-2744-117 mg do dawki kumulacyjnej
188 mg. (tab.5).Mocz na badanie metabolitbw Pg&Hpobierano identycznie jak

w etapie |.
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Tabela 5. Schemat doustnego testu prowokacyjnego z asp(stap II).

Godzina | Dziea 1 Dziea 2
dawka aspiryny (mg) | dawka kumulacyjna aspiryny (mg)
8.00 placebo 27 27)
9.30 placebo 44 (71)
11.00 placebo 117 (188)

4.4. Metody laboratoryjne

Oznaczanie metabolitow PGE

Oznaczanie PGEM

Metabolit prostaglandyny £ — 13,14-dihydro-15-keto-PGE (PGE-M) -
W moczu oznaczano metpdmmunoenzymatyczn (enzyme immunoassay EIA,
Cayman Chemicals, Prostaglandin E Metabolite EI [86].
Do dotkéw ptytki inkubacyjnej optaszczonej monokémymi przeciwciatami przeciw
IgG dodawano poliklonalne krolicze przeciwciataguniv PGER-M, znary ilos¢ PGE-
M zwiazanego z acetylocholinestesa@racer) oraz badan préblke moczu. PGEM
z moczu konkurowat z PGBV zwiazanym z acetylocholinesterap wiazanie z ww.
przeciwciatami kroliczymi. Optaszczone na plytce sieyprzeciwciala monoklonalne
przeciw IgG wazatly powstate kompleksy antygen-przeciwciato. Nigzane reagenty
zostaly wyptukane. Po dodaniu do piytki substratia dicetylocholinesterazy
(odczynnika Ullmana) powstat produkt silnie pocldgaty faleswietlne o dtugéci 412
nm. Okrdélona spektrofotometrycznie intensywé#do zabarwienia byla odwrotnie
proporcjonalna do zawasci PGE-M w badanej probce moczu.
Stgzenia PGE-M w moczu wyraone zostaty w pikogramach na miligram kreatyniny.

Oznaczanie tetranor-PGE-M

Stezenie  kwasu  9,15-diketo-&ihydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20-
dikarboksylowego (tetranor-PGE-M) oznaczano metochromatografii gazowej
I spektrometrii mas, technikujemnej jonizacji chemicznej (GC-NICI-MS gas
chromatography - negative ion chemical ionisationrmass spectrometrytHewlet
Packard, Palo Alto, Calif., USA) z zastosowaniemandardu wewgtrznego
[67,97,101]. Ohjtos¢ 0,5 ml moczu rozcieezano wod destylowan do 1 ml. Do tak

36



przygotowanej probki dodawano 15 ng standardu w&amego, czyli metabolit
prostaglandyny zawiergy 6 atomow deuteru, zamiast wodoru: tetranor-PGEM-
Roztwor zakwaszano 1N HCI do agniecia pH 3 i dwukrotnie dokonywano ekstrakcji
prostaglandyn przy ayciu kolejno 1 ml i 1,5 ml octanu etylu. Naghie

przeprowadzano derywatyzacj oczyszczanie prébki przez jej rozdziat na ptgtka
chromatografii cienkowarstwowej (TLC -thin layer chromatographly Po

nastrzykneciu na kolume chromatografu gazowego, potonego ze spektrometrem
mas przy uayciu techniki chemicznej jonizacji ujemnej rejestano jony poszukiwanej
prostaglandyny i zastosowanego deuterowanego wasevattrznego: 637 m/z dla
tetranor-PGE-M i 643 m/z dla tetranor-PGEM-&tzenia tetranor-PGE-M w moczu

zostaly wyraone w nanogramach na miligram kreatyniny [21].

Oznaczanie LTEw moczu
LTEs w moczu oznaczano metpdnmunoenzymatyczn(Cayman Chemicals,
Ann Arbor, Ml USA,USA) wedtug Kumlin i wsp. [49,50]

Stezenie IgE catkowitego w surowicy
Stezenie IgE catlkowitego oznaczano mefatkefelometrycza (test N Latex IgE

firmy Behring).

Eozynofilia bezwzgldna
Wykorzystupc meto¢ mikroskopow, oznaczano liczb eozynofiléow w mni

krwi barwionej floksyrm umieszczonej w komorze Burkera.

Testy skorne punktowe

Za pomoa punktowych testow skérnyclsKin prick testSPT) oceniano reakgj
skory na popularne alergeny wziewne. Za dodatni ikvytestu przyjmowano
wystapienie odczynu dblowego o sredniej wielkdci (uzyskanej z dwochrednic
mierzonych pod &em 90°) wikszej o przynajmniej 3 mm od tzw. dodatniej kontrol
(reakcji skory na histamé).
Do wykonania SPT ayto zestawu pospolitych alergenéw: pytkéw drzevawtr zbé,
chwastow, sigci zwierzt: psa, kota i konia, alergeny grzybow i roztocayrz

domowego (Allergopharma).
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4.5. Opracowanie statystyczne

Obliczenia statystyczne przeprowadzono za panmogramu STATISICA™
(Statsoft Inc., Tulsa, OK., USA). Jako statystykisopvych badanych grupzyto
srednich i odchylé standardowych oraz mediany i kwartyli (dolnegodrreego). Za
odstajce uznano te obserwacje, ktérych odlégtamd odpowiedniego (biszego)
kwartyla jest zawarta pomdzy 1,53 odlegidci miedzykwartylowej (wysokét
~SKrzynki”).

Jednoczesny wptyw zmiennych jdkoowych (grupugcych) oraz ildciowych
(towarzysacych), a take wptyw ich interakcji na wyriona zmienry ilosciowa
zwarmy odpowiedzi w warunkach eksperymentu kontrolowanego badanmvzyktupc
metodologé ogdélnych modeli liniowych (GLM —General Linear Mod@| ktéra
obejmuje w szczegdlsoi analiz wariancji (ANOVA — do poréwnywania wielu grup)
i analiz kowariancji (ANCOVA - do porownywania wielu grup wbecndci
ilosciowych zmiennych towarzyseych). Podejcie to pozwala w efektywny sposob
wydoby¢ informacg nawet z matych prob poprzez stosawkonstrukcg modelu
eksperymentu uwzeliniajpcego krzyowanie i zagnigdzanie czynnikéw. Kluczowe
w tym podejciu zalazenie jednorodnici wariancji w grupach weryfikowano testami
Bartletta i Levene’a. Normalsé reszt sprawdzano graficznie wykorzystuwykresy
kwantylowe i pomocniczo test Shapiro-Wilka. Do penéh wielokrotnych uyto testu
post hoc Tukeya dla nieréwnolicznych grup (wariapjotvolla-Stoline’a),
a poréwnania z wytdiona grup kontrolma prowadzono testem Dunnetta.

W przypadku, gdy zalenie jednorodnii wariancji bylo nieuprawnione
stosowano transformagcptabilizupca wariancg. We wszystkich rozwanych w pracy
przypadkach byta to transformacja logarytmiczna.

W przypadkach, gdy transformacja stabilig® wariangi byla nieskuteczna
zastosowano nieparametryazmMNOVA Kruskala-Wallisa i Friedmana oraz testy
Mana-Whitneya i Wilcoxona do poréwih@arami.

Wspotczynnik  korelacji rangowej Spearmanna poglu do zbadania
monotonicznej zalaosci migdzy zmiennymi ildciowymi. Poziom istotnéci testow

ustalono jakax = 0,05.
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5. Wyniki

5.1. Etap |

5.1.1. Reakcja Kkliniczna

U zadnego z 34 chorych nie wyptly objawy kliniczne ani oskrzelowe, ani ze
strony innych nargddw w czasie podawania placebo. Nie obserwowano te
niestabilndci drzewa oskrzelowego, mierzonej spirometryczaimmiénnéé FEV; nie
przekroczyta 15%).

U wszystkich chorych z uprzednio rozpozaasstna aspirynow wystpita

reakcja po aspirynie. W wkszaici przypadkow AIA reakcje byty typowe: wyciek
wodnistej wydzieliny z nosa, blokada nosa, tzawdenczu, zaczerwienienie skory
twarzy i szyi, uczuciesciskania w klatce piersiowej i dusztoz towarzysacym
zmniejszeniem FEVo co najmniej 20%. Objawy te u 9 chorychap#y samoistnie.
W 7 przypadkach chorzy wymagali podania salbutanwlaerozolu dla odwrdcenia
obturacji oskrzeli. U 1 chorego reakcja oskrzelowstapita po podaniu dawki 27 mg
ASA, U 2 — po 44 mg ASA, u 9 - po 117 mg ASA, apudaniu catkowitej dawki
kumulacyjnej aspiryny 500 mg — u 5 chorych.

U jednej pacjentki (J.M., lat 29) reakcja byta karchasilona. P6t godziny po
trzeciej dawce aspiryny (tj. dawce kumulacyjnej 188) wystpit kaszel, drapanie
w gardle, zaczerwienienie twarzy, spadek FB\27%. Nasfpnie pojawita si blokada
nosa, uczucie gaca, ucisku w klatce piersiowej i sptycenia oddeckv. badaniu
przedmiotowym nie stwierdzonéwistow nad ptucami. Chorej podarf®-mimetyk
(salbutamol w dawce 5 mg) w nebulizacji oraz stéroogélnoustrojowo
(metyloprednizolon w dawce 80 mg). Kolejne pomiasystemowego €&nienia
tetniczego wykazaly spadek waftno ze 100/60 mmHg (wygiowo) do 80/40 mmHg
oraz saturacji z 98% (w§giowo) do 84%. Chora wymagata podania adrenaliraz or
kilkudniowej obserwacji na oddziale intensywnejaipimedycznej. W nagbnym dniu
po probie z aspirynu chorej pojawiaty si liczne zmiany pokrzywkowe na skorze
calego ciala, ktore catkowicie ypity dopiero po 2 dniach.

Co ciekawe, w dniu préby z celekoksybem u tej sachejrej 1,5 godziny po
podaniu celekoksybu doszto do skurczu oskrzelipsglksiem FEY 0 21% i uczuciem

duszndci. Po kilku godzinach od zakozenia proby prowokacyjnej z celekoksybem na
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skorze ciata pojawity 8i pojedyncze zmiany pokrzywkowe, ktore rastego dnia
ustpity.

Wyjsciowe stzenia LTE, w moczu u tej chorej byly wgze od wszystkich
pozostatych chorych z grupy AIA. Po podaniu asprryraobserwowano bardzo
znaczny wzrost stenia LTE, w moczu w poréwnaniu do wasm wyjsciowej (2,5-
krotny [250%] w 2. godzinie i 7-krotny [700%] w godzinie po zakaczeniu proby
tzn. stzenie podstawowe wynosito 11 638 pg/mg kreatyniny2.w 4. godzinie po
zakaiczeniu proby odpowiednio: 27 027 i 81 632 pg/mgakyeiny). Po podaniu
celekoksybu réwnie wystapit wzrost wydalania LTE z moczem w poroéwnaniu do
stezenia podstawowego, channiejszy ni po podaniu ASA (2-krotny [200%] w 2.
godzinie i 3-krotny [300%] w 4. godzinie po zakaeniu proby, tzn. stenie
podstawowe wynosito 8 888 pg/mg kreatyniny, w 2. godzinie po zakazeniu proby
odpowiednio: 17 316 i 28 750 pg/mg kreatyniny).

Mozna podejrzewd ze chorzy z dig ,wrazliwoscia” na blokowanie COX-1
i nasilory reakcy po aspirynie mogtakze reagowé na selektywne inhibitory COX-2,
ktore w matym stopniu (jak celekoksyb) hamupwniez COX-1 [3]. U wikszaci
chorych na AlA leki te nie wywotgjniepazadanych objawéw [30,110]. Istnigjednak
pojedyncze doniesienia na temat reakcji nadiwrasci po selektywnych inhibitorach
COX-2 u 0s6b z nadwzliwoscia na aspiryr [3,28,29,55,58]. Dlatego natg zalecéd,
aby u chorych z nadwibwoscia na aspiryn zachowa ostrazno$¢ przy stosowaniu
selektywnych inhibitorow COX-2. Pierwgadawke leku chory powinien przyjmowa
pod nadzorem lekarza i podlégalkugodzinnej obserwacji wsoodku medycznym.

U pozostatych 16 chorych z AIA nie zaobserwowaadnych objawdw klinicznych ani
istotnych zmian w wartmiach FEMf w czasie testu z celekoksybem, jak révinie
w ciagu 4 godzin obserwacji po jego zakaeniu.

U jednego chorego z grupy AIA (F.P., lat 24) poypeiu trzeciej dawki
aspiryny (tj. dawki kumulacyjnej 188 mg) wygptt spadek wartéci FEV; 0 28%.
Towarzyszyto temu nastrzykyuie spojowek oraz zaczerwienienie twarzy. Naste
pojawit sk silny bol w nadbrzuszu. Boél prZzejowo zmniejszyt si po leku
rozkurczowym (drotawerynie podanej degmiowo w dawce 40 mg), ale po godzinie
powrdcit. Pacjent dodatkowo skaf sie na bol za mostkiem i pieczenie w przetyku.
W badaniu przedmiotowym brzuch byt gkki, palpacyjnie bolesny w okolicy
nadbrzusza $rodbrzusza. W badaniach laboratoryjnych zwracatagiwodwyzszona

leukocytoza we krwi (11,7 tys./mm3), wysoki poziamylazy w surowicy krwi (2031
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U/ml, zakres warteci referencyjnych 30-110 U/ml) i moczu (6718 Ukkkees wartéci
referencyjnych 32-640 U/l) oraz lipazy w surowicywk (615 U/l, zakres wartai
referencyjnych 23-300 U/l) Badanie gastroskopowe ujawnito zmian w zakresie
btony sluzowej przetyku izotadka. W badaniu ultrasonograficznym obraz adéav
jamy brzusznej byt prawidiowy. Dolegliwoi ustpity po kilku godzinach. Nagpita
takze normalizacja liczby leukocytow we krwi obwodowejkzenia parametrow
trzustkowych we krwi i moczu. Opisywana reakcjazméwiadczy o podranieniu
trzustki u chorego z nadwiavoscia na ASA. Nie wiadomo jednak, w wyniku jakich
mechanizméw aspiryna mogtaby wyweéle reakcg, chat jest mato prawdopodobne,
by obserwowane doleglivoi byty tylko dzietem przypadku.

W grupie ATA wzadnym dniu badania (tj. w dniu podawania placebkpirgny
i celekoksybu) nie obserwowan@adnych objawow klinicznych ani zmian

w wartasciach FEM.

5.1.2. PGE-M w moczu
Podstawowe gtenia PGE-M w moczu

Nie bylo istotnych rénic w wartgciach podstawowych gten PGE-M
w moczu mgdzy badanymi grupami i grgpkontrolm ztozona z os6b zdrowych
(p=0,66) (rys. 7)
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Rys. 7. Wartasci podstawowe PGEM w moczu w grupach AlA, ATA i zdrowych.

AIA — chorzy na astmz nadwraliwoscia na aspiryn. ATA — chorzy na astmz dobr
tolerancy aspiryny. PGEM — 13,14-dihydro-15-keto-PGE

W tabeli przedstawiono wada podstawowych sgten PGE-M we wszystkich

badanych grupach (tab. 6).

Tabela 6. Wartcéci podstawowe PGEM w moczu w grupach AIA, ATA i u oséb

zdrowych.
. AlA ATA Zdrowi P
Oznaczany zwjzek
(n=17) (n=17) (n=30) | AIAvs ATA | AIA vs Zdrowi | ATA vs Zdrowi
PGE,-M w moczu | 503.72277.69| 451.41212.48| 879.42210.78 0.96 0.88 0.72
(pg/mg kreatyniny) | 464 (300-600)| 438 (342-482)| 403 (303-763) ’ ' '

i gorny kwartyl (w nawiasach).
AlA - chorzy na astra oskrzelovyq z nadwraliwoscia na aspiryn. ATA - chorzy na astmoskrzelova
z dobpy tolerancy aspiryny. Zdrowi - grupa kontrolna ziona z oséb zdrowych.

Wyniki przedstawiono jakosrednhtodchylenie standardowe. Pé@j podano median oraz dolny
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PGE,-M w moczu w czasie doustnego testu z asgiryn

Po podaniu placebo nie zaobserwowaadnych istotnych rnic w srednich
stezeniach PGEM w moczu me¢dzy grupami AIA i ATA (p=0,28, ANOVA) (rys. 8).
Nie byto te istotnych zmian skenia PGE-M w moczu po prowokacji placebo

w odniesieniu do wartai podstawowych (p=0,12, ANOVA).
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66 |
64 |

6,2 1

6,0

PGE,-M [log]

58

56

54t

52t

50 —o— AlA

Wartos¢ podst. 0 2 4
-o- ATA

Czas [h]

Rys. 8. Zmiany stzen PGE-M w grupie AIA i ATA w dniu placebo.

*istotnos¢ statystyczna w poréwnaniu do waitd podstawowych. AIA — chorzy na
astne z nadwraliwoscia na aspiryn. ATA — chorzy na astmmz dobn tolerancy
aspiryny. PGEM - 13,14-dihydro-15-keto-PGE Warta¢ podst. — wart&
podstawowa. Czas [h] — czas w godzinach.

Po aspirynie zaobserwowano istotneznie w stzeniu PGER-M migdzy
grupami AlA i ATA. W grupie AlAsrednie stzenie PGE-M po podaniu aspiryny byto
wyzsze nk grupie ATA (p<0,001, ANOVA) (rys. 9). W poréwnanido wartgci
podstawowych sgkenie to nie zmienito giistotnie w zadnym punkcie czasowym
obserwacji u chorych z nadwiavoscia na aspiryn (. w momencie zaktzenia
préby, w 2. i 4. godzinie obserwacji). W grupie abd, tolerancj ASA stzenie PGE-
M zmniejszyto s¢ znamiennie w 2. (p<0,001, test Dunnetta) i 4. gudZp<0,001, test
Dunnetta) po zakazeniu testu w poréwnaniu do waito podstawowych. Sgenie to

osiagreto najnizszy poziom w 4. godzinie obserwacji.
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Rys. 9. Zmiany stzen PGE-M w grupach AlA i ATA po podaniu aspiryny.
*istotnos¢ statystyczna w poréwnaniu do wasto podstawowych. AIA — chorzy na
astne z nadwraliwoscia na aspiryn. ATA — chorzy na astmmz dobn tolerancy
aspiryny. PGEM — 13,14-dihydro-15-keto-PGEW. podst. — wartg podstawowa.
Czas [h] — czas w godzinach.

PGE,-M w moczu w czasie doustnego testu z celekoksybem

Po podaniu celekoksybu w grupie Akfednie s¢zenie PGER-M w moczu byto
znamiennie wysze w poréwnaniu do grupy ATA (p=0,04, ANOVA, r®)1W obu
badanych grupach (odpowiednio AIA i ATA)senie PGE-M w moczu zmniejszato
sig w 2. godzinie obserwacji (odpowiednio p=0,08 i @) test Dunnetta), agjajac
istotnas¢ statystycza w 4. godzinie (odpowiednio p=0,04 i p=0,007, teshnetta) po

tescie z celekoksybem w poréwnaniu do wacigpodstawowych.
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Rys. 10. Zmiany stzen PGE-M w grupach AlA i ATA w po podaniu celekoksybu.
*istotn@¢ statystyczna w poroéwnaniu do wastopodstawowych.

AIA — chorzy na astm z nadwraliwoscia na aspirya. ATA — chorzy na astm
z doby tolerancy aspiryny. PGEM — 13,14-dihydro-15-keto-PGEWartc¢ podst. —
wartas¢ podstawowa. Czas [h] — czas w godzinach.

Ponizej zestawiono zmiany gten PGE-M w moczu grupach AlA i ATA

w poszczegolnych dniach badania (rys. 11).
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Rys. 11. Zestawienie zmian w gteniach PGEM w poszczegoélnych dniach badania
w grupach AlA i ATA.

*istotn@¢ statystyczna w porOwnaniu do waxtd podstawowych. AIA -
chorzy na astmn z nadwraliwoscia na aspirya. ATA — chorzy na astm
Z dobn tolerancy aspiryny. PGEM — 13,14-dihydro-15-keto-PGE W. podst. —
wartas¢ podstawowa. Czas [h] — czas w godzinach.

Stezenie PGE-M w moczu u poszczegollnych chorych z AlA nie zate od
dawki prowokacyjnej aspiryny, ktéra wywotata reakcjoskrzelow (p=0,43,
ANCOVA).

Poniej przedstawiono zmiany ¢gen PGE-M w moczu w czasie testu
prowokacyjnego z aspirgru indywidualnych chorych, u ktorych reakcje veaysty po
kumulacyjnej dawce ASA: a) matej (27 mg i 71 md} €horych, b¥redniej (188 mg)
— 9 chorych i ¢) diej (500 mg) — 5 chorych (rys. 12).
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Rys. 12. Zmiany stzen PGE-M w czasie u poszczegdélnych chorych na astm
aspirynovs w zalenosci od dawki prowokacyjnej aspiryny: a) matej, dmedniej, c)
duzej.

PGE-M - 13,14-dihydro-15-keto-PGEW. podst. — wart® podstawowa. Czas [h] —
czas w godzinach.

5.1.3. Korelacje PGE-M
Korelacje PGE-M z picig

Stwierdzonoze u oséb zdrowych podstawowezstnie PGE-M w moczu jest
1,59 (o 59%) razy wksze u mzczyzn ni u kobiet (p=0,01, ANOVA) (rys. 13).
Natomiast w badanych grupach AIA i ATA nie stwiendp zadnego zwizku migdzy
picia a stzeniami PGE-M w moczu zaréwno w warunkach podstawowych, jakpe

prowokaciji placebo, aspirgrczy celekoksybem ( p=0,18, ANOVA).
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Rys. 13. Podstawowe gtenie PGE-M u 0s6b zdrowych w zateosci od pici.
* jstotnas¢ statystyczna. PGEM — 13,14-dihydro-15-keto-PGE

Korelacje PGE-M z IgE

Podstawowe stenie PGE-M w moczu oraz 4 godziny poéme z aspiryn
korelowato dodatnio z poziomem catkowitego IgE wrosucy (odpowiednio:
wspotczynnik korelacji Spearmana r=0,51, p=0,08, 55, p=0,02) u chorych na astm
aspirynove. Nie zauwaono takiego zwazku w grupie ATA.

Zwigzek PGE-M z testami skornymi

W grupie AIA osoby z dodatnim wynikiem testéw skgch miaty nieco wyszy
poziom PGE-M w moczu w momencie zakozenia proby z aspiryn czyli w czasie
,0” (p=0,03, test Manna-Whitneya). W grupie ATA nigylo zadnego zwizku
pomiedzy wynikiem testéw skornych aggeniem PGEM w moczu.

Korelacja PGE-M z innymi parametrami klinicznymi
Za pomoa wspotczynnika korelacji Spearmana, migego si& monotonicznej
zaleznosci stwierdzonoze w grupie AlA nie bytazadnych istotnych korelacji gtenia

PGE-M w dniu proby z aspirynz nasgpujacymi parametrami:

48



* eozynofila bezwzgédna,

* dawka prowokacyjma aspiryny,

» odsetkiem spadku FRY

» dawky steroidow wziewnych.
W grupie ATA nie stwierdzonagadnych istotnych korelacji gtenia PGE-M w dniu
proby z ASA z nagpujacymi parametrami:

* stkezeniem catkowitego IgE w surowicy krwi,

* eozynofilig bezwzgtdna,

o testami skérnymi,

* dawlky steroidéw wziewnych.

5.1.4. Tetranor-PGE-M w moczu

Podstawowe gtenia tetranor-PGE-M w moczu

Wartcsci  skzen podstawowych tetranor-PGE-M (tab.7) nieznily sig
znamiennie ngdzy badanymi grupami oraz osobami zdrowymi (p=0A&BIOVA)
(rys. 14).
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Rys. 14. Wartdici podstawowe tetranor-PGE-M w moczu w grupach AMAA

I zdrowych.

Tetranor-PGE-M - kwas 9,15-diketo-d-hydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20-
dikarboksylowy. AIA — chorzy na astnz nadwraliwoscia na aspiryR. ATA — chorzy
na astm z dobg tolerancy aspiryny.Zdrowi - grupa kontrolna zimna z o0séb
zdrowych.
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Tabela 7.Wartcéci podstawowe tetranor-PGE-M w moczu w grupach AIATA
i u 0s6b zdrowych.

AlA ATA Zdrowi P

(n=17) (n=17) (n=30) | AIAvs ATA | AIA vs Zdrowi | ATA vs Zdrowi

Oznaczany zwijzek

TetranorPGEM 111 351018 | 8.58:5.80 | 10.06:8.43
W moczu ' ' ) ' ' ' 0.72 0.96 0.87
_16.9(5.4-11.1) 7.4 (4.5-9.7)| 7.6 (4.9-10.5

(ng/mg kreatyniny)

Wyniki przedstawiono jakosrednitodchylenie standardowe. Poej podano median oraz dolny
i gorny kwartyl (w nawiasach).

AlA - chorzy na astra oskrzelowy z nadwraliwos$cia na aspiryn. ATA - chorzy na astmoskrzelowg
z dobpy tolerancy aspiryny. Zdrowi - grupa kontrolna ziona z oséb zdrowychetranor-PGE-M - kwas
9,15-diketo-1t-hydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20- dikarlytdsy.

Tetranor-PGE-M w moczu w czasie doustnego testsiryng

Po podaniu placebo nie stwierdzono istotnycimidw stzeniu tetranor-PGE-M
migdzy grupami AIA i ATA (p=0,41, ANOVA). Poziom tycktezen nie zmienit s¢
w zadnym punkcie czasowym obserwacji (p=0,99, ANOVAG(15).
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Rys. 15. Zmiany stzen tetranor-PGE-M w grupie AIA i ATA w dniu placebo.

AIA — chorzy na astm z nadwraliwoscia na aspirya. ATA — chorzy na astm
z dobp tolerancy aspiryny. Tetranor-PGE-M - kwas 9,15-diketaxdilydroksy-
2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20- dikarboksylowy. W& podst.- warté&¢ podstawowa.
Czas [h] — czas w godzinach.
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W dniu podawania aspiryny c¢genie tetranor-PGE-M nie zmienito ¢si
w zadnym momencie obserwacji u chorych z AIA (p=0,B8JOVA), natomiast
w grupie z dohy tolerancy aspiryny stzenie metabolitu PGEznamiennie zmniejszyto
sig¢ w 2. (p=0,001, test Dunnetta) i 4. (p<0,001, @shnetta) godzinie obserwacji po
zakaiczeniu testu w porownaniu do waitostzen podstawowych (rys. 16).

35T

30f

25t

20

15¢F

tetranor-PGE-M [log]

10t

05 * *

0,0

Wartos’lé podst. (IJ I2 All __:__ :!I"AA

Czas [h]
Rys. 16. Zmiany stzen tetranor-PGE-M w grupie AlA i ATA w dniu aspiryny.
*istotnd¢ statystyczna w poréwnaniu do waktd podstawowych. AIA — chorzy na
astng z nadwraliwoscia na aspiryn. ATA — chorzy na astmz dobg tolerancy
aspiryny. Tetranor-PGE-M — kwas 9,15-diketazdlydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-
1,20- dikarboksylowy. Warté podst. — wart@& podstawowa. Czas [h] — czas
w godzinach.
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Tetranor-PGE-M w moczu w czasie doustnego testelekoksybem

Po tdcie prowokacyjnym z celekoksybem nie byto znamiemnyr@nic
w skzeniach tetranor-PGE-M miedzy grupami AIA i ATA (p58, ANOVA) (rys. 17).
W obu grupach (odpowiednio AIA i ATA) obserwowanpamienne zmniejszeniegsi
sttzen metabolitu PGE w 2. (odpowiednio p<0,001 i p<0,001, test Dunnetta
I 4. godzinie (odpowiednio p=0,009 i p<0,001, tEsinnetta) po zakazeniu testu

z celekoksybem, w poréwnaniu do wadiopodstawowych.
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Rys. 17. Zmiany stzen tetranor-PGE-M w grupie AIA i ATA w dniu celekoksy.
*istotnos¢ statystyczna w poréwnaniu do waito podstawowych. AlA — chorzy na
astng z nadwraliwoscia na aspiryn. ATA — chorzy na astmz dobg tolerancy
aspiryny. Tetranor-PGE-M — kwas 9,15-diketazdlydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-
1,20- dikarboksylowy. Wartg podst. — wart@& podstawowa. Czas [h] — czas
w godzinach.

Poniej zestawiono zmiany @gten tetranor-PGE-M w moczu w grupach AlA

i ATA w poszczegolnych dniach badania (rys. 18).
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Rys. 18. Zestawienie zmian @ten tetranor-PGE-M w grupie AIA i ATA
w poszczegolnych dniach badania.

*istotnos¢ statystyczna w poréwnaniu do wadopodstawowych.

AIA — chorzy na astm z nadwraliwoscia na aspirya. ATA — chorzy na astm
z dobp tolerancy aspiryny. Tetranor-PGE-M - kwas 9,15-diketaxdiydroksy-
2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20- dikarboksylowy.pbdst. — wart& podstawowa.

Stezenie tetranor-PGE-M w moczu u poszczegolnych chorgc AIA nie
zalezato od dawki prowokacyjnej aspiryny, ktora wywotateakcg oskrzelova
(ANCOVA, p=0,32).

Poniej przedstawiono zmiany¢gen tetranor-PGE-M w moczu w czasie testu
prowokacyjnego z aspirgnu chorych, u ktérych reakcje wypity po kumulacyjnej
dawce ASA: a) matej (27 mg i 71 mg) — 3 chorychsredniej (188 mg) — 9 chorych
i ¢) duzej (500 mg) — 5 chorych (rys. 19).
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Rys. 19. Zmiany stzen tetranor-PGE-M w czasie u poszczegoélnych choryai i
w zaleznosci od dawki prowokacyjnej aspiryny: a) matej,sb@dniej, c) daej.

Tetranor-PGE-M -

kwas 9,15-diketo-d-hydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20-

dikarboksylowy. W. podst. — waé podstawowa. Czas [h] — czas w godzinach.

5.1.5. Korelacje tetranor-PGE-M

Zwigqzek tetranor-PGE-M z plai

W grupie os6b zdrowych podstawowezshie tetranor-PGE-M w moczu byto

1,39 razy (0 39%) wksze u mzczyzn nz u kobiet (p=0,03, ANOVA) (rys. 20).
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Rys. 20. Podstawowe stenie tetranor-PGE-M u o0sob zdrowych w zal&ci od
ptci.

*istotno$¢  statystyczna. Tetranor-PGE-M - kwas 9,15-diketa-b§droksy-2,3,4,5-
tetranor-prostano-1,20- dikarboksylowy.

Natomiast nie bylo zwzku miedzy pici a stzeniem tego metabolitu w moczu
w warunkach podstawowych ani #dnym punkcie czasowym obserwacji po testach

z placebo, aspiryni celekoksybem w grupach AIA i ATA (p=0,26 ANOVA).

Korelacja tetranor-PGE-M z eozynofijibezwzgidng

W grupie AIA zaobserwowano istatmodatna korelacg sktzenia tetranor-PGE-
M w moczu w 2 godzinie po geie z aspirya z poziomem eozynofilii bezwzglnej
(r=0,67, p=0,003). Nie zaobserwowarradnego zwjzku stzenia tetranor-PGE-M

w moczu z eozynofili bezwzgédna w dniu podawania aspiryny w grupie ATA.

Korelacja PGE-M z innymi parametrami klinicznymi

Za pomoa wspotczynnika korelacji Spearmana, migego sié monotonicznej
zaleznosci stwierdzonoze w grupie AlA nie bytazadnych istotnych korelacji gtenia
PGE-M w dniu proby z ASA z nagpujacymi parametrami:

» stezeniem catkowitego IgE w surowicy krwi,
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* testami skérnymi,

* dawka prowokacyjma aspiryny,

» odsetkiem spadku FRY

» dawky steroidow wziewnych.
W grupie ATA nie stwierdzonagadnych istotnych korelacji gtenia PGE-M w dniu
proby z ASA z nagpujacymi parametrami:

* stkezeniem catkowitego IgE w surowicy krwi,

* eozynofilig bezwzgtdna,

o testami skérnymi,

* dawlky steroidéw wziewnych.

5.1.6. Sgzenie LTE4 w moczu

Podstawowe stenie LTE, w moczu byto istotnie wasze u chorych z grupy
AIA w poréwnaniu z chorymi dobrze toleagymi ASA (p=0,000, test Manna-
Whitneya) i osobami zdrowymi ( p<0,001, test Mamdhitneya) (tab. 8). Midzy
grupa ATA i osobami zdrowymi nie stwierdzonoardicy w zakresie podstawowych
stezen LTE4 w moczu (p=0,39, test Manna-Whitneya).

Tabela 8. Wartaci podstawowe LTEw moczu w grupach AIA, ATA i u oséb

zdrowych.
Oznaczany AlA ATA Zdrowi P
zwigzek (n=17) (n=17) (n=30) | AIA vs ATA | AIA vs Zdrowi | ATA vs Zdrowi

U0 e el 184662747 3426277 257180

(pg/mg. 1347 (355-2036) | 220 (160-361) | 222 (119-315
kreatyniny)

<0.001 <0.001 0.39

Wartdsci przedstawiono jakdgredniatodchylenie standardowe. Pg¢ej podano medianoraz dolny
i gorny kwartyl (w nawiasach).

AlA - chorzy z astm oskrzelow z nadwraliwo$cia na aspiryn

ATA - chorzy z astra oskrzelow z doby tolerancy aspiryre

Zdrowi - grupa kontrolna zfmna z oséb zdrowych

LTE4 w moczu w czasie doustnego testu z aspiryn

W dniu podawania placebo w grupie AIA obserwowastotnie wysze stzenia
LTE4, w moczu ni w grupie ATA (p=0,003, ANOVA). W grupie AIA stwideono
staly istotny spadek poziomu LTEw czasie (p<0,001, ANOVA). duw czasie ,0”

w grupie AlA stzenie LTE, w moczu jest istotnie a$ze ni podstawowe (p<0,001, test
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Dunnetta). W kolejnych momentach obserwaciji (2.g@dzinie) ra@nica poziomu LTk
w odniesieniu do poziomu podstawowego jeszcz@awigksza (odpowiednio p<0,001
i p<0,001, test Dunnetta).

W grupie ATA stwierdzono podohntendeng}, lecz o mniejszej dynamice
zmian. W 2. godzinie obserwacji pagdtee poziom LTE jest prawie istotnie ngzy ni
podstawowy (p=0,06, test Dunnetta), a dopiero wgatizinie po técie stzenie LTE
jest istotnie nisze nk podstawowe (p<0,001, test Dunnetta) (rys.21).

W przypadku podania aspiryny grupy AlA i ATA ity sic miedzy sola
srednim poziomem LTE ktéry byt istotnie wyszy w grupie AIA nk w ATA (p<0,001,
ANOVA).

W grupie AlA stzenie LTE w moczu znamiennie wzrosto w 2. (p=0,001, test
Dunnetta) i 4. godzinie (p=0,003, test Dunnetta) zakaiczeniu testu z aspirgn
w poréwnaniu do wartei podstawowych.

W grupie ATA obserwujemy istotny spadek poziomu L WEczasie (p<0,001,
ANOVA), ktory oskhga statystyczn istotnG¢é w 4. godzinie po &ie z aspiryn
(p=0,03, test Dunnetta)

LTE4 w moczu w czasie doustnego testu z celekoksybem

W przypadku podania celekoksybu grupy AIA i ATAznity sic micdzy sola
srednim s¢zeniem LTE w moczu, ktore bylto istotnie vigze w grupie AIA ni w ATA
(p=0,006, ANOVA). Dynamika zmian jest podobna w afpupach. W grupie AlA
obserwujemy jednak spadek poziomu LTjEz w chwili 0 (p=0,02, test Dunnetta),
ktory utrzymuje si w nas¢gpnych momentach obserwacji na tym poziomie
(odpowiednio w 2. i 4. godzinie postge: p=0,02; p=0,03, test Dunnetta). W grupie
ATA zmiany stzenia LTE; w moczu nie g statystycznie istotne (p=0,129, ANOVA).
Zestawienie zmian @tenia LTE, w moczu w poszczegdélnych dniach badania
przedstawia rysunek (rys. 21).
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Rys. 21. Zestawienie zmian &ten LTE; w grupach AIA i ATA w dniu
prowokaciji placebo, ASA i celekoksybem.

*istotnos¢ statystyczna w poroéwnaniu do wastbpodstawowych.

AIA — chorzy na astm z nadwraliwoscia na aspirya. ATA — chorzy na astm
z dobg tolerancy aspiryny. ASA — aspiryna. LTE- leukotrien & Czas [h] — czas
w godzinach.

5.1.7. Korelacje LTE,
Korelacja LTE; z eozynofilg bezwzgidng

Wykazano, ze istnieje dodatnia korelacja miedzyz&niem LTE w moczu
(w warunkach podstawowych i postee z ASA) i eozynofilh bezwzgédna w grupie
chorych z nadwrdiwoscia na aspiryn (wspotczynnik korelacji Spearmana r=0,78,

p<0,001). Nie obserwowano podobnegoazku w grupie ATA.

Analiza zwigzkéw LTE, z parametrami klinicznymi chorych

W grupie AIA nie zaobserwowaneadnego zwizku mkdzy stzeniem LTE
W moczu w dniu podawania aspiryny@j wymienionymi parametrami:

» catkowitym stzeniem IgE w surowicy krwi,

» testami skérnymi,

e odsetkiem spadku FRY

* dawlka prowokacyja aspiryny,

» dawk steroidow wziewnych.
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W grupie ATA nie zaobserwowanzadnego zwizku LTE; z wymienionymi nkej
wielkosciami:

e eozynofilip bezwzgtdna,

» catkowitym stzeniem IgE w surowicy krwi,

» testami skérnymi,

» dawlg steroidéw wziewnych.

5.1.8. Analiza korelacji miedzy sgzeniami LTE, i PGE,-M w moczu

W grupie AIA w dniach testu z placebo, aspiymn celekoksybem nie
stwierdzonazadnego zwjzku miedzy sfzeniem LTE a stzeniem PGEM w moczu.

W grupie ATA stwierdzono dodatni korelacg migdzy stzeniem LTE
w moczu i stzeniem PGEM po podaniu ASA w 4. godzinie obserwacji (wspoitaik
korelacji Spearmana r=0,63, p=0,006). Po podanacgtio i celekoksybu w grupie

ATA nie stwierdzon@adnego zwizku miedzy sizeniami badanych eikozanoidow.

5.1.9. Analiza korelacji migdzy stezeniami LTE, i tetranor-PGE-M w moczu

W grupie AIA po podaniu placebo, aspiryny i celekgbu nie wykazano
zadnego zwizku miedzy sizeniem LTE i tetranor-PGE-M w moczu.

W grupie ATA po podaniu placebo, aspiryny i celekgbu nie wykazano
zadnego zwjzku miedzy s{zeniem LTE i tetranor-PGE-M w moczu.
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5.2. Etap Il
5.2.1. Reakcja kliniczna

U zadnego z 10 badanych chorych z dolmierancy aspiryny wzadnym z dni
badania (tj. dniu placebo i aspiryny) nie wiysly reakcje niepgadane. Nie

obserwowano teniestabilnéci drzewa oskrzelowego mierzonej spirometrycznie.

5.2.2. PGE-M w moczu

Nie byto istotnych rénic migdzy podstawowymi poziomami PG w moczu
w dniu podawania aspiryny i placebo (p=0,38, ANOVK)edzy stzeniami PGE-M
w dniu podawania placebo i w dniu podawania aspigaobserwowano istotnezrice
(p<0,001, ANOVA).

Po podaniu aspiryny nasito obnizenie stzenia PGE-Mw moczu w 2. i 4.
godzinie po zak@czeniu testu w poréwnaniu do waitopodstawowych (odpowiednio:
p=0,005 i p<0,001, test Dunetta).

Po podaniu placebo nie zaobserwowano istotnych remsizenia PGE-M
W moczu w czasie (rys. 22 a).

Dla porownania obliczestatystycznych dokonano dla tych samych 10 osdb ty
razem uwzgidniajac wyniki oznaczé PGE-M uzyskane w etapie | (tzn. w czasie testu
prowokacyjnego z dawkkumulacyjra aspiryny 500 mg). W tym przypadku réwhie
nie byto r@&nic migdzy podstawowymi gkeniami PGE-M w moczu w dniu placebo
i dniu aspiryny (p=0,936, ANOVA). Mdzy stzeniami PGE-M w moczu po podaniu
placebo i po prowokacji aspirgreaobserwowano istotnearice (p=0,02, ANOVA).
Okazato s3, iz podobnie jak po prowokacji aspirymv tacznej dawce 188 mg, tak i po
kumulacyjnej dawce 500 mg u tych samych 10 chorpestpuje zmniejszenie
wydalania PGEM z moczem w 2.1 4. godzinie pastee w poréwnaniu do wargoi
podstawowych (odpowiednio: p=0,012 i p=0,001, Basbetta) (rys.22 b).

Po podaniu placebo nie zaobserwowano istotnych remsizenia PGE-M
w czasie w poréwnaniu do waéto podstawowych (rys.22 b).
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Rys. 22. Zmiany w czasie stenia PGE-M w moczu w grupie ATA w dniu placebo
I aspiryny: a/ po dawce prowokacyjnej 188 mg; bpavce prowokacyjnej 500 mg.
PGE-M - 13,14-dihydro-15-keto-PGE ASA - aspiryna. W. podst. — wafto
podstawowa. Czas [h] — czas w godzinach.

Powyzsze wyniki pozwalaj na wyckgniccie wniosku, % aspiryna zmniejsza
znamiennie stenie PGE-M w moczu w grupie ATA niezalmie od dawki

prowokacyjnej aspiryny.

5.2.3. Tetranor-PGE-M w moczu

U 10 chorych na ATA, u ktérych przeprowadzono f@stvokacyjny z aspiryn
do dawki kumulacyjnej 188 mg oznaczanoz@knetabolit tetranor-PGE-M w moczu.
Stwierdzono,ze nie byto r@nic miedzy podstawowymi ggeniami tetranor-PGE-M
w moczu w dniu placebo i dniu aspiryny (p=0,58, AWK). Istotne r&nice medzy
stezeniami tetranor-PGE-M w moczu obserwowano po padplacebo i po prowokacji
aspiryrpy w dawce kumulacyjnej 188 mg u 10 badanych chodahbrze tolerujcych
aspiryre (p=0,04, ANOVA). Po podaniu aspirynyesenie tetranor-PGE-M w moczu
istotnie zmniejszyto si w 2. i 4. godzinie po teie w stosunku do warfoi
podstawowych (odpowiednio p<0,001 i p<0,001, teshmetta) (rys.23 a). Po podaniu
placebo nie byto istotnych zmian w czasigzshia tetranor-PGE-M w poréwnaniu do

wartasci podstawowych (rys.23 a).
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Podobne zalsoici obserwowano u tych samych 10 chorycRlJi jebliczenia
dotyczyly stzen tetranor-PGE-M w moczu pobranym w dniu testu prcaoyjnego
z aspiryna do dawki kumulacyjnej 500 mg (etap I). Stwierdzowe nie byto ranic
w zakresie podstawowychegen tetranor-PGE-M neidzy dniem placebo i dniem
aspiryny (p=0,51, ANOVA) (rys.23 b). Istotnezrice w zakresie sten tetranor-PGE-
M obserwowano midzy dniem placebo i dniem aspiryny u 10 badanycbryath
dobrze toleryjcych aspiryn (p=0,01, ANOVA). Po podaniu 500 mg ASAg¢atnie
tetranor-PGE-M u tych 10 chorych na ATA zmniejsza w stosunku do warkgi
podstawowych w 2. i 4. godzinie postee (odpowiednio p=0,03 i p=0,002, test
Dunnetta). Po podaniu placebo nie bylo istotnychamnw czasie gtenia tetranor-

PGE-M w poréwnaniu do wartoi podstawowych (rys. 23 b).

a) 30r b) r
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20

15F

tetranor-PGE-M [log]

10 |

05 F * *

0,0 . . . . .
W. podst. 0 2 4 W. podst. 0 2 4
—o— ASA

Czas [h] Czas [h] -o- placebo

188 mg 500 mg

Rys. 23. Zmiany w czasie stenia tetranor-PGE-M w moczu w grupie ATA
w dniu placebo i aspiryny: a/ po dawce prowokagyjt88 mg; b/ po dawce
prowokacyjnej 500 mg.

Tetranor-PGE-M - kwas 9,15-diketo-d-hydroksy-2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20-
dikarboksylowy. ASA — aspiryna. W. podst. — waét@odstawowa. Czas [h] — czas
w godzinach.

Wyniki powyzszego badania pozwadajyciagna¢ wniosek, & stzenie
tetranor-PGE-M w grupie ATA nie zalg od dawki aspiryny.
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6. Dyskusja

Badanie niniejsze zostalo przeprowadzone w dwéepaeh. W pierwszym
etapie wzity udziat dwie rowne grupy lieece po 17 oséb: AlIA i ATA. Drugi etap
badania miat na celu wykluczenie wptywu dawki agmyr na wyniki oznacze PGE
w grupie ATA. W drugim etapie doustny test prowokayg z aspirym przeprowadzono
u 10 chorych z grupy ATA zgodnie z protokotem, gl&o do dawki kumulacyjnej 188
mg, tj. dawki, po ktorej u wkszaci chorych na AIA wysipita reakcja

nadwraliwosci.

6.1. Wiarygodna¢ wynikow

Testy prowokacyjne przeprowadzono maetogbojedynczo slepej proby,
poniewa dotychczasowe dwiadczenia z przeprowadzaniem prob prowokacyjnych
u chorych na AlA wskazuaj ze metodyka ta zapewnia odpowiegniiarygodngé [71].
Podawanie placebo w pierwszym dniu badania pozwaawykluczenie chorych
Z niestabilnym przebiegiem astmy. Przeprowadzesestow prowokacyjnych metad
podwojnieslepej proby nie jest konieczne, bowiem ocena kiin&cw czasie badania
obejmuje take pomiary obiektywne (spirometria).

Testy prowokacyjne byly przeprowadzane w tych sdmywarunkach
zewretrznych zawsze o tej samej porze dnia.

W badaniach brali udziat chorzy z nadwhaoscia ha NSLPZ potwierdzan
w czasie 24 miescy przed rozpoagiem badania dodatnim wynikiem doustnej préby
prowokacyjnej z aspiryn Ma to due znaczenie praktyczne, ponieawg@ewne
rozpoznanie astmy aspirynowej jest #iwe jedynie na podstawie testu
prowokacyjnego z aspirwr|7,36,71].

W badaniach brali udziat chorzy wariym wieku i z odmierna charakterystyk
astmy (wynik testow skornych,egenie IgE catkowitego, iy czas trwania choroby).
Natomiast midzy badanymi grupami AlA i ATA nie byto istotnycbznic w zakresie
charakterystyki chorych.

Dla zwickszenia wiarygodniei uzyskanych danych metabolity P&@znaczano
dwoma metodami: immunoenzymatygz(EIA) i spektrometryczin (GC-NICI-SM).
Metoda EIA, dzgki istniejacym na rynku gotowym zestawom, pozwala na szybkie

uzyskanie wynikow, jednake metabolit przez aioznaczany 13,14-dihydro-15 keto-
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PGE (PGE-M) jest mato stabilny [26]. Metoda spektrometriiasnw poiczeniu
z chromatogradi gazowa i technikh ujemnej jonizacji jest czati swoish metod
pozwalajca oznacza stabilny metabolit PGE- kwas 9,15-diketo-Xi-hydroksy-
2,3,4,5-tetranor-prostano-1,20-dikarboksylowy tréeor-PGE-M) [31,67,73,97,101].

6.2. Omowienie wynikow

Prawie caty metabolizm PGEpowstajcej w r&nych miejscach organizmu,
odbywa st w ptucach [86]. Nagpnie produkty metabolizmu PGEBEwydalane s
Z moczem [67,97]. Oznaczanie PG® osoczu nie pozwala na wiarygadocere
endogennej produkcji PGE uwagi na krétki okres poéttrwania tej prostaghamg (ok.
30 s) szybko metabolizowanej w ptucach [19,21,8B4z0je]j uwalnianieex vivo
w czasie pobierania krwi [67,97,132]. Nerki gdnym z gtéwnych miejsc syntezy
prostaglandyn, w tym tak PGE. Na syntez t¢ wplyw mag: wiek, ilos¢ spaywanej
soli, niektore leki (gtéwnie inhibitory enzymu koewiujpcego angiotenzyy [63].
Nerkowa PGE wydalana jest jednak z moczem w postaci maciesggszwazku i nie
zwigksza puli metabolitow powstgjych w wyniku ogdlnoustrojowej inaktywacji PGE
[67]. Metabolity PGE wydalane z moczenmwiadcz zatem o systemowe] produkcji
prostaglandyny £8,9,67,101].

Podstawowe gtenia PGE, u chorych na astmi os6b zdrowych

W niniejszym badaniu warfoi podstawowe obu metabolitbw P&# moczu
nie r&nity sie migdzy badanymi grupami (AIA i ATA) oraz grapkontrolma oséb
zdrowych.

U zdrowych osoOb stenie obu metabolitow PGEw moczu byto wysze
u mezczyzn ng u kobiet. Jest to zgodne z dotychczasowymi dosmésmi [67].
W niniejszym badaniu poréwnano fa&k podstawowe wydalanie metabolitow PGE
u chorych na astenw zaleznosci od pici. Ciekawe,z u chorych na astenoskrzelow
nie stwierdzono rinic miedzy obu piciami w podstawowym egeniu metabolitow

PGE w moczu.

Zmiany skzen metabolitow PGE po prowokacji aspiryq i celekoksybem
Zaskakujce okazuj sic wyniki badania metabolitow PGEw czasie proby
prowokacyjnej z aspiryn W grupie AlA stzenie dwoéch rénych metabolitow PGE

W moczu mierzone dwoma metodami laboratoryjnymi zmeieniatlo st po podaniu
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aspiryny. Natomiast w grupie ATA aspiryna powodavanamienne zmniejszenie
stezenia obu metabolitbw w moczu.

Wiemy, ze aspiryna dziata przez hamowanie cyklooksygenhugjsze - COX-
1, dwo stabsze - COX-2), co prowadzi do zmniejszengestia produktow reakciji
przez ni katalizowanych. Rzeczywdie w grupie ATA podanie aspiryny spowodowato
zmniejszenie produkciji ogolnoustrojowej PGHElaczego wic w grupie AlA nie
obserwujemy zmian w wydalaniu metabolitow B@R aspirynie?

Do tej pory w zateeniach patogenetycznych astmy aspirynowej przyjnmoya
ze to raczej niedobdr PGE eikozanoidu rozszerzajego oskrzela i hamagego
produkcg cys-LTs, odgrywa relw skurczu oskrzeli indukowanym aspieyfil7].

Za hipotez ta przemawiaj nastpujace wyniki bada:

1) inhalacja egzogennej PGEapobiega skurczowi oskrzeli indukowanemu aspiryn
I jednoczénie hamuje typowy dla AIA poaspirynowy wzrost wyaala cys-LTs
Z moczem [100,109];

2) komorki nabtonka operacyjnie usgtyich polipdw nosa lub komorki z biopsiji
sluzowki nosa i zatok od chorych na AIA produkupniej PGE niz odpowiednie
komorki od chorych na ATA [43,81];

3) komorki krwi obwodowej od chorych na AIA uwaljga mniej PGE niz
odpowiednie komorki od chorych na ATA [94];

4) fibroblasty oskrzeli od chorych na AIA uwalriamniej PGE w porownaniu
z chorymi z dohy tolerancy aspiryny [84];

5) mniejsza ekspresja COX-2 w tkance polipéw nosdarych z nadwediwoscia na
aspiryrg w poréwnaniu z chorymi z dofprtolerancy aspiryny mae prowadzt do
zmniejszonej syntezy PGEB2].

Wyniki przeprowadzonego badania sne niz oczekiwano. W kontekie
przedstawionych wiej doniesi@ mazna by s¢ spodziewé wigkszego ni w grupie
ATA obnizenia stzenia PGE u chorych na AIA po prowokacji aspirynOkazato si
jednak, ze u chorych z nadwihwoscia na aspiryn skzenie metabolitow PGE
w moczu nie tylko nie zmniejszytoegsbardziej nk w grupie ATA, ale nie wykazywato
znamiennych walfaw czasie catego testu prowokacyjnego z ASA.

Watpliwosci co do doktadngci oznaczenia metabolitu PGEmetod
immunoenzymatycznrozwiano po oznaczeniu drugiego gidbwnego metabdbGE
(tetranor-PGE-M) metad GC-NICI-SM. Tak jak w przypadku PGEM stezenia
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tetranor-PGE-M po prowokacji ASA nie ulegly istotnystatystycznie zmianom
w stosunku do wartai wyjsciowych.

By¢ maze wytlumaczenia uzyskanych wynikbw nale upatrywa
w komorkowym mechanizmie astmy aspirynowej. Naddimansé na ASA i inne
NSLPZ zwhzana jest ze szczegOlnym typem zapalenia, w ktédguhodzi do
degranulacji mastocytéw w nadach docelowych, takich jakiana oskrzelaluzéwka
nosa i zatok przynosowych - w astmie aspirynowej] [6 skora - w pokrzywce
aspirynowej [60]. Udokumentowano to na podstawiewkrostu PGD w surowicy
krwi [6], moczu [64,72] i BAL-u [114], 2) histaminw wydzielinie z nosa [17,18,45]
I BAL-u [114] oraz 3) tryptazy w surowicy krwi [60B]. Mozna przypuszcza ze
aktywowane mastocyty zekszap nie tylko produke PGD,, ale i PGE. Dodatnia
korelacja m¢dzy stzeniem catkowitego IgE i poziomem P& moczu obserwowana
w niniejszym badaniu w warunkach podstawowych, ijgbo prowokacji aspirym
posrednio wskazuje na udziat mastocytow w produkcjiER@y¢ moze mediatory
zapalne uwalniane przez aktywowane mastocyty wiezszdatniego testu z aspigyn
stymulup (przez aktywagj fosfolipazy A) biosyntez PGE w innych komorkach.
Komérkami zaangeowanymi we wzrost produkcji PGEnogltyby by takze nabtonek
I migsnie gtadkie oskrzeli, makrofagi, limfocyty i eozyite. Ten wzrost systemowej
produkcji PGE zalezatby gtéwnie od aktywnizi COX-2, ktdg aspiryna hamuje tylko
w niewielkim stopniu.

Trzeba te sobie éwiadomi, ze reakcja na aspirgnjest ostrym stanem
naktadagcym sk na przewlekile zapalenie astmatyczne zNos¢ wicc spodziewd, ze
w tym przypadku dochodzi wez do aktywacji COX-2, ktora jest enzymem
indukowanym w miejscach togzego st zapalenia. Rzeczywgie, w dotychczasowych
badaniach przeprowadzonych u osob zdrowych nietygleke blokowanie COX, jak
i selektywne blokowanie COX-2 zmniejszato prodgkBlGE w podobnym stopniu
[67]. Podobn zalencs¢ obserwujemy w przypadku chorych na astmm dobg
tolerancy aspiryny opisanych w niniejszej pracy.

Z kolei celekoksyb, selektywnie blokaly COX-2, ktéry nie wywotat reakcji
nadwraliwosci u wigkszaci chorych biogcych udziat w przedstawianym badaniu,
zmniejszat wydalanie obu metabolitbw z moczem podoby obu grupach: AIA
i ATA.

By¢ maze rzeczywdcie w czasie reakcji nadwiavosci na aspiryn

indukowana w komérkach zapalnych cyklooksygenazgezinej strony przyczyniataby
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sig do zwkkszenia syntezy PGEZ drugiej za strony cytokiny zapalne uwalniane
w czasie reakcji na aspiryrmogtyby wptywa& modulupco na drog przemiany PGE
Wykazano,ze w komodrkach nabtonka drog oddechowych osob chomya astra
oskrzelow IL-13 hamuje enzym syntazPGE-1, a zwiksza ekspresj enzymu
katabolizupcego PGE czyli dehydrogenagz 15-prostaglandynoav [123]. IL-13 jest
jedm z cytokin uwalnianych przez limfocyty Th biorace udziat w zapaleniu
alergicznym. Jednocgeie wykazano, 7 interleukina ta zmniejsza poziom COX-2
[123]. Do tej pory nie oceniano poziomu 15-PGDH neghch oddechowych u chorych
na astm z nadwraliwoscia na aspiryn, ale na podstawie dotychczasowych wynikow
bada mozna sg spodziewd, ze poziom tego enzymu jest w tym przypadku
zwickszony w porownaniu z grapATA i oséb zdrowych. Katabolizm PGEalery
takze od szybkéci transportu tej prostaglandyny do komorek przyialg biatek
nosnikowych [5,96]. Wykazano,zi indometacyna i inne NSLPZ hamujransport
prostaglandyn do komorek u szczuréw [5]. Nie badtego zjawiska u chorych na
astne oskrzelow. By¢ maze aspiryna u 0sOb nadwiif@vych zmniejsza tempo
dokomadrkowego transportu PGEwalniapc przy tym jej katabolizm?

Uzyskane w niniejszym badaniu wyniki najerozwazy¢ takze w swietle
najnowszych badanad roh receptoréw dla PGEv nadwraliwosci na aspirya.

Ying i wsp. [131] zauwayli, ze w bioptatachsluzéwki nosa uzyskanych od
chorych na nigyt nosa z nadwediwoscia na aspiryn odsetek komorek zapalnych -
neutrofili, mastocytow, eozynofili i limfocytéw T wykazupcych ekspresjreceptora
typu EP2 jest istotnie mniejszy w poréwnaniu z @hur na nigyt nosa bez
nadwraliwosci na aspiryn. Poniewa PGE wywiera swoje przeciwzapalne dziatanie
przez receptor EP2 na leukocytach, jego zmniejsedispresja mogtaby przynajmniej
czesciowo odpowiadé za nasilenie nacieku zapalnego i @wizora produkcg
leukotrienow cysteinylowych u chorych z nadwliwoscia na aspiryr [131].

Z kolei Jinnai i wsp. sugeryj iz nadwraliwo$¢ na aspiryn u niektorych
chorych na astmoskrzelow moze by zwigzana z polimorfizmem w obbie genu
receptora dla PGRypu EP2, determinagego mniejsz niz u chorych na astge dobg
tolerancy aspiryny ekspresjtego receptora na komérkach drég oddechowych chory
na AlA [37].

Jezeli tak rzeczywicie jest, to mniejsza ekspresja receptora EP2 nadlach
drég oddechowych u chorych na astmspirynowt z jednej strony powodowataby

stabsz odpowied na prostaglandyn E, dziatapca rozszerzajco na oskrzela
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I przeciwzapalnie. Ponadto podanie aspiryny prayngj przejciowo zmniejszatoby
produkcg PGE, dapc przewag prozapalnym leukotrienom. Z drugiej strony ta
szczeglOlna ,oporrié” na PGE moglaby stymulowé& komorki do zwekszenia
produkcji PGE w mechanizmie up-regulation Tlumaczytoby to brak zmian
w skzeniach wydalanych metabolitéw PgRo prowokaciji aspirynu chorych na AIA
obserwowany w niniejszym badaniu. Jednénie ,opornécia” na PGE mozna by
wyttumaczy, dlaczego wzrost produkcji endogennej BGie przeklada sina jej
ochronne dziatanie na oskrzela.

By¢ maze tez wptyw PGE na te same receptory w AIA i ATA jestardy lub
nalezy poszukiwa innych receptorow, przez ktore dziata PGEastmie aspirynowej?

Biorac pod uwag powyzsze rozwaania, rodzi si pytanie: dlaczego wt nie
obserwowano wzrostu, czyztevaha, ogélnoustrojowej produkcji PGRi chorych na
AlIA po podaniu aspiryny, a jedynie brak zmian wzehiach jej metabolitow w moczu?
By¢ maze zmniejszonemu poziomowi PGEv drzewie oskrzelowym towarzyszy
wzrost ogolnoustrojowej produkcji PGEwiazanej z ostrym stanem zapalnym w czasie
reakcji nadwraliwosci na aspiryn? Rzeczywdcie, dotychczasowe wyniki baglanad
lokalna produkcp PGE w astmie aspirynowej wskazujze jej poziom w drogach
oddechowych u tych chorych m® by nizszy ni u chorych na asten bez

nadwraliwosci na aspiryn [43,82,84].

Czy sgzenie PGE po prowokacji aspiryn zaleato od dawki aspiryny?

W pierwszym etapie badania w grupie AIA reakcja tapsa po ré&nych
dawkach aspiryny, w tymzau 9 chorych po trzeciej dawce aspiryny (czyli
kumulacyjnej dawce 188mg). Natomiast w grupie ATAestt z aspirym
przeprowadzono, podgy cztery wzrastage dawki aspiryny do dawki kumulacyjnej
500 mg. Zrodzita si wiec watpliwos¢, czy na wyniki sfzenia metabolitow PGE
W moczu w pierwszym etapie badania miat wptyw fake, dawki prowokacyjne
aspiryny w grupie AlA i ATA byly réne. Wszyscy chorzy z daptolerancy aspiryny
otrzymali bowiem daw& kumulacyjra aspiryny 500 mg.

Aby wyeliminowa wptyw dawki aspiryny na wyniki sten metabolitéw PGE
w moczu w grupie z dobrtolerancy aspiryny, przeprowadzono drugi etap badania.
U 10 chorych z grupy ATA, ktorzy brali udziat tak w pierwszym etapie
przeprowadzono test prowokacyjny z aspirypodajpc 3 kolejne dawki aspiryny

zgodnie z protokotem do dawki kumulacyjnej 188 mg.
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Okazato st, ze u chorych na ATA po podaniu dawki kumulacyjnggiggsy 188
mg, inaczej ni w dniu placebo, dochodzi do znamiennego zmniejazsirenia obu
metabolitow PGE w wydalanym moczu. Podobne wyniki uzyskano w geufir
chorych na ATA w pierwszym etapie badania po dakwreulacyjnej 500 mg.

W obrbie tej samej grupy 10 chorych dokonano rownamalizy wynikéw
stezen metabolitow PGE uzyskanych w pierwszym etapie badania. Podobrie ja
w przypadku mniejszej dawki kumulacyjnej (188 mtyyisrdzono, z podanie aspiryny
do dawki kumulacyjnej 500 mg powoduje znamienne iefarenie wydalania obu
metabolitow PGEz moczem.

Na podstawie powaszych analiz mmna wychagna¢ wniosek, & uzyskane
w badaniu wyniki sizenia PGE-M i tetranor-PGE-M w moczu nie zakdy od dawki
kumulacyjnej aspiryny, zarOwno w grupie astmy agpwej, jak i w grupie chorych na

astne z doby tolerancy aspiryny.

Ogodlnoustrojowa produkcja PGEa wydalanie leukotrienow cysteinylowych

Analiz¢ ogoélnoustrojowej produkcji PGEpostanowiono przeprowadziakze
w kontekcie systemowej produkcji leukotrienéw cysteinylowycktorych rola
w astmie z nadwediwoscia na aspiryn zostata potwierdzona [11,12,102,103,114].

Badanie systemowej produkcji cys-LTs wydalanychacrem przeprowadzono
w pierwszym etapie badania. Wyniki tg Zyodne z dotychczasowymi, wielokrotnie ju
potwierdzonymi danymi [11,12,103,114].

Podstawowe wydalanie LTEz moczem u chorych na AlA jest eksze ni
u chorych na ATA. Po prowokacji aspigymastpuje znamienny wzrost wydalania
LTE; u tych chorych w stosunku do waitdo wyjsciowych. Zjawiska tego nie
obserwowano grupie ATA.

Ciekawe, ze po podaniu celekoksybu w grupie AIA obserwowampadek
stezenia LTE, w moczu w chwili zakaczenia testu w poréwnaniu z wait@ami
wyjsciowymi. W kolejnych godzinach gtenie LTE, utrzymywato st nha podobnym
poziomie jak w chwili zakaczenia testu. W dotychczasowych doniesieniach aycho
z nadwraliwoscia na aspirya nie stwierdzano zmian po podaniu selektywnych
inhibitorow COX-2 w wydalaniu LTE z moczem [30,110]. Obserwacje trudno
wyttumaczy. By¢ maze rok odgrywa tu zmniejszenie prozapalnego dziatania PGE
przez receptory EP1. Mpa te& podejrzewd, ze istnieje okotodobowa zmiensto

w wydalaniu cys-LTs, gdy podobn tendeng do zmniejszania siskzenia LTE
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w moczu w kolejnych godzinach badania odnotowameni& w dniu placebo zaréwno
w grupie AlA jak i ATA.

W niniejszym badaniu pog¢jp proke uchwycenia korelacji mdzy systemow
produkcp cys-LTs i PGE w astmie z nadwediwoscia i bez nadwraiwosci na
aspiryre. Zaskakujce jest, © nie udalo s ustalt zadnej zalenosci miedzy
uwalnianiem tych eikozanoidoéw. Bymaze zrodta komérkowe, z ktérych pochagdz
leukotrieny cysteinylowe i prostaglandyna B rézne? Wiadomo,ze eozynofile
I mastocyty odgrywaj duza role w produkcji cys-LTs w astmie aspirynowej. Nie
wiadomo jednak, jakie komorki odpowiadaa produke PGE u chorych na asten
aspirynovd. Prawdopodobne jestAeze mediatory zapalne wydzielane podczas reakcji
nadwraliwosci na aspirya w rézny sposob modulgj drogi przemian i uwalnianie
eikozanoidow, w tym cys-LTs i PGE

Uzyskane wyniki odnoszsie do ogolnoustrojowej produkcji prostaglandyny E
i leukotriendw cysteinylowych. Ry maze zaburzenia eikozanoidow tace sg
miejscowo w oskrzelach u chorych z nadiivgoscia na aspiryn nie znajduy
odzwierciedlenia w systemowej produkcji tych mealidtv. Wskazuj na to obserwacje
dotyczice lokalnej produkcji leukotrienéw cysteinylowych RGE (w dolnych
i gérnych drogach oddechowych) u chorych na AIA 6maro w warunkach
podstawowych, jak i po prowokacji aspiayj#3,81,83,103,114].

Dodatnia zalenos¢ migdzy poziomem LTEwW moczu po prowokacji aspirgn
a eozynofily bezwzgédma stwierdzona u chorych na AIA sugerujg leukocyty
kwasochtonne odrywajrole w reakcji nadwraiwosci na aspiryn, przyczyniagc Sk
do wzrostu produkcji cys-LTs iasgtownym zrodiem cys-LTs. Jest to zgodne
z dotychczasow wiedz na temat udziatu eozynofili w zapaleniu drog odiaseych

w astmie aspirynowej [106].

6.3. Perspektywy dalszych bada

Wyniki niniejszej pracy po raz pierwszy dawglad w ogoélnoustrojow
produkcg prostaglandyny £u chorych z nadwediwoscia na aspirya w warunkach
podstawowych, jak i po prowokacji aspigy(hieselektywnym inhibitorem COX) oraz
celekoksybem (selektywnym inhibitorem COX-2). Rdxpaano je w konteicie
zmian w systemowym wydzielaniu innych eikozanoidogilnie uwiklanych
w patogenez astmy aspirynowej - leukotrienow cysteinylowychonkewa jednak

prezentowane dane odzwierciedlalystemow produkcg PGE i innych pochodnych
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kwasu arachidonowego, nie vma ich bezpgrednio ekstrapolowa na reakcje
I zaleznosci miedzy eikozanoidami zachoglze lokalnie w drogach oddechowych
u chorych na astgnaspirynowd.

Interesujce bytoby badanie, w ktdorym po prowokacji aspiryoceniano by
jednoczénie lokalm (w drogach oddechowych) i ogdlnoustroppw(w moczu)
produkcg PGE w astmie aspirynowej w odniesieniu do innychzmgh w tym
procesie metabolitdw kwasu arachidonowego. Badakia z pewnécia bytyby jednak
trudne technicznie do przeprowadzenia i mogtyby wdza watpliwosci etyczne
(zwhaszcza jdi chodzi o indukowanie plwociny u chorych z reakpp aspirynie).

W przedstawionym tu badaniu nie udate dbo kaica rozwiki& tajemniczego
udziatu prostaglandyny ;Ew patogenezie astmy aspirynowej. Pojawile siiele
nowych pyta, na ktore warto by w przys&za odpowiedzié. Jakie komorki
odpowiadaj za ogolnoustrojow produkcg PGE? Jak w kontelcie systemowej
produkcji PGE wyglada jej synteza lokalna w drogach oddechowych, zetes po
zadziataniu aspiryny i innych inhibitoréw COX-1?

Wolno sidzi¢, iz uzyskane wyniki przyhtaja nieco poznanie skomplikowanych
zZwiazkoéw i zalenaosci miedzy eikozanoidami, lecych u podstaw astmy aspirynowej

I stanowt beda zaclete do dalszych bada
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7. WnioskKi

1. Nie ma ra@nic w podstawowe] ogolnoustrojowej produkcji PGHiedzy
chorymi na astmaspirynow i astng z dobpg tolerancy aspiryny oraz osobami

zdrowymi.

2. Aspiryna nie zmienia ogoélnoustrojowej produkcji PGIE chorych na asten
aspirynow, hamuje natomiast ¢t produkcg u chorych na asten
z dobn tolerancy aspiryny.

3. Selektywny inhibitor COX-2 (celekoksyb) zmniejszagotnoustrojovy
produkcg PGE u chorych na astenoskrzelowy (zaréwno astmaspirynowy jak

I astng bez nadwraiwosci na aspiryn).

4. Wydalanie PGE z moczem u chorych na astmaspirynow i astng z dobn

tolerancy aspiryny nie zaley od dawki prowokacyjnej aspiryny.

5. Nie stwierdza s zadnej zalenosci miedzy ogolnoustrojow produkch
leukotriendw cysteinylowych a ogoélnoustrojpwrodukcih PGE u chorych na

astne oskrzelow, zaréwno z nadwidiwoscia na aspiryr jak i doby tolerancy
aspiryny.
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8. Streszczenie

Wstep: Prostaglandyna EPGE), jako produkt przemiany kwasu arachidonowego
przez cyklooksygenaz (COX), o dziataniu rozszerzgym oskrzela i hamagym
uwalnianie prozapalnych leukotriendw cysteinylowychkis-LTs) wydaje si odgrywa
istotne znaczenie w patogenezie astmy aspirynowéj)( Jednak wyniki bada
dotyczce jej roli w AlA nie g jednoznaczne. Prawie caly metabolizm R®GHBEbywa
si¢ w ptucach. Produkty tego metabolizmu wydalage snoczem. Uwza sk, ze ich
stezenie w wydalanym moczu jest wskakiem ogélnoustrojowej produkciji PGE
Zatozenia i cel pracy: Dotychczas nie bylo badaoceniajcych ogoélnoustrojow
produkcg PGE u chorych na astenoskrzelow. W niniejszej pracy postanowiono
zbad& ogolnoustrojow produkcg PGE u chorych na asten oskrzelows

z nadwraliwoscia na aspiryn i dobr tolerancy aspiryny (ATA) w warunkach
podstawowych oraz po prowokacji aspiyfnieselektywnym inhibitorem COX) oraz
celekoksybem (selektywnym inhibitorem COX-2). Pnéhoo take ustaké, czy istnieje
zaleznos¢ migdzy wydalaniem cys-LTs z moczem a wydalaniem méditgwo PGE
w warunkach podstawowych oraz po prowokacji aspiryn

Materiaty i metody: Doustny test prowokacyjny z aspigya uzyciem placebo oraz
doustny test z celekoksybem przeprowadzono u 1vychana AIA i 17 chorych na
ATA. Mocz na metabolity PGE leukotrien & (LTE,) pobierano przed rozpogzaem
badania i w momencie zakezenia proby prowokacyjnej z placebo lub aspirynb
celekoksybem oraz 2 i 4 godziny zmej. W moczu oznaczano ¢genia dwoch
gtébwnych metabolitbow PGE 13,14-dihydro-15-keto-PGE (PGE-M) — metod
immunoenzymatyczn (EIA) i kwasu 9,15-diketo-1d-hydroksy-2,3,4,5-tetranor-
prostano-1,20- dikarboksylowego (tetranor-PGE-M) metody spektrometrii mas
W pofaczeniu z chromatografigazows, technik ujemnej jonizacji (GC-NICI-MS).
Stezenie LTE w moczu oznaczano metpdEIA. Dodatkowo u 30 oséb zdrowych
pobrano mocz na badanie podstawowyeciiegt metabolitow PGE Poniewa dawki
prowokacyjne aspiryny u chorych na AlA bytyzrie, a w grupie ATA wszyscy badani
otrzymali dawk kumulacyjra aspiryny 500 mg, postanowiono przeprowaddrugi
etap badania u chorych na ATA. Miat on na celu wyelowanie wptywu dawki
aspiryny na wyniki uzyskane w pierwszym etapie Ib@lai chorych na ATA. Test
prowokacyjny z aspiryndo dawki kumulacyjnej 188 mg przeprowadzono uldérygch
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losowo wybranych z grupy ATA biaecych udziat w pierwszym etapie badania. Byla to
dawka kumulacyjna, ktora wywotata reakapadwraliwosci u 9 chorych na AlA
w pierwszym etapie badania. Podobnie jak w pierwsatapie mocz na metabolity
PGE pobierano przed rozpogzem badania i w momencie zalazenia proby
prowokacyjnej z placebo lub aspityaraz 2 i 4 godziny paniej.

Wyniki: Stzenia obu metabolitbw PGEv moczu w warunkach podstawowych nie
roznity sie miedzy 3 grupami: AIA, ATA i osobami zdrowymi. Wydalan obu
metabolitow z moczem u oséb zdrowych bytlocksze u mzczyzn ni u kobiet.
W grupie AIA i ATA nie stwierdzono ric miedzy obu piciami w zakresie
podstawowego stenia metabolitbw PGEw moczu. Po prowokacji aspiryrstzenie
obu metabolitow PGEw moczu nie zmienito siw grupie AIA w zadnym punkcie
czasowym obserwacji, natomiast w grupie ATA ezshie obu metabolittw PGE
W moczu znamiennie zmniejszytloggpo podaniu aspiryny. Wydalanie metabolitow
PGE z moczem po prowokacji aspiryw zadnej z grup nie zatato od dawki. Po
prowokacji celekoksybem w obu grupach badanych (AIAMATA) obserwowano
Znamienne zmniejszenie¢senia obu metabolitow PGEw moczu w stosunku do
wartasci podstawowych. W czasie préby prowokacyjnej zirgsp w grupie AlA
obserwowano typowy wzrostegenia LTE w moczu po prowokacji aspirgn

Nie stwierdzonozadnej korelacji wydalania metabolitow P&GE wydalaniem LTk

Zz moczem wzadnej z badanych grup ani w warunkach podstawowgch po
prowokaciji aspirya.

Whnioski: Nie ma ré&nic w podstawowej ogoélnoustrojowej produkcji PGliedzy
chorymi na astm aspirynow i astng z dobm tolerancy aspiryny oraz osobami
zdrowymi.

Aspiryna nie zmienia ogoélnoustrojowej produkcji PGHE chorych na asten
aspirynowg, natomiast u chorych na astm dobn tolerancy aspiryny powoduje jej
istotne zmniejszenie.

Selektywny inhibitor COX-2 zmniejsza ogolnoustrojpwrodukcg PGE zaréwno

u chorych na AlA, jak i chorych na ATA.

Nie ma korelacji midzy ogolnoustrojow produkcy cys-LTs i PGE u chorych na

astng aspirynow.
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Summary

Introduction: Prostaglandin £(PGE), a product of arachidonic acid metabolism of
cyclooxygenase, exerting bronchodilatatory actiomd suppressing the release of
proinflammatory cysteinyl leukotrienes (cys-LTsgems to be of importance in the
pathogenesis of aspirin-induced asthma (AlA). Havdhe results of its role in AIA
are diverse. PGHs predominantly metabolized in the lungs. Proglaétits metabolism
are excreted in urine. It has been assumed thatutieary concentration is an index of
systemic PGEproduction.

Objective: So far there have been no studies evaluating misteGE production in
patients with bronchial asthma. In the presentedisi) the evaluation of systemic PGE
production in aspirin-induced asthma patients asypirim-tolerant asthmatics (ATA)
was undertaken both at baseline and following asfmonselective COX inhibitor) and
celecoxib (selective COX-2 inhibitor) challenge.eTpoint of interest was also to find
a correlation between cys-LTs urinary excretion BE&E metabolites levels in urine at
baseline and following aspirin challenge.

Methods: Placebo controlled oral aspirin challenge test eel@coxib challenge test
were performed in 17 AIA and 17 ATA patients. Urifr PGE metabolites and
leukotriene & (LTE,4) determinations was collected at baseline, atithe of the end of
the challenge and 2 and 4 hrs latéwo main prostaglandin Emetabolites were
determined in urine, i.e.: 13,14-dihydro-15keto-BQBGE-M) using commercial
enzyme immunoassay (EIA) and 9,15-dioxae-tydroxy-2,3,4,5-tetranor-prostane-
1,20-dioic acid (tetranor-PGE-M) using gas chrorgedphy/mass spectrometry. LJE
concentrations in urine were measured using ElArddeer, base levels of urinary
PGE, metabolites were evaluated in 30 healthy volusteBecause provocation doses
of aspirin were different in AIA patients and allTA patients had received 500 mg
cumulative dose of aspirin, the second phase ofsthdy was undertaken. It was
planned to eliminate the dose influence on resabtained in ATA patients in the first
phase of the study. An aspirin provocation teshwitcumulative dose of ASA 188 mg
was performed in 10 patients randomly chosen frofA Aroup (that had taken part in
the first phase of study). A dose of 188 mg wasdimaulative dose of aspirin which
provoked hypersensitivity reaction in 9 AIA patient the first phase of the study.
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Urinary collection for PGE metabolites determination was performed in the esam
scheme as in the first phase of the study.

Results: At baseline, mean prostaglandin Betabolites values did not differ between
the three groups: AIA, ATA and healthy controls.idary levels of both PGE
metabolites in healthy controls were higher in niegn in women. In the AIA and
ATA groups there was no difference between genidetlesms of basal urinary levels of
PGE metabolites. Following aspirin challenge both BRGigetabolites became
significantly depressed in the aspirin-tolerantugrobut their mean level remained
unchanged in the aspirin-sensitive group. The dokespirin had no effect on
magnitude of the response of the BGfetabolites and its duration. In both study
groups urinary PGEmetabolites decreased following celecoxib chakenigypical (as
reported previously) LTE level increase in urine was observed following irasp
challenge. No correlation was found between urinawels of PGE metabolites and
LTE, in AlA patients.

Conclusion: There are no differences in baseline systemic FP@&duction between
aspirin-induced asthma patients, aspirin-tolerattiraatics and healthy controls.

Aspirin does not change systemic RB@Eobduction in aspirin-induced asthma, however
decreases it in aspirin-tolerant asthmatics.

Selective COX-2 inhibitor decreases systemic P@Bduction both in AIA and ATA.
There is no correlation between systemic cys-LTd BGE production in aspirin-

induced asthma.
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