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STRESZCZENIE

Tlenek azotu (NO) jest endogennym, rozpuszczalnym gazem, ktérego wysoce reaktywne czasteczki biora udzial w wielu biolo-
gicznych i patofizjologicznych procesach organizmu. Jest syntetyzowany z argininy przy pomocy enzymu syntazy tlenku azotu
(NOS).

Od wielu lat trwa poszukiwanie odpowiednio trafnych i nieinwazyjnych metod diagnostycznych, obrazujacych alergiczny, zapal-
ny proces w drogach oddechowych. Ostatnio duze nadzieje wiaze si¢ z mozliwoscia wykorzystania pomiaru stezen tlenku azotu
w powietrzu wydychanym (FENO) dla monitorowania stanu zapalnego drég oddechowych u chorych na astme. Metoda ta jest
nieinwazyjna, i z tego wzgledu moze by¢ wielokrotnie powtarzana.

Ponadto obserwuje si¢ dodatnia korelacje pomiedzy FENO a eozynofilia krwi obwodowej i plwociny indukowanej u atopowych
dzieci i 0s6b dorostych, chorych na astme oskrzelowa.

Wykazano takze znaczacy wzrost FENO po specyficznej probie prowokacyjnej, stad okreslanie tego parametru moze by¢ dodat-
kowym zrédlem informacji, pomocnym w interpretacji zawodowych testow prowokacyjnych u oséb z granicznymi zmianami
czynnosciowymi. Med. Pr., 2005;56(6):485-490

Stowa kluczowe: astma zawodowa, tlenek azotu, zapalenie alergiczne, diagnostyka

ABSTRACT

Nitric oxide (NO) is an endogenous, soluble gas whose highly reactive molecules are involved in many biological and pathophysi-
ological organic processes. It is generated from arginine through the action of the enzyme nitric oxide synthase (NOS).

Over the recent years, accurate and non-invasive diagnostic methods have been searched for illustrating the allergic airway inflam-
mation. Lately, great hopes have been associated with the use of measurements of exhaled nitric oxide (FENO) in the estimation of
bronchial inflammation in asthmatic subjects. This method is non-invasive and can be frequently repeated.

Furthermore, positive correlation between FENO and blood eosinophilia and induced sputum in atopic children and asthmatic
adults has been observed. A significant increase in FENO after specific challenge test has also been shown. Therefore, determination
of this parameter can be an additional source of information useful in the interpretation of occupational challenge tests in cases
with boderline functional changes. Med Pr 2005;56(6):485-490
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WSTEP

Astma oskrzelowa jest przewlekla chorobg zapalng
drég oddechowych, w ktorej uczestniczy wiele komo-
rek i substancji przez nie uwalnianych. Zapalenie jest
przyczyna nadreaktywnosci oskrzeli, prowadzacej do
nawracajacych epizodow swiszczacego oddechu, dusz-
nosci, $ciskania w klatce piersiowej i kaszlu, wystepu-
jacych szczegdlnie w nocy lub nad ranem. Epizodom
tym zwykle towarzyszy rozlana obturacja oskrzeli
o zmiennym nasileniu, czesto ustepujaca samoistnie
lub pod wptywem leczenia (1).

Astma wystepuje we wszystkich krajach, niezalez-
nie od stopnia rozwoju cywilizacyjnego, ale czgstos$c¢
jej wystepowania znacznie si¢ rézni w poszczegdlnych
populacjach, nawet w obrebie jednego regionu. Po-
nadto w ciagu ostatnich 20 lat czestos¢ jej znaczaco
wzrosta, zwlaszcza u dzieci (2). Aktualne doniesienia
wskazuja, ze w Europie czestos¢ astmy w populacji do-
rostych waha si¢ od 8-12% (3-5). Sposrod tych przy-
padkow ok. 10% stanowi astma zawodowa, w ktorej
zmienny przeplyw powietrza w drogach oddechowych
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i/lub ich nadreaktywnos$¢ wywolane sa przez czynniki
specyficzne dla srodowiska pracy (6).

Rozpoznanie astmy oskrzelowej opiera si¢ gtdwnie
na danych z wywiadu, badaniu przedmiotowym oraz
wynikach badan czynnosciowych uktadu oddecho-
wego (spirometria spoczynkowa, proba prowokacyj-
na wziewna z histamina, monitorowanie szczytowego
przeplywu wydechowego). Od wielu lat trwa poszuki-
wanie obiektywnej metody diagnostycznej, polegajacej
na pomiarach poziomoéw odpowiedniego biomarkera,
ktéra to metoda charakteryzowataby sie niskg inwa-
zyjnoscia przy jednoczesnej wysokiej trafnosci.

Proces zapalny w drogach oddechowych odgry-
wa kluczowa role w patogenezie astmy. Wyniki wielu
badan pozwolily na sformulowanie hipotezy, ze tlenek
azotu (NO) jest jednym z markeroéw natezenia tego
procesu. Dlatego tez ostatnio duze nadzieje wiaze si¢
z mozliwodcig wykorzystania pomiaru stezen tlenku
azotu w powietrzu wydychanym (FE,) - jako nowej
nieinwazyjnej metody diagnostycznej oceniajacej pro-
ces zapalny drog oddechowych.

BIOSYNTEZA TLENKU AZOTU | JEGO POMIAR
W POWIETRZU WYDECHOWYM

Tlenek azotu jest endogennym, rozpuszczalnym ga-
zem, ktorego wysoce reaktywne czasteczki biorg udziat
w wielu fizjologicznych i patologicznych procesach
zachodzacych w organizmie. NO uczestniczy m.in.
w regulacji obwodowego przeplywu krwi, czynnosci
plytek krwi, reakcjach immunologicznych i neuro-
transmisji (7). Jest syntetyzowany z L-argininy (ryc. 1)
z udziatem enzymu syntazy tlenku azotu (Nitric Oxide
Synthase — NOS), wystepujacej w trzech izoformach.
Jedna z nich (NOS-1) zwigzana jest z komdrkami ner-
wowymi, gdzie NO pelni funkcje przenosnika mie-
dzykomorkowego; ekspresja innej (NOS-3) dotyczy
gtownie komorek srodbtonka. Trzecia izoforma tzw.
indukowalna (NOS-2 lub iNOS) wykazuje znacznie
wiekszg aktywnos$¢ niz pozostate i moze by¢ uczyn-
niana przez cytokiny prozapalne, a takze endotoksyny
bakteryjne oraz wirusy. Jej synteza wzrasta w warun-
kach zapalenia (8-12). Obecno$¢ wszystkich trzech
izoform wykazano w drogach oddechowych (13), jed-
nakze tylko ekspresja iNOS koreluje z poziomem tlen-
ku azotu w powietrzu wydychanym (14).

W drogach oddechowych ekspresja indukowalnej
NOS wystepuje w komorkach typu II pecherzykow
plucnych, srédbtonku, komodrkach miegsni gladkich,
gruczotach podsluzéwkowych, makrofagach, neutrofi-

lach oraz eozynofilach, a jej stymulacja odbywa sie po-
przez liczne cytokiny, m.in.TNF-a, IL-1, INF-gamma.
Indukcja NOS odbywa si¢ w tkance plucnej pacjen-
tow z ARDS (zespodt ostrej niewydolnosci oddecho-
wej dorostych), bakteryjnym zapaleniem pluc, rakiem
pluca, zmianami ptucnymi w przebiegu sarkoidozy,
idiopatycznym wtoknieniem ptuc oraz astma oskrze-
lowa. Produkowany przez iNOS tlenek azotu rozszerza
naczynia i oskrzela, odgrywa wazng role w reakcjach
immunologicznych, w tym cytotoksycznosci, oraz wy-
dzielaniu $luzu.

U chorych na astme inhalacja zaréwno L-argininy
jak i D-argininy wiaze si¢ ze znaczacym wzrostem ste-
zenia tlenku azotu w powietrzu wydychanym. D-ar-
ginina nie jest substratem dla NOS, dlatego tez jego
podwyzszony poziom w wielu chorobach uktadu odde-
chowego sugeruje, przynajmniej cz¢Sciowe, powstawa-
nie tego mediatora na drodze nieenzymatycznej (15).

NO jest, bez udziatu enzymoéw, w duzej ilosci uwal-
niany z S-nitrozotioli (ryc. 1). Powstaje takze poprzez
przylaczanie protonoéw do azotynow i tworzenie jonow
azotawych, ktore z kolei uwalniaja NO w kwasnym
srodowisku. Wykazano, ze w czasie ostrych epizodow
astmy, podczas ktorych nastepuje spadek pH powie-
trza w drogach oddechowych, tlenek azotu powstaje
W sposob opisany powyzej (16).

Pomiaru stezenia tlenku azotu w powietrzu wydy-
chanym dokonuje si¢ za pomoca analizatora chemilu-

Syntaza tlenku azotu
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Ryc. 1. Synteza tlenku azotu w drogach oddechowych.
Fig. 1. Nitric oxide synthesis in the airways.
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Tabela 1. Czynniki modyfikujace stezenie tlenku azotu
w powietrzu wydychanym u 0s6b zdrowych

Table 2. Factors that modify the exhaled nitric
oxideconcentrations in healthy subjects

Wzrost FENO Spadek FENO

L-arginina ¢wiczenia fizyczne
Infekcje drog oddechowych

Formaldehyd

spadek temperatury
palenie tytoniu
Dieta bogata w azotany bierne palenie

Tlenek azotu zawarty w powietrzu spozywanie alkoholu

FE\, - stezenie tlenku azotu w powietrzu wydychanym.

minescencyjnego, w ktorym wykorzystywana jest foto-
chemiczna reakcja migdzy NO a ozonem wytwarzanym
przez analizator. Pozwala to na dokonywanie pomiarow
z doktadnoscig do 1 czastki na bilion (ppb) (17).

Wartosci stezen NO sa rozne w poszczegdlnych od-
cinkach drég oddechowych. U ludzi zdrowych w zato-
kach obocznych nosa stezenie NO wynosi 1000-3000
ppb, w przewodach nosowych - 15-40 ppb, w tcha-
wicy ponizej 3 ppb (18,19). Z tego tez wzgledu celem
wyeliminowania NO pochodzacego z jamy nosowo-
-gardlowej przy analizie tlenku azotu z dolnych drég
oddechowych wydech musi odbywac si¢ w warunkach
stalego oporu wydechowego. W wigkszosci z opu-
blikowanych prac wartosci FEy, u zdrowych dzieci
i zdrowych niepalacych osob dorostych okreslane sa
na 5-20 ppb (20,21), podczas pomiaru przy przeply-
wie 50 ml/s, zgodnie z wytycznymi ATS (American
Thoracic Society) (22).

Na pomiar FE, ma wplyw wiele czynnikow (tabe-
la 1), m.in. palenie tytoniu, spozywanie alkoholu i po-
sitkow bogatych w azotany, ¢wiczenia fizyczne, a takze
wielkos¢ przekroju oskrzeli, stad roznice pomiedzy
mezczyznami a kobietami oraz dzie¢mi i dorostymi
(23-27).

FE\o A INNE MARKERY ZAPALENIA W DROGACH
ODDECHOWYCH W ASTMIE OSKRZELOWE)J

Obecnos¢ tlenku azotu w powietrzu wydychanym za-
obserwowal po raz pierwszy Gustaffson i wsp. w ba-
daniach dos$wiadczalnych (28), natomiast w 1993 r.
Alving i wsp. wykazali obecno$¢ wyzszych stezen FEy,
w grupie 8 dorostych chorych na astme¢ oskrzelowa
w poréwnaniu z osobami zdrowymi (29). Obserwa-
cje te zostaly potwierdzone kolejnymi doniesieniami
(30-34).

Podwyzszone stezenia tlenku azotu, obserwowane
u pacjentéw z astma, s3 wynikiem indukeji syntezy

przez mediatory zapalenia w drogach oddechowych
(35). Sugeruje sie zwigzek pomiedzy poziomem FE,
a zawartoscia eozynofilow w plwocinie indukowane;j.
W grupie chorych na astme stabilng znaleziono silnie
dodatnig korelacje pomiedzy wyzej wymienionymi
parametrami (36). Obserwuje si¢ takze statystycznie
znaczacy zwiazek pomiedzy FE,, a eozynofilia krwi
obwodowej u dzieci z atopia i 0sob dorostych, chorych
na astme oskrzelowg (37).

Przytoczone powyzej wyniki badan znalazly po-
twierdzenie przez innych autorow (38). Lanz i wsp.
wykazali, ze FE\, jest bardziej czulym markerem ak-
tywnosci choroby niz eozynofilowe biatko kationowe
(ECP) oraz rozpuszczalny receptor dla inerleukiny
2 (sIL2R), a jego stezenie specyficznie odzwierciedla
nasilenie zapalenia eozynofilowego w drogach odde-
chowych (39). Ponadto FE byt lepszym wskaznikiem
odpowiedzi na terapi¢ glikokortykosteroidami niz
powyzsze parametry. Wykazano rdwniez zalezno$c
pomiedzy rozlegtoscia nacieku eozynofilowego w na-
btonku oskrzelowym (uzyskanym biopsyjnie) a po-
ziomem NO w powietrzu wydychanym (40). Obser-
wowano wyrazng dodatnig korelacje pomiedzy FE,
i odsetkiem eozynofilow w popluczynach oskrzeliko-
wo-pecherzykowych (BALF) (41). Zauwazono takze
dodatnia korelacje pomiedzy poziomem FEy, w po-
wietrzu wydychanym a st¢zeniem TGF-B (transfor-
mujacy czynnik wzrostu ) w popluczynach oskrzelo-
wo-pecherzykowych. TGF-f jest waznym parametrem
odzwierciedlajacym stopien remodelingu drog odde-
chowych u chorych na astme (42).

FE,,A OBJAWY KLINICZNE ASTMY OSKRZELOWE)J
I WYNIKI BADAN CZYNNOSCIOWYCH UKLADU
ODDECHOWEGO

Niektorzy autorzy wskazuja na zwigzek miedzy ste-
zeniem NO a przebiegiem klinicznymi astmy. Artlich
i wsp. (43), prowadzac badania w grupie 25 dzie-
ci z astma, stwierdzili istotnie wyzsze poziomy FEyq
u tych, u ktorych wystepowalo zaostrzenie choroby
w poréwnaniu ze stezeniami NO u dzieci w okresie
remisji. Podobne wyniki uzyskat Stirling i wsp. u do-
rostych (44).A zatem pomiary FE, moga by¢ cennym
zrodtem informacji o skutecznosci leczenia (45,46).
Zaobserwowano rowniez, iz zwiekszone stezenie tlen-
ku azotu moze wyprzedza¢ wystapienie klinicznych
objawOw zaostrzenia astmy oskrzelowej (47,48).
Poddano takze analizie zwiazek pomiedzy FEy,
a wynikami badan czynnosciowych uktadu oddecho-
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wego u chorych na astme. Wykazano staba korelacje
pomiedzy poziomem FE, a natezong pierwszosekun-
dowg objetosciag wydechowa (FEV)) (49). Wydaje sie,
ze zmiany stezenia NO sg wyrazniejsze niz nasilenie
zaburzen spirometrycznych po ekspozycji na alergen.
Wskazuje to, ze tlenek azotu jest bardziej czutym mar-
kerem stanu klinicznego chorych na astme (50,51).
Wyniki wiekszosci badan wskazujg na zwiazek mie-
dzy FE,,a stopniem nadreaktywnosci oskrzeli stwier-
dzonej za pomoca proby prowokacyjnej z histaming
(PC,yy)- Zaleznos¢ taka stwierdzono, m.in., u niepa-
lacych atopowych chorych na astme oraz u miodych
dorostych cierpiacych na te chorobe (52,53).

FE\,A DIAGNOSTYKA ASTMY ZAWODOWE)J

Pomiary tlenku azotu moga by¢ wykorzystywane do
wykrywania reakcji zapalnej w drogach oddechowych
po specyficznym tescie prowokacyjnym (54). Znacza-
cy wzrost FEy, po probie prowokacyjnej wskazuje na
reakcje zapalng indukowang przez alergen. Pdznej od-
powiedzi astmatycznej towarzyszy naptyw komorek za-
palnych i uwolnienie cytokin prozapalnych w drogach
oddechowych. Migracja swoistych typow leukocytow
do miejsca zapalenia regulowana jest za posrednic-
twem roznych chemokin (MCP-1, MIP-1a, MIP-1f)
(55,56).

Opisano wzrost stezenia NO u pacjentdéw po swo-
istej probie prowokacyjnej z diizocyjanianami oraz
lateksem gumy naturalnej (57). Wzrost ten nastepo-
watl 22 godziny po prowokacji u pracownikéw z pod-
wyzszonymi poziomami specyficznych IgE w surowi-
cy krwi i kliniczng odpowiedzia na stymulacje. Olin
i wsp. zaobserwowali wyzszy poziom tlenku azotu
u pracownikow $cieralni, ktorzy byli narazeni na kon-
takt z wysokim stezeniem ozonu w poréwnaniu z pra-
cownikami nienarazonymi na ten gaz (58). Trzy lata
pozniej stezenia FE o u pacjentow z wiekszg ekspozy-
cja na ozon byly znaczaco wyzsze niz w grupie kon-
trolnej, a takze wzrosta u nich czgstos$¢ zachorowan na
astme atopowa. Wyrazny wzrost NO (do 40%) wyka-
zano réwniez u pracownikow przemystu obuwniczego
i skorzanego w trakcie godzin pracy, co prawdopodob-
nie zwiazane bylo z narazeniem na rozpuszczalniki or-
ganiczne (59). A zatem, przypuszczalnie, pomiary tego
parametru moga znalez¢ zastosowanie takze w ocenie
efektéw zdrowotnych, bedacych wynikiem dzialania
czynnikéw toksycznych w §rodowisku pracy.

Okreslanie stezen FE, moze by¢ dodatkowym,
uzytecznym zrédtem informacji przydatnym w inter-

pretacji zawodowych testow prowokacyjnych ukladu
oddechowego, zwlaszcza u 0s6b z granicznymi zmia-
nami czynno$ciowymi w spirometrii, co w istotny
sposob moze przyczyni¢ si¢ do wlasciwego zdiagno-
zowania zawodowej astmy oskrzelowe;j.

Precyzyjne okreslenie stopnia zapalenia w drogach
oddechowych, za posrednictwem pomiaru FE,, moze
przyczynic si¢ do lepszego poznania patomechanizmu
astmy oskrzelowej, stworzy¢ nowe perspektywy moni-
torowania skutecznosci terapii tej choroby i przebiegu
jej historii naturalnej, z uwzglednieniem oceny nasi-
lenia zmian organicznych oskrzeli. Ponadto pomiary
FE\, moga by¢ uzyteczng metoda diagnostyki rézni-
cowej astmy z innymi schorzeniami uktadu oddecho-
wego, ktore moga towarzyszyc¢ astmie, jak np., alergicz-
ne zapalenie pecherzykow plucnych (60).
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