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Summary: Recent studies have emphasied the role of eosinophils and it’s metabolites in the pathogenesis of lung
disease in cystic fibrosis. This study was designed to assess the relationship between serum and sputum ECP levels
and clinical status of cystic fibrosis patients.

Material and methods: 30 patients, aged 630 with moderate cystic fibrosis were recruited. Spirometry, weight and
high, and Shwachman-Kulczycki score were measured, and serum and sputum samples were obtained for measure-

ments of the eosinophil cationic protein (ECP).

Results: We observed significant inverse correlation between sputum ECP levels and BMI (p < 0.001) and FEV,
(p <0.001), and not significant inverse correlation between sputum ECP levels Shwachman-Kulczycki score (p =
= 0.057). There was no significant correlation between sputum ECP levels and FEF25/75% and between serum
ECP levels and measured clinical parameters.

Conclusions: Results of this study suggest influence of eosinophil inflammation in respiratory tract on clinical

status of CF patients.
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Przewlekte zakazenie bakteryjne, towarzyszace
okresowo infekcje wirusowe i toczacy si¢ w dro-
gach oddechowych chorych na mukowiscydoze
proces zapalny sa przyczyna postgpujacego i nie-
odwracalnego uszkodzenia miazszu ptuca, prowa-
dzacego do przedwczesnego zgonu chorych. Eo-
zynofilowe biatko kationowe (eosinophil cationic
protein - ECP) uznawane jest za swoisty wskaznik
aktywnosci eozynofiléw, a rola oznaczen ECP jest
dobrze udokumentowana w chorobach o podtozu
alergicznym [1-3]. Biatko to posiada silne wtas-
ciwosci cytotoksyczne, prokoagulacyjne, wilasci-
wosci hamujace proliferacje limfocytow T oraz
wykazuje zdolno$¢ indukowania wydzielania hista-
miny z bazofilow. Eozynofilowe biatko kationowe
w stezeniu powyzej 100 mcg/ml w BAL-u dopro-
wadza do uszkodzenia komorek nabtonkowych
drog oddechowych, odstonigcia komorek podstaw-
nych i zniszczenia aparatu rz¢gskowego. W efekcie
dochodzi do nasilenia procesu zapalnego, odstonig-
cia zakonczen nerwowych i wzrostu nadreaktywno-
$ci oskrzeli [4]. Koller i wsp. wykazali w wydzieli-
nie drog oddechowych chorych na mukowiscydoze
podwyzszone stezenia ECP i EPX w poréwnaniu
z osobami zdrowymi, a ich poziom nie zmieniat si¢
w trakcie zaostrzenia choroby oskrzelowo-plucnej

[5,6]. W kolejnym badaniu Koller i wsp. wykazali
korelacje stezenia ECP w plwocinie i surowicy cho-
rych na mukowiscydozg, a w dalszych badaniach
wykazano réwniez podwyzszone stezenia MBP
w surowicy i plwocinie chorych na mukowiscydoze
oraz wyzsze niz u chorych na astme stgzenia ECP
[7-10]. Poza dobrze udokumentowanym faktem
dominacji neutrofiléw w procesie zapalnym w mu-
kowiscydozie, liczne badania podkreslaja znaczenie
eozynofilow 1 ich mediatoréw w patogenezie zmian
w uktadzie oddechowym, typowych dla przebiegu
choroby.

W drogach oddechowych chorych na mukowi-
scydoze obserwuje si¢ nadmierna odpowiedz za-
palna, ktora silniej niz zakazenie wptywa na proces
destrukcji tkanki ptucnej. Opisano ekstremalnie wy-
sokie stezenia mediatorow prozapalnych, w szcze-
gblnosci IL-8, TNF-a, MPO, ECP i leukotrienow
cysteinylowych, przy jednoczesnych bardzo niskich
stezeniach lub nawet braku obecnosci interleukiny
10 [11-14]. Wyniki niektorych badan sugeruja ini-
cjacje procesu zapalnego w drogach oddechowych
chorych na mukowiscydozg jeszcze przed zadziata-
niem czynnika wywotujacego odpowiedz zapalna,
jakim jest zakazenie [15—17]. Dane literaturowe do-
wodza, ze w mukowiscydozie mechanizmy procesu
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zapalenia sa odmienne niz u 0so6b nieobcigzonych
choroba [18-20].

Celem badania byto okreslenie zaleznosci po-
migdzy st¢zeniami ECP w surowicy i1 plwocinie
a stanem klinicznym chorych na mukowiscydozg.

Material i metody

Badaniem objg¢to 30 pacjentow w wieku 6-30 lat
z rozpoznang mukowiscydoza.

Kryteria wiqczenia do badania

Do badania wlaczono pacjentdow obojga pfci,
w wieku 6-30 lat, z rozpoznang umiarkowana posta-
cia mukowiscydozy (FEV1 >40% i < 69% warto$ci
naleznej). Pacjenci musieli prawidlowo wykony-
wac polecenia podczas badania spirometrycznego
1 bodypletyzmograficznego.

Kryteria wylqczajqce 7 badania

1. Zaostrzenie  choroby  oskrzelowo-ptucnej
w okresie 4 tygodni poprzedzajacych badanie.

2. Rozpoznana choroba o podiozu atopowym
lub/i astma oskrzelowa na podstawie przy-
najmniej jednego z nastgpujacych kryteriow:
dodatni wynik punktowych testow skdérnych
z powszechnie wystepujacymi alergenami,
podwyzszone stgzenie przeciwcial IgE w su-
rowicy (powyzej normy dla wieku), dodatnia
proba rozkurczowa (test odwracalno$ci obtura-
cji po wziewie 200 mcg salbutamolu — wzrost
wskaznika FEV, o co najmniej 15% w stosun-
ku do wartos$ci wyj$ciowe;j).

3. Podejrzenie alergicznej aspergillozy oskrze-
lowo-phucnej — na podstawie obecnosci przy-
najmniej jednego z nastgpujacych kryteriow:
dodatni wynik punktowych testow skornych
z Aspergillus fumigatus, stgzenie przeciwciat
IgE w surowicy powyzej 1000 IU/ml, dodat-
ni wynik badania mikologicznego plwociny
w kierunku Aspergillus fumigatus w trzech
odrgbnie wykonanych badaniach.

U wszystkich chorych wykonano badanie spiro-
metryczne spoczynkowe (LUNGTEST 1000, MES,
Krakow), pomiary masy ciata i wzrostu, oceniono
stan kliniczny przy uzyciu skali Shwachmana-Kul-
czyckiego oraz pobrano probki krwi i plwociny do
badan laboratoryjnych.

W badaniu spirometrycznym oceniano nastg-
pujace wskazniki wentylacji ptuc, wyrazone jako
procent warto$ci naleznych dla pici, masy ciata
i wzrostu: natezona objetos¢ wydechowa pierwszo-
sekundowa (FEV ) oraz $redni przeptyw wydecho-
wy pomigdzy 25 a 75% FVC (FEF ., ). Do analizy
wybrano najwyzsze wartosci z 3 dobrych technicz-
nie zapisow.
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Aby oceni¢ stan odzywienia chorych, wyliczono
wskaznik BMI (body mass index), bedacy ilorazem
masy ciala wyrazonej w kilogramach i wysoko-
$ci ciata podniesionej do drugiej potggi wyrazonej
w metrach (kg/m?).

Probki krwi pobrano do oddzielnych probowek
surowiczych (S-Monovette, Sarstedt, Niemcy), kto-
re pozostawaly w temperaturze pokojowej przez
1 godzing, a nastepnie zostaly odwirowane w 3000 g
w temperaturze 4°C przez 10 minut. Przed anali-
za wszystkie probki byly przechowywane w tem-
peraturze —70°C. Stezenie ECP w surowicy ozna-
czano metoda immunoenzymatyczng za pomoca
gotowych zestawow CAP-System szwedzkiej firmy
Pharmacia z Uppsali.

Probki plwociny pobierano na czczo, po wyplu-
kaniu ust, inhalacji z 5 ml roztworu 0,9-procento-
wego NaCl, oklepaniu klatki piersiowej i prowoka-
cji kaszlu przy uzyciu techniki nat¢zonego wyde-
chu. Natychmiast po pobraniu do plwociny dodano
roztwér PBS w stosunku 1 g plwociny: 1 ml roz-
tworu 1 wymieszano przy uzyciu wstrzasarki przez
30 sekund. Nastgpnie mieszaning odwirowano
w 2000 g w temperaturze 4°C przez 20 minut. Po za-
konczonej procedurze probki zostaly umieszczone
w oddzielnych probowkach i natychmiast zamro-
zone w temperaturze —20°C [11]. Pomiaréw stezen
ECP dokonano metoda ELISA, stosujac zestawy ta-
kie jak przy oznaczaniu mediatorow w surowicy.

Analiza statystyczna

Dane przedstawiono za pomoca $rednich i odchy-
len standardowych. Zaleznos$ci opisano, postugujac
si¢ wspotczynnikami korelacji R Pearsona. Dla
wszystkich wykorzystanych testow statystycznych
przyjeto poziom istotnosci a = 0,05. Analize staty-
styczng wykonano przy uzyciu programow: SPSS
PC 11,5 1 STATISTICA 6.0.

Wyniki

Charakterystyka badanej populacji

Analizie poddano grupe 30 chorych (14 dziew-
czat i 16 chtopcow) od 6. do 30. roku zycia (Srednia
+ SD;16,4 + 9,8). Wartos¢ FEV | ksztaltowata sig
pomigdzy 40 a 69% warto$ci naleznej (54,9 + 10,2),
warto$¢ FEF,, - pomigdzy 5 a 87% warto$ci nalez-
nej (32,8 = 19,3). Oceniajac stan odzywienia cho-
rych, stwierdzono w badanej grupie wartosci BMI
od 13,2 do 23,3 kg/m? (16,4 = 2,7). Liczba punktow
w skali Shwachmana-Kulczyckiego ksztattowata
si¢ w granicach 45-85 (64,6 + 10,3). Wartos$ci su-
rowiczego stezenia ECP w badanej grupie miescily
si¢ w zakresie 5,0-54,4 pug/1 (15,9 £ 11,0), a stezenia
w plwocinie w przedziale 18,7-200,0 png/1 (137,8 +
+57,3).
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Rycina 2. Korelacje pomigdzy
stezeniem ECP w plwocinie
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Figure 2. Correlation between
sputum ECP levels and FEV1%

Korelacje pomiedzy stanem klinicznym a steZe-
niami ECP

Zaobserwowano istotna statystycznie korelacje
pomigdzy stgzeniem ECP w plwocinie a BMI (p <
<0,001) (ryc. 1) oraz FEV1% (p < 0,001) (ryc. 2).
Wyzsze stezenia ECP korelowaty z gorszym stanem
odzywienia 1 mniejszymi wartosciami FEV1%. Za-
obserwowano zaznaczona, ale nieistotna statystycz-
nie odwrotna zalezno$¢ pomiedzy stezeniem ECP
w plwocinie a punktacja w skali Shwachmana-Kul-
czyckiego (p = 0,057) (ryc. 3). Nie obserwowano
korelacji pomiedzy stezeniami ECP w plwocinie
a FEF25/75%. Nie wykazano istotnych zaleznosci
pomiedzy surowiczym st¢zeniem ECP a badanymi
parametrami oceny stanu klinicznego chorych.

Omowienie

Badania przeprowadzone u chorych na mukowi-
scydoze wykazaly podwyzszone stezenie ECP
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w surowicy 1 w plwocinie, przy prawidtowych war-
tosciach eozynofilii [5—10]. Wyniki tych badan do-
wodza istotnej roli eozynofilow i1 ich mediatorow
w patogenezie uszkodzenia tkanki ptucnej w prze-
biegu choroby. W prezentowanym badaniu wyka-
zano istotng zalezno$¢ pomigdzy stezeniem ECP
w plwocinie a czynnos$cia ptuc i stanem odzywie-
nia; zaleznos¢ pomigdzy ECP a skala Shwachmana-
-Kulczyckiego nie byta istotna statystycznie. Pomi-
mo ze znane sa liczne badania wykazujace wyso-
kie stezenia ECP w plwocinie chorych na mukowi-
scydozg, to dane na temat korelacji stgzenia ECP
w plwocinie z parametrami klinicznymi sa bardzo
skape. Halmerbauer i wsp. wykazali istotna zalez-
nos$¢ pomigdzy wysokimi stezeniami mediatorow
eozynofilowych, w tym ECP w plwocinie chorych
na mukowiscydozeg, a gorsza czynnos$cia ptuc [21].
W dostgpnej literaturze nieznane sa natomiast ba-
dania oceniajace zaleznosci pomigdzy st¢zeniami
mediatorow eozynofilowych w plwocinie a stanem
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odzywienia lub kliniczna ocena stanu chorych.
Z uwagi na ogoélnoustrojowy charakter choroby
mozna jednak przypuszcza¢, ze nasilenie pro-
cesu zapalenia w drogach oddechowych, w tym
nasilenie zapalenia eozynofilowego, determinu-
jac stopien i tempo destrukcji tkanki plucnej, po-
srednio wptywa na stan kliniczny chorych i sto-
pien odzywienia. Posrednim dowodem zaleznosci
pomigdzy nasileniem stanu zapalnego a stanem
klinicznym chorych moga by¢ wyniki badan nad
wplywem lekow przeciwzapalnych. Zastosowa-
nie u chorych na mukowiscydoze lekow przeciw-
leukotrienowych — o udowodnionym dziataniu
modulujacym zapalenie eozynofilowe — popra-
wia czynno$¢ ptuc, zmniejsza nasilenie objawow
klinicznych i wplywa na obnizenie st¢zenia ECP
zar6wno w surowicy, jak i plwocinie lub poptuczy-
nach z nosa [22-24]. W prezentowanym badaniu
nie wykazaliSmy natomiast zalezno$ci pomigdzy
surowiczymi stgzeniami ECP a ocenianymi pa-
rametrami klinicznymi i obserwacje te r6znia sig
od wynikéw badan innych autordéw. Koller i wsp.
w kilku niezaleznych badaniach wykazali istotng
odwrotna korelacje pomigdzy surowiczymi stgze-
niami mediatorow eozynofilowych a czynnoscia
ptuc i skala klinicznag Shwachmana-Kulczyckiego
[7-9]. Nalezy jednak zauwazy¢, ze we wszystkich
badaniach przeprowadzonych przez tych autorow
w grupie badanej byli chorzy z rozpoznana ato-
pia lub/i alergiczna aspergiloza oskrzelowo-ptuc-
na. Pomimo ze w cytowanych badaniach autorzy
zaznaczaja, 1z surowicze st¢zenia ECP u chorych
atopowych i bez atopii nie r6znily sig istotnie sta-
tystycznie, to nie mozna wykluczy¢ dodatkowego
wplywu wspotistnienia atopii lub aspergillozy na
pogorszenie czynnosci ptuc lub ocene stanu kli-
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nicznego w skali Shwachmana-Kulczyckiego.
W prezentowanym badaniu ta grupa chorych zo-
stata wykluczona i fakt ten czesciowo moze thuma-
czy¢ istniejace rozbiezno$ci. Obserwowane przez
nas zalezno$ci pomigdzy wysokimi poziomami
ECP w plwocinie a badanymi parametrami kli-
nicznymi, przy jednoczesnym braku tych korelacji
w przypadku surowiczych stezen ECP, wydaja si¢
potwierdza¢ hipoteze podwyzszonej aktywnosci
i zwigkszonej zdolnosci do degranulacji eozyno-
filow w drogach oddechowych chorych na mu-
kowiscydoze. Mechanizm aktywacji eozynofiloéw
w mukowiscydozie nie zostal wyjasniony; postulo-
wana jest rola cytokin pobudzajacych degranulacje
tych komorek, a w szczegdlnosci TNF, IL-5 i IL-4,
zwigkszona ekspresja receptora CR-4 (complement
receptor) dla dopelniacza [25] oraz pobudzenie
degranulacji przez elastazg neutrofilowa obecna
w plwocinie chorych [26]. Czynnikiem zwigksza-
jacym aktywno$¢ eozynofilow moze tez by¢ in-
fekcja wirusowa [27,28]. Wyniki prezentowanego
badania i obserwacje innych autorow potwierdzaja
potrzebg prowadzenia badan wyjasniajacych pato-
mechanizm procesu zapalenia w mukowiscydozie.
Jego poznanie pozwoli na poszukiwanie nowych
lekéw mogacych modulowa¢ lub hamowac ten
proces i poprawi¢ skuteczno$¢ leczenia choroby.

Whiosek

Obserwowany w badaniu istotny zwiazek pomig-
dzy stezeniem ECP w plwocinie a stanem odzy-
wienia chorych i czynnoscia ptuc sugeruje, ze nasi-
lenie procesu zapalenia eozynofilowego w drogach
oddechowych wplywa na stan kliniczny chorych
na mukowiscydoze.
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