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1. Bevezetés

A kilégzett levegd vizsgalatat az orvostudomany mar az
okor ota hasznalja a  kiilonbozd  betegségek
diagnosztizalasara. Az 1970-es években Linus Pauling
munkassaganak koszonhetéen bebizonyosodott, hogy a
kilégzett levegd tobb ezernyi, a léguti és szisztémas
anyagcserével illetve oxidativ  stresszel szorosan
Osszefliggd illékony molekuldbol all. Az 1980-as
években Sidorenko és munkatarsai lecsapattak a kilégzett
levegd pardjat, és a kilégzett levegd kondenzatumaban
(exhaled breath condensate, EBC) sikeresen mutattak ki
fehérjéket, ezzel lehetdséget teremtve a légutak nem
illékony anyagainak vizsgalatara. Az elmult évtizedekben
szamtalan vizsgalat bizonyitotta, hogy a kilégzett levegd
Osszetétele megvaltozik a kiilonb6zé pulmonalis és
extrapulmonalis betegségekben. A napi gyakorlatban
hasznalt kilégzési tesztek szdma ugyanakkor limitalt. Ez
elsdsorban annak koszonhetd, hogy a kilégzett levegd
eredményeket befolydsold metodikai és é€lettani tényezdk
még nem teljesen feltartak.

Az EBC-ben leggyakrabban vizsgélt biomarker a pH.
Feltételezhetd, hogy az EBC kémhatdsat nemcsak a
léguti  folyadékcseppek  savassdga, hanem a
kondenzatumba beleoldodd illékony szerves savak és
bazisok is befolyasoljak. Az EBC eredmények
interpretalasat komplikalo tényezd tovabba, hogy a léguti
folyadékcseppek alveolaris vizzel torténd higulasa
rendkiviill valtoz6é (1:50-1:50000). Munkacsoportunk
korabban validalta az EBC vdkuumos feldolgozasa utan
mért vezetoképesség méréseket a higulds mértékének
megbecsiilésére, ugyanakkor korabban nem vizsgaltak
higulas befolyasat az EBC pH-ra.
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A kilégzett illékony anyagok analizisére alkalmas
technika az elektronikus orr, mely az emlds orrhoz
hasonléan nem képes a gazkeverék molekuldinak
kvalitativ és kvantitativ tulajdonsagainak
meghatdrozasara, de alkalmas a kiilonb6z6 gazkeverékek
elkiilonitésére azok mintdzata alapjan. A pulmonologiai
kutatasokban leggyakrabban hasznalt elektronikus orr a
Cyranose 320, mely segitségével sikeresen Iehetett
elkiiloniteni az asztmas, COPD-s és tlidérakos betegek
leheletét az egészségesekétdl. Ugyanakkor a Cyranose
320 rovid- és hosszu-tava visszamérhetdségét kevés
kutatés vizsgalta.

Ismert, hogy szamos ¢lettani folyamat, igy a fizikai
terhelés €s a terhesség, is megvaltoztathatja a kilégzett
biomolekulak szintjét.

Fizikai terhelés sordn nd a perctérfogat, a percventillacio,
megvaltozik a 1éguti és szisztémas anyagcsere €s oxidativ
stressz, illetve kiilondsen az asztmds légutakban lokalis
gyulladasos valasz indul.

Az ¢élettani terhesség soran felgyorsul az anyagcsere,
megvaltozik a szisztémads oxidativ stressz mérteke illetve
a keringd hormonok szintje, immuntolerancia alakul ki és
a szervezet szaganyagokat, ugynevezett feromonokat
valaszt ki.

A kovetkezokben ismertetett vizsgalatok célja volt, hogy
els6ként elemezze az eddig nem feltart metodikai és
¢lettani folyamatok jelentdségét a kilégzett biomarkerek
Osszetételére, igy eldsegitse a moddszer klinikai
alkalmazasat.



2. Célkituzések

. Az EBC pH 0sszefiiggésének vizsgalata a 1éguti
folyadékcseppek higulasaval

. A Cyranose 320 rovid ¢és hosszu tavu
visszamérhetOségének vizsgalata

. A fizikai terhelés hatasanak vizsgalata a kilégzett
levegd illékony komponenseire és az EBC pH-ra.
. A terhesség hatdsanak vizsgalata a kilégzett
levegd illékony komponenseire.



3. Modszerek

3.1. A vizsgalatokba bevont onkéntesek

A vizsgalatokban 0sszesen 308 onkéntes vett részt.

Az asztmds betegeket a Semmelweis Egyetem
Pulmonologiai Klinika asztma ambulancidjan toboroztuk.
A Dbetegség diagnozisa a Global Initiative for Asthma
(GINA) nemzetkdzi ajanlasnak megfelelden tortént, a
reverzibilis  horgdobstrukcio (400 pg salbutamol
inhalacidja kovetkeztében a kiindulasi FEV; tobb mint
12% és 200 ml-es novekedése) megerdsitése utan. Egyik
asztmds beteg sem keriilt korhdzba betegsége
fellangolasa miatt, igy az asztmas betegek stabilnak
voltak tekinthetdek.

A vérandos onkénteseket a Semmelweis Egyetem 1. sz.
Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikajan toboroztuk. A 78
terhes n6 koziil 63-t a terhesség 3. trimeszterében, 15-t a
terhesség 2. trimeszterében vizsgaltunk.

Az egészséges kontrollok a Semmelweis Egyetem
hallgat6i és dolgozai koziil keriiltek ki.

Minden bevont vizsgalati alany a vizsgéalatokat
megel6zden dnkéntes beleegyezd nyilatkozatot irt ala.

3.2. Vigsgalati protokollok

Az EBC pH-higulas Osszefiiggését 55 egészséges €s 57
asztmas Onkéntesben vizsgaltuk. Minden vizsgalati
személytdl kilégzett levegd kondenzatum gytjtés tortént
pH illetve a diluci6 meghatarozasanak céljabol. A két
valtozét korreldltattuk  az asztmas és egészséges
csoportokban illetve az 6sszes onkéntest egybevéve.

A Cyranose 320 elektronikus orr rovid tavu
visszamérhetdségét 56 egészségesben, hosszu tava
reprodukélhatésagat 12 egészséges  Onkéntesben



vizsgaltuk. Elébbi esetben 10 perc kiilonbséggel
gyljtottiink kilégzett levegd mintat, utobbi esetben 8
héten keresztiil kovettik a kilégzett levegdmintdzat
valtozasat.

A fizikai terhelés hatdsat a kilégzett biomarkerekre 10
egészséges Onkéntesben vizsgaltuk. A szabadtéri futas
elétt, illetve azt kovetden 0, 15, 30 és 60 perccel kilégzett
levegd mintakat gyljtottiink pH, illetve az illékony
anyagok meghatarozasara.

A terhesség hatasat 118 ndi onkéntesben vizsgaltuk. A
vizsgalat els6 fazisaban 48 3. trimeszterben 1évo terhes és
25 nem-terhes vett részt. A levegOmintakbol felallitott
statisztikai modellhez 15 2. trimeszterben 1évo, 15 3.
trimeszterben  1évé  terhest ¢és 15 nem-terhest
hasonlitottunk.

3.3. Kilégzett levego tesztek

A kilégzett levegd kondenzatumat 10 percen keresztiil
gyljtottik az Rtube eszkéz (Respiratory Research,
Charlottesville, VI, USA) segitségével. A vizsgalt
alanyok nyugodt légzéssel I1¢legeztek és nem viseltek
orrcsipeszt. A hiitdcsovet a vizsgalat elétt -80 °C-ra
fagyasztottuk. A mintakat a mérésekig -80 °C-n taroltuk.
A kilégzett levegd illékony anyagait teflonbevonatt
illetve poli-vinil-klorid mintazsakokba gytjtottik. A
VOC-sziir6bn at torténd mely belégzést kovetden a
rezidudlis térfogatig tartd kilégzés soran kontrollaltuk a
kilégzési sebességet (50 ml/sec) és ellenallast (15-20
cmH,0). A kilégzett levegd els6 500 ml-t (anatomiai
holttér) elkiilonitettiik és az alveolaris teret reprezentald
levegdmintat elemeztiik. A fizikai terhelés vizsgalata
soran ettdl eltéré mintagytijtést hasznaltunk, a vizsgalati
személyektél 1 kilégzés helyett 3-szor gylijtottiink



kilégzett levegét, de az anatomiai holttér kizarasa nélkiil
¢s a kilégzési sebességet nem kontrollalva.

Az EBC pH argonos kitlizési technikaval, illetve szén-
dioxidos  telitéses moddszer  segitségével  kertilt
meghatdrozasra.

Az EBC higulési faktorat a kondenzatum minték illetve
fiziologias soéoldat higitasi sordnak 24 oOrdn keresztiil
torténd vakuumos leparlasa, majd desztillalt vizzel
torténd visszavétele utdn hataroztuk meg vezetoképesség
mérésével.

A kilégzett levegd illékony anyagait a Cyranose 320
elektronikus orr (Smiths Detection, Pasadena, USA)
segitségével elemeztik. A kilégzett vizpara zavard
hatasat a 4 vizre szenzitiv szenzor (5,6,23,31) kizarasaval
eliminaltuk. A 28 szenzorjelet, melyek a vizsgalt anyag
illetve a hattér gaz (vizsgélataink sordn a VOC-szfirt
szobalevegd) kozotti aranyokbol adodnak, fokomponens
analizis  (principal = component analysis, PCA)
segitségével 3 fokomponensre (PC) redukaltuk.

3.4. Statisztikai analizis

A vizsgalataink soran kereskedelmi forgalomban kaphaté
statisztikai programokat hasznaltunk (Statistica 8.0, SPSS
15, Graph Pad Prism 5.03).

Az EBC pH-t és higulast az asztmas és egészséges
csoportok kozott Mann-Whitney teszttel hasonlitottuk
O0ssze. Az EBC pH ¢és higulds kozotti Osszefliggést
Spearman-korrelacioval vizsgaltuk.

A Cyranose 320 rovid tavli visszamérhetdsége soran a
két 10 perc kiilonbséggel levett mintakat reprezentald
fokomponenseket parositott t-probaval ¢és Pearson-
korrelacioval hasonlitottuk 0ssze. A hosszu tava
visszamérhetdség soran a fékomponenseket ANOVA-val
¢és Pearson-korrelacioval hasonlitottuk dssze.
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A fizikai terhelés hatdsat a kilégzett biomarkerekre
,mixed-linear model” teszt segitségével elemeztiik. Az
EBC pH-t a kilégzett illékony anyagokkal Pearson-
teszttel hasonlitottuk dssze.

A terhes és nem terhes csoportokat egy diszkriminacios
analizis, a  Mahalanobis tdvolsdag  segitségével
hasonlitottuk Gssze. Szintén a Mahalanobis tavolsagot
hasznaltuk, amikor a 45 0j mintat hasonlitottuk a
korabban  felallitott =~ modellhez. A kilégzett
levegdmintakat  reprezentaldo  fokomponenseket a
terhességi korral Pearson-teszttel korreldltattuk.



4. Eredmények

4.1. Az EBC pH-higulas osszehasonlitasa

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget az asztmas ¢és
egészséges csoportok kozott sem az EBC pH-t (7,91
(7,31-8,04)) sem a higulas mértékét (2326 (1460-4630)
vs. 2646 (1435-3969)) tekintve (p>0,05).

Az EBC pH ¢és higulas kozott szignifikans, negativ
korrelacio allt fenn mind az asztmas (r=-0,35, A), mind
az egészséges (1=-0,29, B) csoportokon beliil (1. Abra).
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Az EBC pH és higulas kozotti osszefiiggés az
asztmas (A) és egészséges (B) csoportokban
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4.2. A Cyranose 320 visszamérhetosége

Nem talaltunk szignifikans kiilonbséget a két, 10 perc
kiilonbséggel legyljtott minta kozott egyik fokomponenst
tekintve sem (p=0,85, 0,41 és 0,63, PC1, PC2 és PC3).
Ugyanakkor a két minta kozott szignifikans 6sszefliggés
allt fenn mindharom fékomponens esetén (r=0,51, 0,75,
¢s 0,37, PC1, PC2 és PC3, p<0,05).

Az elektronikus orr eredményeket 8 héten keresztiil
kovetve nem taldltunk szignifikans eltérést a vizsgalt
iddszak soran (p>0,05).

4.3. A fizikai terhelés hatdsa a kilégzett
biomarkerekre

A fizikai terhelés hatasara szignifikansan nétt az EBC pH
¢s megvaltozott a kilégzett levegd illékony anyagainak
Osszetétele (2. Abra).
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2.Abra
A fizikai terhelés hatasa a kilégzett illékony anyagok
osszetételére és az EBC pH-ra

Szignifikans Osszefliggést kaptunk az EBC pH és az
illékony anyagok 0Osszehasonlitasa soran (p=0,01, r=-
0,34).
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4.4. A terhesség hatasa a kilégzett levego
illékony anyagaira
A 48 terhes ¢és 25 nem-terhes Onkéntes kilégzett
levegdmintait Osszehasonlitva szignifikans kiilonbséget
tapasztaltunk (p=0,015). Ha kizartuk a tarsbetegségekben
(allergias  natha,  cukorbetegség,  hypothyreosis)
szenvedoket, illetve a dohdnyos személyeket a kiillonbség
mértéke magasabb volt (p=0,001).
A kilégzett levegd illékony anyag Osszetétele
szignifikans Osszefliggést mutatott a terhességi hetek
szamaval (p=0,01, r=-0,36).
A 20 terhes és 18 nem-terhes egészséges, nem dohanyos
nében feléllitott modellhez hasonlitva a 15 3.
trimeszterben 1évd terhest és a 15 nem-terhest az
elektronikus orr 87% szenzitivitassal, 73% specifitassal,
76% pozitiv prediktiv értékkel, 84% negativ prediktiv
értékkel sorolta be (3. Abra). Ugyanakkor a 15 2.
trimeszterben 1évd varandds oOnkéntest nem tudta
elkiiloniteni egyik csoporttol sem.
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3. Abra
Az abran a korok a terhes, a négyzetek a nem-
terhes mintakat jelzik, az iires jelek az eredeti

(20 terhes és 18 nem-terhes), a tomott jelek az
uj (15 terhes és 15 nem-terhes) mintakat jelzik.
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5. Kovetkeztetések

5.1.

5.2.

5.3.

5.4.

Az EBC pH-higulas osszehasonlitasa

Nincs szignifikdns kiilonbség a stabil asztmasok
¢és egeészségesek kozott sem az EBC pH-ban, sem
az EBC higulasaban.

Az EBC pH-t Dbefolyasolja a léguti
folyadékcseppek higulasanak mértéke

A Cyranose 320 visszamérhetosége

Az elektronikus orr eredmények reprodukalhatoak
rovid (1 nap) és hossza tdvon (8 hét).

A fizikai terhelés hatdsa a kilégzett
biomarkerekre

A fizikai terhelés hatdsara n6 az EBC pH és
megvaltozik a kilégzett levegd illékony anyag
Osszetétele.

Az EBC pH-t befolyasoljak a kilégzett levegd
illékony anyagai.

A terhesség hatisa a kilégzett levego
illékony anyagaira

A terhesség megvaltoztatja a kilégzett levegd
illékony anyagainak Osszetételét.

A kilégzett illékony anyagok termelddése
megvaltozik a terhesség soran.
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