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1. Roviditések jegyzéke

American Thoracic Society

bronchoalveolaris lavage

bronchiolitis obliterans

bronchiolitis obliterans szindroma
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ciszteinil-leukotrién

cytomegalovirus

szén-monoxid

szén-dioxid

kronikus obstruktiv tiidobetegség
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European Respiratory Society
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interferon- vy
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2. Bevezetés - Irodalmi hattér

s

patofiziologiai jellegzetessége. A léguti gyulladas szabalyozasaban a sejtekben
termelddo citokinek, kemokinek, oxidansok, vazoaktiv anyagok ¢s egyéb gyulladasos
mediatorok vesznek részt. A klinikai gyakorlatban széles korben alkalmazott
horgtagitok és kortikoszteroidok foként e gyulladasos folyamatokra fejtik ki hatasaikat,
és ezen keresztiil befolyasoljak a léghti betegségek korlefolyasat.

Kozismert nehézség ugyanakkor, hogy a rutin klinikai gyakorlatban alkalmazott
vizsgalomodszerek, igy példaul a spirometria vagy a laboratériumi vérvizsgalatok nem
adnak megfeleld informaciot a léguti gyulladas mértékérdl, tipusardl. Ezt az alapvetd
problémat probaljak kikiiszobolni a léguti biomarkerek. A feltételezések szerint a
biomarkerek alkalmazasaval a légutakban zajlo korfolyamatok —pontosabban
megitélhetok, ami hozzajarulhat a korképek kifinomultabb diagnosztikajahoz és
fenotipizalasahoz, valamint a célzott farmakoterapidhoz.

Az utobbi években szamos gyulladasos mediator vonatkozasaban meriilt fel,
hogy léguti biomarkerként is felhasznalhatd. A frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid
(FENO) koncentraci6 mérése az eosinophilsejtes (asthmas-tipust) légati gyulladas
egyszerl, Non-invaziv markere, amit — egyes megfigyelések szerint — a kilégzett levegd
kondenzatumanak (EBC) savasodasa is kisér. Az EBC pH-csokkenésének kimutatdsa
mas korképek diagnosztikdjdban is hasznos lehet, kiilondsen, ha annak kialakuldsa
lappangva, markans klinikai tiinetek nélkiil zajlik. Ilyen példaul a tiidétranszplantalt
betegek egyik legfontosabb pulmonalis szovédménye, a bronchiolitis obliterans
szindroéma (BOS). A BOS altaldban egy lassan progredidldo korkép, amely a tiido
allograftok jelentds részében megfigyelheté a tiiddatiiltetés késéi iddszakaban, és
amelynek mind a diagnosztikaja, mind pedig a kezelése igen problematikus.

A léghti gyulladas megitélésének egy masik, széles korben alkalmazott
vizsgalomodszere az indukalt kopet sejtprofiljanak vizsgalata. Az indukalt kopet helyett
sok esetben a spontan kopet vizsgalata is megfelelé. A kopetben 1év6 neutrophil
granulocytdk ¢€s lymphocytdk szamabol a 1égati gyulladds intenzitdsara lehet

kovetkezetni. Ugy tiinik tovabba, hogy a kopet eosinophilia kimutatasanak nem csak az
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asthmaban, hanem a kronikus obstruktiv tiidébetegségben (COPD) is jelentdsége van,
bar ennek részletei ma még kevéssé tisztazottak.

A 1éguti gyulladas vizsgalata céljabol kopetvizsgalatokat a korabbiakban foleg
gyulladés valtozasa kevésbé ismert és tanulmanyozott, jollehet az akut exacerbaciok
klinikai jelentdségét egyre tobb tanulméany tdmasztja ald. Kiilondsen a stlyos,
hospitalizaciot igényld exacerbaciok jatszanak nagy szerepet a COPD-vel 0sszefiiggd
egészségligyi kiadasokban, illetve jelentenek kedvezdtlen progndzist a betegség hosszu-
tavu korlefolyasa szempontjabol.

A disszertaciomban ismertetett kutatomunkaban a fenti megfigyelésekbol és
feltételezésekbdl kiindulva a légti  biomarkerek egy csoportjdnak klinikai
felhasznalhatdsagat vizsgaltuk kiillonb6zo pulmonologiai kérképekben. Egyrészt arra
kerestiink valaszt, hogy a BOS szévédményének kialakulasa befolyasolja-e az EBC
kémhatasat, és ez felhasznalhato-e diagnosztikai célokra tiid6transzplantalt betegekben.
Masrészt, a FENO-mérés és a kopet eosinophilia kapcsolatat, illetve e mérdk lehetséges
alkalmazasat kivantuk jobban megismerni akut exacerbaci6é miatt hospitalizalt COPD-s

betegekben.
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2.1. Léguti invaziv mintavételi modszerek

A léguti betegségek vizsgalatadban elsddleges jelentdségli a horgérendszerben ¢és az
alveolusokban zajlo patologiai folyamatok megértése és elemzése, melyekrol
legpontosabb informéciot mind a mai napig invaziv mintavételi modszerekkel
nyerhetiink [1].

E vizsgalomodszerek ,,arany standard”-ja a bronchoscopia soran végzett
transbronchialis biopszia (TBB). A szdvettani vizsgalat pontos €s definitiv valaszt ad a
hamban zajlé strukturdlis valtozasokrol, a gyulladds sejtes 0Osszetevoirdl.
Immunhisztokémiai vizsgalatok segitségével a sejteken expresszalddd kiilonbozo
glikoproteinekrol és gyulladasos markerekrél tovabbi értékes informaciohoz juthatunk.
Kiilon vizsgéalhatok a kotdszovetes elemek, a mirigyek szerkezete, a basalmembran, a
submucosalis teriiletek kapcsolatai, a hdm autondém ér- ¢és idegrendszere. Elkiilonithetok
az immunoldgiai folyamatokban szerepet jatszé sejtpopulacidk, vizsgalhatok azok
kapcsolatai a 1€égzérendszer rezidualis sejtjeivel.

A modszer hatranya, hogy a folyamatok heterogenitdsa miatt sokszor csak tobb
helyrdl vett minta mutatja ki egy-egy betegség megjelenését és/vagy kiterjedését, mivel
a proximalis és a distalis 1égutak, valamint a parenchyma érintettsége betegségenként
eltéré lehet. Tovabbi nehézség, hogy a mintavétel, mint invaziv beavatkozas szamos
kockazatot rejt magaban a 1égati infekcidkon és a pneumothoraxon at a ritka, akar
haldlos kimeneteli szovodményekig. E veszélyek miatt a TBB nem hasznalhatod
monitorozas céljabol a 1éguti gyulladas vizsgalatara vagy egy terapia hatékonysaganak
megitélésére.

A bronchoscopia soran egy masik mintavételi eljaras, a bronchoalveolaris lavage
(BAL) is végezhetd. A BAL a TBB-hoz képest kevésbé kockazatos, de szintén invaziv
beavatkozas. Néhany vizsgalatban nemcsak korallapotok meghatarozasahoz, hanem a
terapia eredményességének megitéléséhez, illetve a dohanyfiist hatasainak elemzéséhez
is hasznaltak. Tobb informacioval szolgal a perifériarl, mint a TBB, de gyakran
(példaul stlyos emphysemaban) a beadott mosofolyadék nem nyerhetd vissza teljes

egészében, igy a minta higitdsi paraméterei nem hatdrozhatok meg pontosan.
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Ugyanakkor, itt is szamos kockazati tényezé meriil fel a bronchoscopia elvégzése soran:
a szajflora also légutakba juttatasatdl az akut 1égzési elégtelenségig. Osszességében, e
vizsgalatok veszélyei, az eltér6 eredmények, illetve a standardizalas nehézségei
sziikkségessé teszik megbizhatod, veszélytelen, jol reprodukalhatdo és az alsd légutak
patolégiai folyamatir6l pontos informaciét add non-invaziv vizsgalomoddszerek

alkalmazasat.

2.2. Léguti non-invaziv mintavételi modszerek

Az utobbi években egyre intenzivebb kutatds folyik 1j, non-invaziv vizsgadlomodszerek
kifejlesztésére, illetve a mar meglévo technikak hatékonysaganak novelésére [2,3]. A
modszerekkel szemben kovetelmény, hogy konnyen elvégezheték és ismételhetok
legyenek, a beteg szamara csak minimalis megterhelést okozzanak, legyen jo a
reprodukalhatoésaguk és nem utolsd sorban anyagilag se jelentsenek kiilondsen nagy
terhet az egészségiigyi intézményeknek.

A kovetkezokben rovid attekintést adok a jelenleg aktivan tanulmanyozott non-
invaziv Vizsgalomodszerekrol, részletesebben kiemelve azokat a markereket, amelyeket

a késobbiekben, a sajat kutatbmunkadmban is felhasznaltam.

2.2.1. Kileégzett gazok

2.2.1.1. Frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid

Az utobbi két évtizedben a legnagyobb , karriert” befutott 1€giti molekula a nitrogén-
monoxid (NO), melynek mérése néhany helyen a rutin diagnosztikai algoritmusba is
beépiilt.

Az NO szintelen, szagtalan gaz, amelyrdl a 90-es évek elején dertilt ki, hogy
szervezetiink sejtjeink legnagyobb része képes termelni és a 1égutakban is kimutathatd
[4]. A molekulat az Gin. nitrogén-monoxid szintdz (NOS) enzim termeli, melynek t6bb
izoformaja is el6fordul a szervezetben. A harom legfontosabb (i) a konstansan miikodé
(cNOS), (ii) a neuralis (nNOS) és (iii) az indukalhato (iNOS) forma. A ¢cNOS foként az
orriiregben és a paranasalis sinusokban fordul el6, ahol fizioldgias koriilmények kozott

is jelentdsen emelkedett az NO termelés. Az nNOS a légutakban elsdsorban a

10
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postganglionalis paraszimpatikus neuronokon talalhat6, mig az INOS expresszioja a
kiilonféle légnti gyulladasos sejtekben, valamint az eosinophil- €és az epithelsejtekben
szamottevo [5].

Az NO bioszintéziséért felelés enzim L-argininbdl — oxigén és nikotinamid-
adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH) felhasznalasaval — L-citrullint és NO-t szintetizal.
Az NO féléletideje nagyon rovid (kb. 5 masodperc) és a szervezetben hamar atalakul
egyéb, még reakcioképesebb nitrogén-oxidokkd, igy példaul nitritt¢ (NO2 ), nitratta
(NO3") vagy peroxinitritté (ONOO"). Az NO molekula egy elektron leadasaval konnyen
képez nitrozil- (NO+) kationt is, amely elektrondonor fémekkel komplexet alkothat [6].

Az NO-nak fontos szerepe van szamos ¢lettani folyamat szabalyozasaban. Az
izoenzimek eloszlasa evolucios elényt jelentd funkcionalis szempontokra vezethetd
vissza. A fentebb emlitett CNOS példaul az orriiregben magas basalis aktivitasu, amely
az NO-bol képz6d6 szabadgyokok altal antibakterialis hatast biztosit [7]. Az alsdbb
légutakban — foleg az eosinophil- és az epithelsejtekben — eléforduld iNOS bakterialis
toxinok, lipopoliszacharidok vagy gyulladasos citokinek (interleukin-1 [IL-1],
interferon-y [IFN-y], tumor nekrézis faktor-o. [TNF-a]) hatasara termelédik, és
gyulladast-indukalé hatasa van [8,9]. A kortikoszteroid csokkentik az iNOS
termelddését, ami fontos része gyulladascsokkentd hatasuknak. Az NO a tiidében noveli
az erek permeabilitdsat, vazodilatacid és bronchidilatacidt okoz, szabalyozza a csillok
miikodését, illetve neurotranszmitterként részt vesz a légutak non-adrenerg, non-
kolinerg beidegzésében is [10]. Az NO ¢lettani hatasait a hazai szakirodalomban Antus
és Horvath foglaltak 6ssze részletesen a korabbi években [11].

Az NO mérése ma mar standardizalt formaban torténik, szamos mérdeszkoz
elérheté a kereskedelmi forgalomban, s6t hordozhatd, akar otthoni hasznalatra is
alkalmas mérékésziiléket is gyartanak (pl. NObreath® [Bedfont], NIOX Mino®
[Aerocrine]). Antus és mtsai. igazoltak, hogy a kis kézi mérék hatékonysaga a
nagyméretiickkel megegyezik [12]. A European Respiratory Society (ERS) és az
American Thoracic Society (ATS) legutobb 2011-ben jelentetett meg szakmai ajanlast a
mérés metodikajarol és az mérési eredmények interpretalasarol [13].

A mérés egy kilégzési mandver soran torténik, ahol a paciens a lehetd
legmélyebb belégzést kovetden allandd aramlasi sebességgel (jelenlegi ajanlds szerint:

50 ml/s) fjja meg az eszkozt egy adott ellenallassal szemben (8-10 H,Ocm). Ez utdbbi

11
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ellenallas biztositja a lagy szajpad zarddasat és akadalyozza meg a felsé és az also
légutakbol szarmazdo NO keveredését. A legpontosabb mérémiiszerek (pl: Logan
LR2500) a kemilumineszcencia elvén mérnek, a mérési eredményt részecske per
milliard (ppb) mértékegységben kapjuk meg. A mérés altalaban jol reprodukalhaté [14],
egészséges felnbtt embereknél a frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid (FENO) szint
20-25 ppb alatt van. A dohanyosokban a FENO koncentracio alacsonyabb [15].

Kozismert, hogy a kortikoszteroidok csokkentik a FENO szintet, ami része
gyulladascsokkenté  hatasuknak [16]. A  leukotrién antagonistdk enyhébb
gyulladascsokkentd hatdsuknak megfelelden csak kisebb mértékben csokkentik a FENO
koncentraciot [17]. Az obstruktiv korképekben gyakran alkalmazott (,-agonistak és
teofillin szarmazékok nem befolyasoljak a FENO szintet.

A pulmonolégiai korképek koziil a FENO-mérés szerepét leginkabb az asztma
bronchiale vonatkozasaban tanulméanyoztik. Altalanosan elfogadott, hogy az asthma
exacerbaciot jelentés FENO-emelkedés kiséri [18,19]. Egyes megfigyelések szerint az
asthma diagnosztikdjdban a FENO mérés diagnosztikai értéke nagyobb, mint a
1égzésfunkcids vagy a reverzibilitasi teszté [20,21]. A FENO mérése segitséget nyujthat
az asztma differencialdiagnoézisdban is. Kiillonosen az atipusos tlinetekkel, példaul
idészakos szaraz kohogéssel jelentkezd betegeknél lehet a FENO  szintjének
meghatarozadsa szenzitiv és specifikus mddszer annak kimutatisara, hogy a kohogést
valoban asztma okozza-e [22]. A reflux okozta kronikus kohogésben FENO-emelkedés
nincs, ami szintén a differencialdiagnézist segiti.

Mas adatok szerint a FENO szint emelkedése 80-90%-os pozitiv prediktiv
értékkel eldre jelezheti az asthmas allapot romlasat, még a klinikai tiinetek megjelenése
elott [23]. A FENO-mérés segitheti az asthmas beteg monitorozasat is. Green és mtsai.
kimutattak, hogy a FENO alapjan torténd kezelés mellett az egy év alatt jelentkezo
exacerbaciok szama egyharmadara csokkent a hagyomdnyosan beallitott betegeknél
megfigyeltekhez  képest, amellett, hogy a  gyulladascsokkenté — szerek
Osszmennyiségében nem volt kiilonbség a két csoport kozott [24]. Ennek ellenére a
Global Strategy for Asthma Management and Prevention (GINA) jelenlegi ajanlasa
tovabbra sem javasolja az asthmés betegek FENO alapjan valo hosszi-tava kovetését

vagy kezelését [25].

12
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Végiil, egyes szakértok véleménye szerint a FENO-mérés az asthmas beteg
compliance monitorozasanak eszkoze is lehet, mivel a magas FENO érték a gyogyszer
onkényes elhagyasat vagy az inhalator nem megfeleld hasznélatat jelzi inhalacios
kortioszteroid (ICS) terapiara beallitott betegekben.

Az asthmahoz képest jelentdsen kevesebb informacioval rendelkeziink a FENO-
mérésnek a COPD-ben betoltott szerepérdl, kiillondsen az exacerbaciok vonatkozasaban.
A méréseket neheziti, hogy a COPD-s betegek tobbsége dohdnyos, ¢és mivel a
dohanyzas csokkenti a FENO szintet, a betegek és az egészségesek kozott mért kis
kiilonbségek sokszor Gsszemosddnak. A COPD-s betegcsoporton beliil a magasabb
FENO szinttel rendelkez6 betegek gyakran hordoznak egyéb asthmas karaktereket is,
igy ezeket a betegeket sok szerz6 nem COPD-s betegnek, hanem tn. overlap
szindromasnak tartja.

COPD-ben a FENO szint altalaban normalis vagy csak enyhén emelkedett
Ennek oka, hogy a COPD-t sokkal inkabb neutrophil, mint sem eosinophil léguti
gyulladas jellemzi. Egyes szerzék kiilonbséget tesznek a tiid6 kiilonbozé részeibol
(nagylégutak vs. kislégutak/alveolusok) szarmazé FENO-nak is, amelyet a mérés soran
- meghatarozott szamitasok alapjan - el is tudnak kiiloniteni (kompartmentalizacio).
Ugy tiinik, hogy valéban kiilonbség van a centrélis és a periférias teriiletekrdl szarmazo
minta kozott: mig a nagylégutakban normal vagy alacsony FENO szint mérhetd, addig a
kislégutakban altaldban emelkedett értékek mutatkoznak, melyek jol korreldlnak a
betegség stlyossagaval és a gyulladas mértékével [29]. Figyelemreméltd, hogy a FENO
ezen frakciojat sem a dohanyzas, sem az ICS kezelés nem befolyasolja.

A legtobb vizsgalat és 0sszefoglalo kozlemény kiemeli, hogy a magasabb FENO
szint altalaban 1éguti eosinophiliaval és nagyobb szteroidérzékenységgel tarsul a COPD-
s betegekben, bar az vilagos, hogy ezt a COPD-hez tarsuld asthmanak vagy 6nalld
korképnek kell tartani [30,31]. A FENO szint COPD exacerbacioban altalaban
szignifikansan megemelkedik, bar itt is elmondhato, hogy kifejezetten magas értékek
esetén inkabb tarsuldo asthmardl beszélhetiink. llyen szempontbol a FENO-mérés a
differencialdiagnozist is segitheti az exacerbacioban 1évé betegekben.

Brightling és mtsai. 2011-ben k6zoltek egy nagy betegszamon (145 paciens, 182

exacerbacid) végzett tanulmanyt, melyben az exacerbacidk biologiai jellemz6i alapjan
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négy fenotipust (alcsoportot) tudtak elkiiloniteni cluster analizis segitségével [32]. A
szerzOk egy (i) bakterialis, (ii) viralis, (iii) kopet eosinophiliaval tarsulo, valamint (iv)
egy un. ,.gyulladdastél-mentes” exacerbacios fenotipust irtak le. Ugy tiinik tehat, hogy a
kopet eosinophilidval jard betegek kiilon exacerbacids fenotipust jelentenek, bar az
tovabbra is nyitott kérdés, hogy e betegek korlefolyasa vagy késdbbi exacerbacios
gyakorisaga eltér-e a masik harom alcsoportba tartozd betegekétdl. Az sem vilagos,
hogy ugyanaz a beteg egy kdvetkezd exacerbacié alkalmaval ugyanabba a fenotipusba
vagy egy masikba fog nagyobb valdszintiséggel tartozni. Végiil, mivel a fent emlitett
vizsgalatban FENO-mérés nem tortént, a kopet eosinophilia és FENO szint kapcsolata
bizonytalan maradit.

Egyes adatok szerint a FENO szint mar a COPD exacerbacio klinikai tiineteinek
megjelenése elétt megemelkedik, mintegy elore jelezve a kozelgd allapotrosszabbodast
[33]. Az exacerbacido kezelése soran a FENO szint fokozatosan csokken. Korhazi
koriilmények kozott az exacerbaciok atlagos kezelési iddtartama 1-2 hét. A kezelés
hosszat altalaban a klinikai tiinetek alakuldsa hatdrozza meg. A FENO-méréssel a
klinikus némi tampontot kaphatna a léguti gyulladas mértékének alakuldsarol, és ez
alapjan a kezelés idOtartamat valamelyest optimalizalni lehetne, elsGsorban a
kortikoszteroidok vonatkozasaban [34].

A FENO-mérés egy masik alkalmazasi teriilet lehetne a kislégutak
gyulladasanak monitorozasa. Igéretes teriilet lehet tovabba a COPD-hez tarsuld cor
pulmonale kimutatasa FENO-méréssel, ugyanis — egyes megfigyelések szerint —
szignifikansan alacsonyabb FENO szintet mérheté akkor, ha a pulmonalis nyomas 35
Hgmm-t meghaladja COPD-s betegeknél [35]. Feltételezhetd, hogy az alacsony NO
termelés a cor pulmonale kialakulasaban is koroki szerepet jatszik. Tovabbi
vizsgalatokkal kivalaszthatok lehetnek azok a betegek is, akik a legtébbet profitalnak
hosszi-tava oxigén kezelésbol [36].

A stabil COPD-s betegekben a rovid ideig tartdé szisztémas vagy inhalacios
szteroid kezelés a légzésfunkcios paraméterek (forszirozott kilégzési térfogat 1
masodperc alatt [FEV;]) kismértékii javulasat eredményezi. A FENO-méréssel a
responder és a non-responder betegek viszonylag jo szenzitivitassal és specificitassal
elkiilonithetdk. Az adatok elemzése alapjan a magas FENO érték (>50ppb) pozitiv
prediktiv értéke ugyan csak 67%, de az alacsony FENO szint (<27ppb) magas negativ
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prediktiv értékkel tarsul (87%) [37,38]. Hasonld eredményre jutott munkacsoportunk
egy kordbbi munkdjdban korhazi felvételt igényld exacerbaciokat vizsgalva. A
felvételkor mért magas FENO érték (>27 ppb) jo prediktiv értékkel vetitettel elore a
szignifikans FEVi-javulast a kezelés utan, mig a 27 ppb alatti FENO szint esetén

funkcionalis javulas nem volt varhato (negativ prediktiv érték: 85%) [39].

2.2.1.2. Szén-monoxid

A FENO mellett a masik széles korben vizsgalt kilégzett gaz a szén-monoxid (CO). A
CO az NO-hoz hasonldéan szintén egy szintelen és szagtalan gaz, amely endogén uton
részben a haem molekula haem-oxigenaz enzim katalizalta metabolizmusabdl, részben a
lipidmembran peroxidativ degradacidjabol keletkezik a szervezetben [40].

Az elmult években tobb kutatdcsoport kozolt adatokat a CO szint emelkedésérdl
gyulladasos tiidébetegségekben, ugymint asthmaban [41], bronchiectasiaban [42] és
cisztas fibrozisban (CF) [43]. Bar a CO mérése egyszerd, teljesen non-invaziv moédon
okozta CO-emelkedés altalaban joval nagyobb, mint a tiidébetegségek fennallasaval
Osszefliggd novekedés. Ez a koriilmény a CO-mérés klinikai alkalmazéasat nagyban
korlatozza. A mérés napjainkban leginkabb a dohanyzasi statusz megitélésére (aktiv
dohanyos vs. nem dohdnyos) vagy a dohdnyzéasrol vald leszokds objektiv

monitorozasara hasznalhato [44].

2.2.1.3. Szénhidrogének

A szénhidrogének koziill az etdn és pentan vonatkozédsdban torténtek vizsgalatok.
Mindketté az oxidativ stressz okozta lipidperoxidacid6 mellékterméke. Mérésiik
gazkromatografiaval torténik, ami bonyolult és nehézkes technika, bar egyszeriibb
mérdeszkozok kifejlesztése jelenleg is zajlik.

Tobb vizsgalatban kozoltek emelkedett etan és/vagy pentan értékeket
asthmaban, egyes munkacsoportok csak exacerbacidban, még mdasok stabil klinikai
allapotban is [45,46]. Emelkedett etan szintet mutattak ki COPD-ben is, és ugy tiinik,
hogy az emelkedés mértéke a COPD sulyossagaval, illetve a FEV; értékkel is

Osszefliggést mutat [47]. A mérések elterjedése a klinikai gyakorlatban nem varhato.
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2.2.2. Kilégzett levegd kondenzdtum

Az EBC gyljtése egyszeri, biztonsagos €s teljesen non-invaziv médszer [48,49]. Az
eredetileg orosz kutatok altal kidolgozott technika az ezredforduld utan valt egyre
szélesebb korben tesztelt vizsgalomoddszerré a pulmonologiai kutatasban. Az eljaras
lényege, hogy a tiidébdl kilégzett levegét hideg felszinen lecsapatjdk, majd az igy
keletkezd folyadékot valami mdodon 6sszegytijtik. Az EBC tobb mint 99%-at viz alkotja.
Emellett szamos citokint, novekedési faktort, gyulladasos mediatort és metabolitot is
tartalmaz, igen kis koncentracidban. Ezek az anyagok legval6sziniibben a horgdrendszer
felszinét boritd vékony folyadékfilmbdl szarmaznak, amelyek — mint kis cseppecskék
- akilégzés kozben fellépd turbulencia hatasara a kilégzett levegébe keriilnek. Mivel a
tiidobetegségekben az egyes alkotoelemek koncentracidja megvaltozhat, az EBC
komponensei biomarker szerepet jatszhatnak a 1égati korallapotok felismerésében vagy
monitorozasaban [50].

A EBC alkotorészeinek eredete nem teljesen tisztazott, az also 1égutakon kiviil a
felsé légutak és a taplalkozas is befolyasolhatja az EBC 6sszetételét. Ugyanakkor, az
Osszehasonlito elemzések alapjan a molekuldk nagy része az als6 1égutakbol szarmazik,
ha nem is egyezik meg pontosan a BAL soran nyert mintak Osszetételével [51]. A
kezdeti technikai nehézségek utdn a mintagyilijtés ma mar nagyrészt standardizalt
formaban torténik. Az ERS munkacsoportja — Horvdth Ildiké professzorasszony
vezetésével — 2005-ben kozolt ajanlast az EBC gyljtésének, illetve a markerek
mérésének metodikajarol [52]. A modszer a hazai szakirodalomban szintén bemutatasra
keriilt [53], kihangsulyozva az egyes korképekben, igy példaul a COPD-ben vald
alkalmazasanak lehetéségeit [54]. Ennek ellenére a technika a gyakorlatban egyel6re
nem terjedt el a mérések nagy variabilitasa és gyenge reprodukalhatosidga miatt.

A mintagyiijtés soran a betegek csutoran keresztiil 1élegeznek, egy szeleppel
elvalasztva a be- ¢és a kilégzés fazisait [55]. A kondenzatum gyiijtésére szamos eszkoz a
kereskedelmi forgalomban is kaphatd. A gyiijtOberendezések méretben és arban is
nagyon kiilonbozéek, vannak sajat hiitéberendezéssel rendelkezé tipusok (Ecoscreen®,
[Jaeger]) és vannak egyszer hasznalatos gyiijtdcsovek is (RTube®, [Respiratory
Research]). 10-15 perces normal 1égzés mellett 1-3 ml kondenzatum gytjthetd.

Ugyanakkor a 1égzési technika nem teljesen standardizalt, a széles korben elfogadott a
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nyugalmi 1égzés alkalmazdsa. Az orrcsipesz hasznalata befolyasolja a gylijtott
kondenzatum mennyiségét, hasznalata a gylijtés soran altalaban ajanlott [56].

A kapott mintdt szamos modszerrel lehet elemezni. A leggyakrabban
alkalmazott technikdk az enzim immunoassay (EIA), az enzimmel kapcsolt
immunoszorbens assay (ELISA), a radioimmunassay (RIA), az antitest microarray, a
nagy teljesitményli folyadékkromatografia (HPLC) ¢és a kiilonbozd kolorimetrias,
spektrofotometrias és luminometrias méréstechnikak. Bar e modszerek igen pontosak és
megbizhatoak, a vizsgalt molekuldk alacsony koncentracioja miatt sok esetben komoly
detektalasi nehézségek meriilnek fel. Eléfordul, hogy a vizsgalt marker szintje az assay
detektalasi limitjét sem éri el, vagy ha el is éri, az értékekben jelentds variabilitas
latszik. A mintdk eltéré higuldsabol eredd bizonytalansdgok is bonyolitjdk az
eredmények kiértékelését. Eppen munkacsoportunk korabbi mérései bizonyitjak, hogy a
kondenzalo berendezés mintagy(ijto feliiletének anyaga (milanyag vagy liveg), az EBC
gyljtés homérseklete is befolyasolhatja a kapott mérési eredményeket [57]. So6t, akar a
tobbszor haszndlatos alkatrészek fertdtlenitése hasznalt oldatok is okozhatnak

komplikaciokat a mérések soran (kutatocsoportunk nem publikalt eredménye).

2.2.3. Kopet

2.2.3.1. Kopet gytijtése
A légati mintdk egy masik tipusa a kopet, amely egyes tiidébetegségekben spontan
moddon, mas esetekben hipertonias (3-5%-0S) sooldat inhalalasaval indukalva nyerhetd.
Az indukci6 altaldban 5-10 percig tart. A séoldat belégzése utan a vizsgalt személynek
az also léguti valadékat egy steril tartdlyba kell felkohognie. A mintavétel akkor szamit
megfelelonek, ha szajiiregi kontaminaciot jelzo laphamsejtek ardnya 20%-nal kisebb.
Hasonléan a FENO-méréshez, az indukci6 technikdja és a kdpet minta feldolgozasa ma
mar standardizalt médszer szerint torténik, az ERS ajanlésa szerint [58]. A kopet
indukcid szemi-invaziv modszer, kevés veszéllyel jar, a beteg szamara altalaban nem
megterheld, a feldolgozas szempontjabol viszont munkaigényes folyamat.

Feldolgozas utdn a kopetet két részre lehet elkiiloniteni: a sejtes elemeket
tartalmazo frakciora (sejtes fazis) és a kopet feliltiszora (folyékony fazis). A vizsgalatok

szempontjabol igen eltéré hatteret feltételez a két frakcio elemzése: mig a feliiluszo
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vizsgalata klinikai laboratoriumi €s molekularis modszerekkel torténik, addig a sejtek

vizsgalatahoz cytologiai modszerek sziikségesek (1. abra).

1. dbra. A kopet cytologiai képe COPD-s betegben
COPD-s betegek kopetében leggyakrabban neutrophilsejtek fordulnak elé (,,a” panel), bar
néhany beteg kopetében eosinophilsejtek is megjelenhetnek (,,b” panel). May-Griinwald-
Giemsa festés, x40
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Szamos, a szérumban széles korben vizsgalt fehérje/polipeptid természetli anyag,
példaul az albumin vagy fibrinogén jelenik meg a 1éguti betegek kdpetében. A masik,
gyakran vizsgalt csoportot a gyulladasos folyamatokban szerepet jatszd sejtek altal
termelt proteinek, enzimek képezik, ilyen példaul az eosinophil kationos protein (ECP)
vagy a myeloperoxiddz (MPO). Nagy jelentéséglick még a proteazok ¢és az
antiproteazok is, amelyek szerepét eldszOr az emphysema patomechanizmuséaban

vizsgaltak a protedz-antiproteaz egyensuly felboruldsanak hipotézise alapjan.

2.2.3.2. Kopet cytologia

A kopet cytologiai vizsgdlata a minta quantitativ (tdmeg, szin, Osszesejtszam) és
qualitativ (sejtes elemek megoszlasa) vizsgalatat foglalja magaban. A cytologiai
vizsgalatra a kopet sejtes fazisanak kinyerése, majd festése utdn keriil sor.
Leggyakrabban Hematoxilin-ecozin vagy Giemsa festési eljarast alkalmaznak (/. dbra).
Az egészséges személyek kdopetében legnagyobb szazalékban (40-60%) macrophagok
fordulnak eld, melyeket gyakorisag sorrendjében a neutrophil granulocytak (25-45%)
kovetnek [59]. A lymphocytak (1-2%) és az eosinophil granulocytak (0.3-0.6%) csak
nagyon alacsony szazalékban fordulnak el6 az egészséges ember kopetében. A jelenlegi
klinikai gyakorlatban a kopet cytologiai vizsgalatat leginkabb a tiidédaganatos betegek
kivizsgaldsa soran alkalmazzék a daganat verifikacidja céljabol. Mas betegeknél nagyon
ritkan torténnek ilyen vizsgalatok.

Az egyes léguti betegségekre mas-mas sejtosszetétel (sejtprofil) jellemzo, és
altalanossagban elmondhatd, hogy a betegségekre jellemzé cytologiai kép a
patofiziologiai alapokat is jol tiikrozi. Igy példaul megkiilonboztetiink neutrophil-,
illetve eosinophilsejt dominancidval jaro, valamint lymphocytas léguti gyulladast. Az
obstruktiv tiidobetegségek koziil a COPD-t tipusosan neutrophilsejtes jellegli, mig az
asthmat eosinophilsejtes léguti gyulladas jellemzi. A tiiddtranszplantalt betegekben
leginkdbb a lymphocytdk dominancidja figyelhetd meg a kopetben. A tovabbiakban

kopet sejtprofiljat az asthma és a COPD vonatkozasdban mutatom be roviden.

2.2.3.3. Asthma
Az asthma bronchialét altaldban kdpet eosinophilia jellemzi, ami egyben a szteroidokra

valé érzékenységet is valdszintisiti. Ezzel ellentétben a 1éguti (kopet) eosinophilsejtek
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alacsony szama a kortikoszteroidokkal szembeni gyengébb valaszkészséget vetiti elore
[60]. Az eosinophilsejtek szerepe kulcsfontossagi az asthmds gyulladds fenntartasa
szempontjabol. A sejtek altal termelt peroxidazok, leukotriének (LT), reaktiv oxigén és
nitrogén szabadgyokok okozzak az epithelium sériilését, a simaizom kontrakciojat és a
eosinophilsejtek kulcs szerepére utal az is, hogy egérkisérletekben az eosinophilsejt
iranyt differencialodas gatlasa vagy az eosinophilsejtek célzott pusztitdsa esetén sem a
bronchialis hiperreaktivitds, sem a nyak hiperszekrécié nem jelenik meg [61]. Néhany
klinikai vizsgéalat eredménye alapjan gy tlinik, hogy az asthma kontroll novelhetd,
illetve az akut exacerbaciok szdma visszaszorithatd, ha a betegek farmakologiai
kezelése soran a 1éguti eosinophilia fennallasat is figyelembe veszik, és azt terapiasan
csokkenteni probaljak [62,63].

Az asthma kialakuldsaban kulcsszerepe van a Th1/Th2 lymphocyta egyensily
Th2-es iranyba vald eltolédasanak is. Az utobbi évtizedek kutatasai azonban azt is
bebizonyitottdk, hogy ez a tedria dnmagdban nem magyarazza az asthmas gyulladas
kialakulasat, és ebben szerepe van két masik T-sejt populécionak is: a Th17 sejteknek és
a regulatorikus T-sejteknek. Végiil, meg kell megemliteni, hogy az asthmasok egy
kisebb csoportjaban a kdpetben nem eosinophilsejtes, hanem neutrophilsejtes gyulladas

mutathato ki [64]. E betegek csokkent szteroid érzékenységgel jellemezhetdek.

2.2.3.4. Stabil COPD

A COPD-ben kialakul¢ 1égiti gyulladasra a neutrophilsejtek, a macrophagok és a CD8”
T-lymphocytak felszaporoddsa jellemezd [65]. A COPD sulyosbodéasadval a
macrophagok szamanak novekedése mellett a B-sejtek megjelenése is varhato.

A jelenlegi ismeretink szerint a gyulladdsos sejtek koziil a neutrophilsejtek
szerepe talan a legmeghatdrozobb a betegség kialakulasaban. Tiinetmentes
dohanyosokkal 0Osszehasonlitva a neutrophilsejtek szdma emelkedett a COPD-s
betegekben, és a léguti aramlaskorlatozottsag mértéke (FEVi) is altalaban negativ
Osszefiiggést mutat a kopet neutrophilsejtszamaval [66]. A dohanyfiist az epithelsejtek
¢s a macrophagok aktivacigjat okozza, ami kemokinek és TNF-a felszabadulasaval jar,

crer

felszaporodast és aktivaciot eredményez a cigarettafiist oxidans tartalma altal kivaltott
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gyulladds és a bronchialis hamban fellépd programozott sejthaldl is. A neutrophil
granulumokban termel6dd protedzok ¢és elasztdzok a protedz-antiprotedz egyensuly
felborulasat okozzak a horgdék falaban, a felhalmozddd extracellularis matrix
fragmentumok (kollagén, laminin) pedig tovabbi kemotaktikus ingereket jelentenek a
neutrophilsejtek szamara [65]. Ezen hatasok egyiittesen vezetnek a légutak irreverzibilis
atépiiléséhez, és a COPD-re jellemz6 neutrophilsejtes gyulladas kialakulashoz.

A fenti folyamatokat stulyosbitja a macrophagok akkumulécidja, e sejtek proteaz
¢s neutrophil kemokin termelésiikkel tovabbi erdsitik a gyulladdsos folyamatot. A
macrophagok szdmanak ndvekedését a klinikai tiinetek sulyosbodasa is koveti.

A COPD-re jellemzé 1éguti gyulladas kialakulasaban a T- és a B-lymphocytak
szerepe sem elhanyagolhat6. Egyes tanulmdnyokban azt mutattdk ki, hogy a kdpetben
kimutathatdo CD8" T-sejtek koziil a virusinfekciokra reagald un. 1-es tipust T-sejtek
fordulnak el6 legnagyobb szamban [67]. Célpontjaik a virusfert6zott epithelialis sejtek,
amelyekben programozott sejthalalt indukéalnak.

Régota ismert a COPD-s betegek egy kisebb csoportjanak kopetében
eosinophilia mutatkozik. E megfigyelés klinikai jelentdsége az, hogy e betegek
szteroidokkal szemben jobb terapias valaszkészséggel rendelkeznek, szemben COPD-s
betegek szteroidrezisztencidjaval. Egyes szakember szerint e betegek valdjaban
asthmasok, akiket ujabban overlap szindromasoknak is neveznek. A 1éguti eosinophilia
ugyanakkor virusfert6zés kovetkezménye is lehet. Nem tisztazott, hogy a stabil
allapotban 1éguti eosinophilidt mutatd betegekben az akut exacerbacié soran is

kimutathatd-e az eosinophilia.

2.2.3.5. COPD exacerbdcio

COPD akut exacerbacioban a léguti gyulladas fokozodéasa figyelhetd meg, ami a kopet
Osszsejtszaméanak ¢€s  neutrophilsejtszamanak ndvekedésében is latszik. Az
exacerbaciokat tobbféle szempont szerint lehet osztalyozni. Klasszikusnak szamit
Anthonisen és mtsai-nak a klinikai tlineteken alapuld beosztasa [68]. A definicid szerint
az 1. csoportba azok a betegek sorolhatok, akiknek légszomja, purulens kopete és
fokozott kopetiiritése van; a 2. csoportba azok a betegek tartoznak, akiknél a fenti
harom tiinetbdl csak kettd van jelen, mig a 3. csoportba sorolt paciensekben a fenti

tiinetek kozil csak egy van jelen, de ehhez az aldbbiak tiinetek tarsulnak: az elmult 5
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napban lezajlott fels6 léguti infekcid, mas okkal nem magyarazhatd laz, fokozodo
sipolas vagy kohogés, vagy a pulzus és 1égzésszdm 20%-kot meghaladd novekedése a
klinikailag stabil allapothoz képest.

Az exacerbaciok az etioldgia szerint is osztalyozhatok: (i) viralis, (ii) bakterialis,
Bafadhel és mtsai. négy exacerbacios alcsoportot (fenotipust) tudtak elkiiloniteni cluster
analizis segitségével: (i) a baktérium, (ii) és a virus okozta exacerbaciok mellett egy (iii)
kopet eosinophiliaval jellemezett és egy (iv) ,.gyulladastél-mentes” csoportot is
azonositottak [32].

A kiilonb6z6 kutatasok valtozd mértékben, 27-48%-ban teszik felelossé a
virusokat a COPD exacerbacio kialakuldsdban. A fenti vizsgdlatban az exacerbaciok
29%-aban igazoltak virusos eredetet, legtobb esetben rhinovirust. A legjobb virusra
utald kopet és szérum markernek a CXCL10 molekula (IP10) bizonyult. A vizsgalatok
idejétdl és helyétdl fiiggben a virusfajok nagy valtozékonysdgot mutatnak az RS
virusoktol egészen az influenza-, metapneumonia-, picorna- ¢és rhinovirusokig [69,70].
Az utobbiak tobb szempontbol is érdekes csoportnak szamitanak. A 1éguti epithelsejtek
felszinén ugyanis az intracellularis adhéziéos molekula-1 (ICAM-1) fokozott jelenléte a
rhinovirusok fokozott kotddési képességével parosul. Mallia és mtsai. altal elvégzett
kisérlet alapjan stabil COPD-s betegekbe juttatott kisszdmu rhinovirus minden betegben
elobb fels6 léguti, majd par nap késéssel alsd léguti tiineteket, végiil pedig akut
exacerbaciot provokalt [71,72]. Sokat kutatott a virusfertdzések utani folyamatok
patologidja is. A virusok perzisztdldsa neutrophil sejtadhéziés molekuldk és pro-
inflammatorikus citokinek termelddésén keresztiil sordn a 1éguti obstrukcid
sulyosbodasat és az alapbetegség romlasat is okozhatja [73].

A stabil COPD-s betegek 25-50%-a kolonizalddik valamilyen baktériummal az
alsé légutakban is, ami megneheziti annak megitélését, hogy bizonyos baktériumok
milyen szerepet jatszanak az exacerbaciok kivaltasaban. Tovabb bonyolitja a
folyamatot, hogy a kolonizacido mértéke és a patogén baktérium tipusa is valtozo lehet
az eltér6 idopontokban vett mintakban. Leginkabb a Haemophilus influenzae, a
Streptococcus pneumoniae és a Moraxella catarrhalis koroki szerepe bizonyitott. E
baktériumok jelenléte Osszefiiggést mutat a COPD sulyossagaval és a dohanyzassal is.

Eltéréek az eredmények a mintavétel jellegétdl fiiggden is. Spontan kdpet tenyésztése €s
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PCR vizsgalata vagy a bronchoscopos mintavétel sordn mas ¢és mdas eredményre
juthatunk, sot az egyre kifinomultabb modszerekkel még tobb baktérium mutathaté ki
(PCR, bakterialis antigén kimutatasa), amelyek szerepe még inkabb kérdéses [74]. A
korabban mar emlitett angliai vizsgalatban az exacerbaciok 59%-at tartottak bakterialis
eredetlinek, és ezek legjobb markerének a kopet IL-1B és a szérum CRP szint
meghatarozasa bizonyult [32].

Szamos  vizsgalatban elemezték az egyes bakteridlis  sejtalkotok
immunrendszerre kifejtett hatdsara. Bronchoscopos mintdkban igazoltak, hogy
bakterialis kolonizacid hatdsara emelkedik a kopet IL-8 és matrix metalloproteindz
(MMP) szintje, valamint a neutrophilsejtek szama a légutakban a nem kolonizalt
COPD-s betegekhez képest [75]. A Haemophilus influenzae baktérium P6 kiilsé
membranfehérjéje az IL-8 citokin termelésén és a Toll-like recpetor-2 (TLR-2)
szignalutvonal indukcidjan keresztiil aktivalja az immunrendszert.

Az exacerbacid kialakulasaban szerepet jatszd baktériumok egy masik, még
nehezebben vizsgalhatd csoportjat jelentik az atipusos baktériumok, ugymint példaul a
Chlamydia pneumoniae. Egyes adatok szerint az exacerbacio kialakuldsaban az IgG és
IgM tipust antitest meghatarozasok alapjan 4 és 34% kozott valtozhat az etiologiai
szerepe [76]. A Mycoplasmdk el6fordulasa ennél is kisebb (<1-14%).

Mint mar emlitettem, Bafadhel és mtsai. éltal elvégzett vizsgalatban a kopet
eosinophilidval jellemezett és a ,,gyulladastol-mentes” csoport kiilon exacerbacios
fenotipust jelentett [32]. Kdpet eosinophilia az exacerbaciok 28%-aban mutatkozott,
azonban ezen eseteknek csak kis hanyaddban sikeriilt virust, baktériumot vagy ezek
kombinaciojat etiologiai faktorként igazolni (3, 6, illetve 1%). A ,,gyulladdstol-mentes”
csoportban nem tudtak kérokozokat kimutatni, és nem taldltak olyan markereket sem a
vizsgalt betegekben, amelyek korokozo eredetére utaltak volna. Gyulladasos jelek sem
voltak, és cosinophilia sem tarsult ezekhez az exacerbaciokhoz, ugyanakkor a klinikai
tiinetek alapjan az exacerbacio fennallt. Régota ismert, hogy a levegd Gsszetételének és
az iddjaras valtozasanak hatasara ndvekszik az exacerbaciok szama, és az ilyen eredetii
exacerbaciok az ellatast igénylé exacerbaciok akar 9%-at is kiteheti [77]. Az ilyen
exacerbaciok hatterében a szmogot alkoto részecskék allhatnak, féleg a leveg6ben 1év6

kén-dioxid, 6zon vagy nitrogén-dioxid szerepe lehet jelentds.
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2.2.4. Léguti biomarkerek

2.2.4.1. Citokinek

Az EBC-ban és/vagy a kopet feliiluszoban detektalhatd mediatorok koziil legszélesebb
korben a citokineket vizsgaltdk. A citokinek viszonylag nagyobb méretli, peptid
természetli molekuldk, melyek kdzponti szerepet jatszanak a gyulladdsos folyamatok
szabalyozasaban ¢és a horgdrendszert érintd korképek patomechanizmusanak szinte
minden Iépésénél érintettek. Kimutatdsuk leggyakrabban EIA/ELISA vagy RIA
modszerrel torténik. Ritkabban a nagyobb koltségigényii, de szenzitivebb és akar 100-
120 citokin egyidejli vizsgélatara is alkalmas antitest microarray-t hasznaljak.

Altaldnossagban elmondhaté, hogy mig asthméban a Th2-es citokin tilstlynak
megfeleléen magasabb IL-4, IL-13 és alacsonyabb IFN-y szint mutathato ki [78,79],
addig COPD-ben ¢s CF-ben, a korképeket jellemz6 neutrophilsejtes 1éguti gyulladas
hatterében emelkedett IL-6, IL-8 és TNF-a koncentracié igazolhato [80,81]. Az IL-10
szintje mint az asthmaban, mind pedig a COPD-ben csokkenést mutat [82]. COPD
exacerbacioban az IL-6, az IL-8 vagy a TNF-a koncentracidja tovabb emelkedik, sot,
egyes adatok szerint, a citokinek koncentracidja az exacerbacio sulyossagaval is
Osszefliggést mutat [83]. Asthma exacerbacioban mind az eosinophilsejt-, mind pedig a
neutrophilsejt-aktivaciot jelz6 markerek, ugymint az ECP, az MPO, az IL-8 és IL-5
szintje is megemelkedik, majd az exacerbacié kezelése soran e mediatorok szintje
csokken [84].

Az antitest microarray asztmasokban valo alkalmazasarol el6szor Matsunaga és
mtsai. kozoltek adatokat. Tanulmanyukban kimutattak, hogy egyes gyulladasos
citokinek szintje (TNF-o, T-sejt altal expresszalt és szekretalt faktor [RANTES], IL-4,
IL-8, IL-1 és transzformald novekedési faktor-B; [TGF-B1]) 1.5-2.7-szeres ndvekedést
mutat asthmds betegek EBC mintaiban az egészségesekhez képest [85]. A modszer
COPD-s betegeken valo alkalmazasardl egy német munkacsoport szamolt be a
kozelmultban. Kimutattak, hogy COPD exacerbacioban szamos citokin és kemokin (IL-
1B, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12p70, TNF-o) expresszidja szignifikansan megemelkedik a
stabil allapothoz képest [86]. A stabil COPD-s betegek és az egészségesek kozott
ugyanakkor csak néhany citokin (IL-1B ¢€s IL-12) szintjében volt nagyobb eltérés. A
vizsgalatban az ICS kezelés tobb citokin szintjét (IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12) is
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csokkentette. Sajat munkacsoportunk korabbi adatai szerint az antitest microarray csak
toményitett EBC mintakon ad megfelelé eredményt [87,88], mig a kopet feliiliszoban a

technika kozvetleniil is alkalmazhato a citokin profil meghatarozasara [89,90].

2.2.4.2. Eikozanoidok

PLA,

G-fehétje COX

PG,
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PGH,
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2. dbra. A prosztaglandinok keletkezésének utja
A prosztaglandinok a sejtmembranok foszfolipidjeit felépitd arachidonsav szarmazékai. A
folyamat els6 1épéseként a foszfolipaz A, (PLA;) enzim hatasara arachidonsav szabadul fel,
majd a prosztaglandin G, (PGG;) mint kdztes terméken keresztiil prosztaglandin H, (PGH,)
keletkezik. A PGH; kiindulé molekuldja a prosztaciklineknek (PGI,), valamint a prosztaglandin
D, (PGD,) és prosztaglandin E, (PGE;) termékeknek. A thromboxanok (TXA, és TXB,) szintén
a PGH,-bdl keletkeznek a sejtekben.

A sejtmembranokat felépitd arachidonsavbol kiilonb6zé utakon sokféle, biologiailag
aktiv termék képzddhet, tobbek kozott az eikozanoidok. Az eikozanoidok mind a
légutakat, mind a tiidéparenchymat érinté korképek kialakulasaban fontos szabalyozo
szerepet toltenek be. Viszonylag egyszerien detektalhatok a kiilonbozd 1éguti
mintdkban (BAL, EBC, kopet). Kimutatasuk leggyakrabban EIA/ELISA, RIA, HPLC
vagy gazkromatografia/tomegspektroszkopia (GC/MS) modszerrel torténik.
Keletkezésiiknek két klasszikus utvonala van: a ciklooxigenaz (COX) enzim

altal katalizalt iton a prosztaglandinok (PG) és a thromboxanok (TX) (2. dbra), mig a
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lipoxigenaz (LOX) enzim altal katalizalt uton a leukotrién B, (LTB,), valamint az
ciszteinil-leukotriének (cisz-LT), ugymint a LTCy4, LTD,4 és LTE, keletkeznek (3. dbra).
Az LTB, pro-inflammatorikus szerepét er0s kemoattraktdns hatdsanak koszonheti,
amelyet elsésorban a neutrophilsejtekre fejt ki. Emelkedett szintjét a kopet feliiliszoban
¢s a szérumban is kimutattak stabil COPD-s betegekben [91,92]. A mediator szintje
COPD exacerbacioban tovabb emelkedik, majd az exacerbacio antibiotikumokkal és
szteroiddal vald kezelés utan csokken [93]. A LTB, kimutathaté asthmas és CF-es

betegek kopetében vagy kondenzatumaban is.
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3. abra. A leukotriének keletkezésének ttja
A leukotriének szintén a sejtmembranok foszfolipidjeit felépitd arachidonsav szdrmazékai. A
folyamat els6 1épéseként a foszfolipaz A, (PLA;) enzim hatasara arachidonsav szabadul fel,
majd a leukotrién A, (LTA,) mint koztes terméken Keresztiil leukotrién By (LTBy), illetve
leukotrién C4 (LTC,) keletkezik. A LTC, ezt kdvetéen leukotrién D4 (LTD,), majd leukotrién
E4 (LTE,) termékekké alakul tovabb a sejtekben.

A cisz-LT-eknek erés bronchokonstriktor hatasuk van, az asthmas léghti gyulladas
kialakulasaban betoltott szerepiik kozismert [94]. Széles korben kimutathatoak mind az
EBC-ben, mind pedig a kdpetben. Emellett eldsegitik a szoveti 6déma kialakuldsat,
fokozzak a nyakképzodést és az érpermeabilitast és serkentik a 1éghti nyalkahartya

eosinophilsejtes  infiltraciojat.  Termelddésiik  féleg a  hizdsejtekhez, az

eosinophilsejtekhez és a macrophagokhoz kothetd. A COPD-ben betoltott szerepiik
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sokkal kevésbé ismert, egyes adatok szerint e betegek 1éghti mintaiban is kimutathatok
és szintjikk emelkedett az egészséges kontroll csoporthoz képest [95,96].

A PG-oknak pro- és anti-inflammatorikus hatasuk egyarant lehet. A PGD,,
PGF,, és TXB, a simaizmok ndvekedésében, konstrikcidjaban jatszik szerepet, mig a
PGE, bronchodilator hatasainak felhasznalasa 10j gyogyszerek kifejlesztésének

kiindul6pontja lehet [97].

2.2.4.3. 8-izoprosztan

Fontos arachidonsav metabolitok az izoprosztanok, amelyek azonban nem enzimatikus
uton keletkeznek, és — mint a lipidperoxidacié melléktermékei — a tiidoben zajlo
oxidativ stressz legfontosabb markerei [98]. Az izoposztanok kozott a legtdbbet vizsgalt
molekula a 8-epi-PGF,,, azaz a 8-izoprosztan. A 8-izoprosztan a vascularis és a
bronchialis simaizomsejteken kontrakciot idéz elé [99]. Hasonléan mas arachidonsav
szarmazékokhoz, a 8-izoprosztan is viszonylag egyszeriien mérheté mind a kdpetben,
mind az EBC-ben EIA/ELISA vagy RIA segitségével. Mas munkacsoportok ezeknél a
technikaknal pontosabb, ugyanakkor a nagyobb koltségigényii és bonyolultabb GC/MS-
t hasznaljak fel kimutatasukra.

Szamos vizsgalatban mutattak ki emelkedett 8-izoprosztan szintet COPD-ben
vagy asthméban [100], és gy tlinik, hogy e korképek akut exacerbacidiban a marker
szintje tovabb emelkedik [93,95,101]. Akut exacerbacioban 1évé CF-es betegek
kopetének feliiluszojaban szintén emelkedett 8-izoprosztdn szint mérhetd a stabil
allapota betegekhez képest [102]. Végiil meg kell jegyezni, hogy a l1éguti 8-izoprosztan
koncentracio dohanyfiist expozicio hatasara is megemelkedik, ami egyrészrdl érthetd a
dohanyzés oxidativ stresszt indukald hatdsa miatt, ugyanakkor neheziti is az egészséges
dohényzdk és a COPD-s betegek egymadstol valo elkiilonitését [103].

A koOzelmultban sajat munkacsoportunk szintén behatdéan vizsgalta az
eikozanoidokat stabil allapoti és exacerbacioban 1évé COPD-s betegek kopetében
[104]. Mérések torténtek az exacerbacio kezelése utan is. Kimutattuk, hogy a LTBy, és a
8-izoprosztan koncentracidja szignifikdnsan emelkedik akut exacerbacidé miatt kérhazi
felvételre keriild betegek kopetében, azonban kezelés utan e markerek szintje tartdsan
emelkedett marad. A PGE; szintje stabil allapotban nagyon alacsony volt, tobb betegben

a méréshatar alatt maradt. Exacerbacioban azonban jelentds ndvekedést, mig kezelés
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hatasara jelentds csokkenést tapasztaltunk, ami felveti ¢ mediator biomarkerként valod
alkalmazasat. A cisz-LT-ek szintén kimutathatoak voltak a kopetben, azonban szintjiik
valtozast nem mutatott, ami arra utal, hogy e mediatorok a COPD-s betegekben nem
jatszanak ~ meghatdroz6  szerepet az  exacerbacioval  Osszefiiggd — léguti

aramlaskorlatozottsag sulyosbodasaban.

2.2.4.4. Aldehidek

Fiziologias koriilmények kozott a szervezetben egyensulyi allapot van a sejtek
anyagcseréje soran keletkez6 Un. oxigén szabadgyokok (ROS) és az ezek hatasat
ellensulyozo6 antioxidansok kozott. Ha a folyamat a ROS képzddés iranyaba toldodik el,
oxidativ stresszrdl beszéliink. Ilyenkor a sejtekben a sejtmembranokat, a DNS-t és az
enzimeket sulyosan kérositd folyamatok indulnak el, amelyek hosszabb tdvon a
szervezet egészére karos hatassal lesznek, és a legkiilonb6zébb korképeket okozzak.

A legismertebb szabadgyokok a szuperoxid gydkanion (¢O;’) €és a hidroxilgyok
(*OH), amelyek elsdsorban az aktivalodo gyulladasos sejtekbdl (granulocytak,
macrophagok és monocytak) szabadulnak fel. A sejtkarositd folyamatokban a fenti
molekulak mellett un. reaktiv nitrogén intermedierek, példaul az NO™ vagy a peroxinitrit
(ONOQ)) is fontos szerepet jatszanak (nitrozativ stressz).

Az oxidativ stressznek a léguti betegségek kialakulasaban kdzponti
patofiziologiai szerepe van. A folyamatokat munkacsoportunk a kézelmultban a COPD
kialakulasa szempontjabol targyalta részletesen a hazai és a nemzetkézi irodalomban
[105,106]. Oxidativ stressz hatasara a sejtmembran foszfolipidjeit felépitd tobbszordsen
telitetlen zsirsavak bonyolult kémiai reakciok soran oxidalodnak, melynek sordan szdmos
aldehid keletkezik, igy példaul malondialdehid (MDA), akrolein, n-hexanal, n-heptanal,
n-nonanal. E molekulak mennyiségi meghatarozasabol az oxidativ stressz mértékére
lehet kovetkeztetni a 1égutakban.

A leggyakrabban vizsgalt aldehid az MDA, mérése tobbféle modszerrel is
torténhet. A tiobarbituratsavval torténd kimutatast sokan nem tartjak elég szenzitivnek,
helyette a HPLC-vel valé meghatarozas sokkal pontosabb és megbizhatobb [107]. A
korabbi években két olasz munkacsoportnak sikeriilt kimutatni, hogy a COPD-s betegek
légiti mintdiban az MDA koncentracidja magasabb, mint az egészséges kontroll

csoportban [108,109].
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Munkacsoportunk korabbi vizsgélatdban ezt a megfigyelést csak a kopetben
tudtuk reprodukalni, mivel az EBC-ben az MDA szintje hasonlé volt a stabil COPD-s
betegekben és az egészségesekben [110]. Igazoltuk ugyanakkor, hogy a kdpetben valo
mérések monitorozasi célokra is felhasznalhatok: akut exacerbacioban ugyanis tovabbi
emelkedés, mig az exacerbacid kortikoszteroidokkal és horgtagitokkal vald kezelése
soran szignifikans csokkenés tapasztalhato. Az MDA szintjének csokkenése féleg
azokban a betegekben volt kimutathatd, akiknek a léguti aramlédskorlatozottsaga

(AFEV)) is jelentbsen javult a kezelés soran.

2.2.4.5. Nitrit és nitrat

A nitrogén oxidok szintén az oxidativ/nitrozativ stressz hatasara keletkeznek a
szervezetben, a vegyiiletek koziil leggyakrabban a nitritet (NO;") vagy a nitratot (NOs)
mérik. A mérések altaladban spektrofotometrias, kolorimetrids, kemilumineszcencias
vagy ritkdbban kromatografias modszerrel torténnek.

Egyes szerzék a kilégzett nitrogén oxidok koziil az NOj-t szenzitiv és jol
hasznosithatd markereknek tartjdk az asthmaban, a COPD-ben vagy a tiidéfibrozisban
szenvedd betegek és az egészségesek elkiilonitésére [111]. Ezzel ellentétben, mas
munkacsoportok nem talaltak kiilonbséget a kopet és/vagy a kondenzatum NO,/NO;
szintjében a COPD-s betegek és egészségesek kozott [112,113]. Megint masok, igy
példaul Corradi és mtsai. csak a dohanyzokban, az asthmasokban és a tiidogyulladasos
betegekben detektaltak magasabb NOj3; koncentraciot az EBC-ben, a COPD-s
betegekben mért értékek a normalis tartomanyban maradtak [114].

A kozelmultban, egy nagy betegszamon elvégzett klinikai vizsgalatban azt
talaltak, hogy az EBC NO,/NOj szintje Osszefliggést mutat az allergias szenzitizaciod
mértékével asthmas és rhinitises betegekben [115]. Az NO,/NOj3 szint ugyanakkor az
asthma fenotipusokkal nem mutatott kapcsolatot. Végiill megemlitheté, hogy a
dohanyzéas is noveli a kondenzatum nitrat szintjét, anélkiil, hogy a nitrit szintben
valtozas lenne [116]. A hatas azonban csak atmeneti.

A fenti emlitett nitrogén oxidok mellett a nitrozotiolok és a nitrotirozin
koncentracioja is mérhetd a kopetben vagy az EBC-ben, amelyek szintén fontos
markerei lehetnek a nitrozativ stressznek a légutakban. A kimutatds kolorimetrikus

modszerekkel vagy EIA-val torténik. A kronikus léguti gyulladasos betegségek koziil
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példaul a CF-ben igazoltak emelkedett nitrotirozin koncentraciot az EBC-ben, sét a
nitrotirozin szint szignifikans negativ korrelaciot mutatott a betegség stlyossagaval is
[117].

2.2.4.6. Hidrogén-peroxid
A hidrogén-peroxid (H;O,) az oxidativ stressz soran a képzédik a szuperoxid

gyokanionokbol (¢O;") az alabbi reakciduton (1):

() 20, +2H" — H,0,

Kimutatasa az EBC-ben leggyakrabban spektrofotometridval  torténik.
Emelkedett kilégzett H,O, szint mérheté a COPD-s betegekben, COPD exacerbacidoban
pedig tovabbi emelkedés mutathato ki [118,119]. A kozelmultban hasonld Gsszefiiggést
igazoltak asthmas betegekben is, bar az emelkedés mértéke sem a légzésfunkcios
paraméterekkel, sem az asthma kontroll fokaval nem korrelalt [120]. Az antioxiddns
hatasu n-acetil-ciszteinnel valo tartos kezelés mellett a kilégzett H,O, szint csokkenése
figyelhet6 meg COPD-s betegekben [121]. A mérések variabilitisa azonban nagy, ami
erdsen korlatozza a H,O, meghatarozas esetleges klinikai felhasznalasat.

Az asthmés és a COPD-s betegekben leggyakrabban mérhetdé gyulladasos
mediatorokat/markereket, valamint e korképekre jellemzd kopet sejtes elemeket az 1.

tablazatban mutatom be dsszefoglald formaban.

2.2.4.7. EBC pH
A markervizsgalatok kozott kiilonleges helyet foglal el a pH mérése az EBC mintédkban,
jelenti, hanem az EBC egy kémiai tulajdonsagat hasznaljuk fel biomarkerként.

Az EBC pH-jat a folyadékban 1évd savak és a lugok kolcsonhatasa hatarozza
meg. Kozismert, hogy a szervezet folyadéktereiben a pH az egyik legpontosabban
szabalyozott tényezd. A pH mérése az EBC-ben egyszerii, olcsd, nem igényel specialis
laboratoriumi felszerelést, ami nagy elény lehet a klinikai gyakorlatban. A mérés pontos

¢és azonnali eredményt ad, ami szintén fontos szempont a klinikusoknak.
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1. tablazat
Asthmas és COPD-s betegek kopetének sejtprofilja és a leggyakrabban vizsgalt
biomarkerek a kopet feliiliszoban

Kopet asthma COPD
Sejtprofil - eosinophilsejtek 11 - neutrophilsejtek 11
(sejtes fazis) - hizésejtsejtek 1 - macrophagok 11
- CD4" T-sejtek 11 (Th2) - CD8" T-sejtek 1
- B-sejtek 1 - eosinophilsejtek 1 (ritkan)
- neutrophilsejtek 1 (nem eosinophil
asthmaban)
- dendritikus sejtek 1
Feliiliszé - ECP, MPO - TNF-a
(folyékony fazis) - eotaxin - IL-6, IL-8
- adenozin - MCP-1, MPO, GRO-a.
- albumin, fibrinogén - leptin
- neurokinin A, hisztamin - LTB,, 8-izoprosztan, MDA
- Cisz-L T, PGD; - neutrophil elasztiz
- IL-4, IL-5, IL-13 (IL-8) - MMP-1,-8,-9 és -12

ECP: eosinophil kationos protein, MPO: myeloperoxidaz, MCP-1: monocyta
kemotaktikus protein-1, GRO-a: novekedést szabalyozd onkogén-a, IL: interleukin, LTBy:
leukotrién By, cisz-LT: ciszteinil-leukotrién, PGD,: prosztaglandin D,, MMP: matrix
metalloproteinaz, MDA: malondialdehid

Ugyanakkor komoly probléma, hogy az EBC-ban valé pH-mérés nincs standardizalva.
Az egyik legnagyobb problémat a mintak szén-dioxid (CO,) tartalma jelenti, ami az
EBC kis pufferkapacitisa miatt jelentésen befolydsolja a pH-t. A kiilonbozo
kutatocsoportok ezt a problémat eltéré modon kezelik: vagy figyelembe sem veszik a
CO; zavar6 hatésat, és a pH-méréseket nativ (,,nyers”) mintakon végzik, vagy a mintak
inert gazzal (pl. argon, hélium) 5-10 percig tartd vald ataramoltatasaval (350 mL/min)
probaljak a CO, nagy részét eltavolitani (,,kilizni”) a mintakbol, és a pH-t ezt kdvetden
meghatarozzak meg. Az argonnal-valé atbuborékoltatassal a mintak CO, tartalma ugyan
csOkkenthetd, azonban a CO,-t teljes mértékben eltavolitani vagy egy allandd szintre
csokkenteni nem lehet, azaz a mintak CO, tartalma a késébbiekben is esetleges, ami a

mérések gyenge reprodukalhatdésagahoz vezet.
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Sajat munkacsoportunk a kozelmultban egy uj protokollt fejlesztett ki, melynek
segitségével a mintak kiillonb6z6 CO; tartalmabol adodo hatasok kikiiszobolhetdek és
igy a mérések reprodukalhatosaga jelentésen novelheté [122]. Az un. CO,
standardizacidos modszer 1ényege, hogy a mintakat rovid ideig (kb. 1 masodperc) CO,
gazzal aramoltatjuk 4at, mikozben meghatarozott idokozonként 4 alkalommal
mintavételek torténnek a pH és a CO, parcialis nyomas (pCO,;) parhuzamos
meghatarozasa céljabol. A méréseket a korhazi gyakorlatban széles korben hozzaférhetd
vérgazanalizatorral végezziik. Az eredményparokbol készitett gorbén a pH-t adott pCO,
értéknél (5.33 kPa) hatarozzuk meg felhasznalva a két paraméter kozotti logaritmikus
Osszefliggést (5.33 kPa a fiziologias alveolaris nyomasnak felel meg [40Hgmm], de a
pH barmely mas nyomasérték mellett is kiszamithatd). E modszer segitségével
kikiiszobolhet6 a CO, zavard hatasa, a mérések reprodukalhatosaga pedig kb. 6-szor
jobb [122]. A modszerrel a mérések egy masik problematikaja is kikiiszobolodik,
nevezetesen a mintatarolas hatdsa, ugyanis az altaldnosan alkalmazott fagyasztas soran a
CO, szint csokken, amelynek kovetkeztében a mintdk pH-ja kismértékben, de
novekszik.

A légutak pH-janak savas irdnyba valo eltoloddsa szamos patofizioldgiai
folyamat kiinduloja lehet: bronchokonstikcio, a nyak viszkozitdsanak valtozasa, a
ciliaris transzport csokkentése és az epithelium karosodasa [123,124].

Mindazonaltal az azért tovabbra is kérdéses, hogy az EBC pH-ja mennyire
pontosan jelzi a légutakat boritd folyadékfilm pH-jat. Szdmos koriilmény és technikai
faktor van hatassal az EBC mintakban mérheté pH-ra. Ezek koziil talan a legfontosabb
tényez6 a mintak kontaminacidja, ami a kilégzett levegbnek a szajiireggel, az
orriireggel, esetlegesen a gyomor savtartalmaval vald érintkezésébdl fakad [125]. A
vizsgalatok alapjan a mintagy(jtés ideje, a 1égzés technikdja vagy az orrcsipesz
hasznalata a mintavétel kdzben nem befolyasolja az EBC pH-jat [126]. Ezzel szemben a
CO, standardizaciés modszer hasznalataval munkacsoportunk a kozelmultban
Kimutatta, hogy a folyadékbevitel [127], a kondenzator tipusa [57], a
kondenzaloberendezés homérséklete [57], a kiilsé kornyezet paratartalma [128] ¢és a
dohanyzas [129] egyarant befolyasoljak az EBC kémhatasat, és ezeket a faktorokat

figyelembe kell venni a méréseknél. Ugyancsak a sajat munkacsoportunk igazolta, hogy
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crer

alapjan minimalisra tehet6 [129,130].

Az elmult években tobb kutatdcsoport kozolt olyan adatokat, amelyek szerint
astmaban [131,132], COPD-ben [133,134] és CF-ben [135,136] szenvedd betegekben
az EBC savasabb az egészségesekhez képest. Egyes kutatok azt is megfigyelték, hogy e
korképek akut exacerbacioban a pH tovabb savasodik, majd az exacerbacid
szteroidokkal és bronchodilatorokkal val6 kezelése hatasdra a pH értékek
normalizalodik vagy az eltolodas mértéke csokken [131,135,137], ami felveti, hogy a
pH-méréseknek akar a betegmonitorozasban is szerepe lehet.

Mas munkacsoportok ilyen Osszefiiggést nem talaltak [138,139,140] vagy csak
tendenciakat tudtak kimutatni savasabb pH értékek iranyaba a tiidébetegeknél [141]. Az
eredmények ellentmondasossaga tobb tényezdonek is tulajdonithatd. Egyrészt, az EBC
kémhatasat tobb olyan tényezdé (kondenzator tipusa, dohdnyzas, stb.) is befolyasolja,
amelyek nem voltak megfeleléen figyelembe véve és standardizalva a korabbi
vizsgalatokban. gy példaul a vizsgalt betegcsoport aktiv dohinyos és ex-dohanyos
betegeket egyarant tartalmazott. Masrészt, a korabbi munkakban a pH meghatdrozasa

nem kell6 precizitassal tortént és a CO, zavar6 hatdsat nem vették figyelembe.

2.2.4.8. EBC pH a tiidétranszplantalt betegekben
A disszertaciom  szempontjabol  kiilonleges  betegcsoportot  képviselnek a
tiidétranszplantalt betegek. E betegekben szamos pulmonalis szovodmény alakulhat ki,
amelyek felismerésében a non-invaziv vizsgaldémoédszereknek, igy példaul az EBC pH-
mérésnek is nagy szerepe lehet.

Bar az els6 sikeres tiid6transzplantacié 1963-ban volt, tartdsan jo eredményeket
csak két évtizeddel késébb, a modern immunszuppressziv gyogyszerek, leginkabb a
cyclosporin bevezetésével sikeriilt elérni. Azota a valaszthato immunszuppressziv
gyogyszerek palettaja tovabb szélesedett, és a szakszer(i betegkdvetésnek, a
standardizalt protokolloknak, valamint a szervkonzervaldo oldatok fejlédésének
koszonhetden a transzplantalt betegek életkilatasai tovabb javultak. Napjainkban
vilagszerte nd a tiidétranszplantaciok szama, eddig kozel 28 000 tiidétranszplantacio
tortént, és jelenleg évente kozel 2500 ilyen beavatkozast végeznek. Ilyen szamok

mellett ugyanakkor a szovédmények gyakorisaga is egyre nagyobb. A leggyakoribb

33



DOI:10.14753/SE.2016.1873

szovodmények kozé az immunszuppressziv szerek kovetkeztében fellépd infektiv
korképek, illetve a masodlagos daganatok tartoznak. Emellett az akut vagy a kronikus
kilok6édési reakciok megjelenésével kell még gyakran szamolni.

A tlidétranszplantaci6 mind a parenchymas, mind a vascularis eredeti
tidObetegségek végstadiumaban egyarant szoba jon. Kezdetben a primer pulmonalis
hipertonia (PPH) ¢és Eisenmenger-szindroma volt a transzplantacidhoz vezetd
leggyakoribb diagnézis. Napjainkban a COPD, az interstitialis tiidébetegségek, a CF és
egyéb, még ritkabb kérformék valtak meghatarozova.

Az alapbetegségtol fliggetleniil a pulmonalis szovédmények altalaban
hasonloak. Kutatasi szempontbol a korai, poszt-operativ infektiv szovodmények mellett
az akut és a kronikus kilokddési reakciok jelentik a legnagyobb kihivast, melynek soran
célszertinek latszik olyan biomarkerek keresése, melyek segitségével non-invaziv
modon megjosolhato a rejekcio kialakuldsa vagy kovethetd annak lefolyasa.

Az akut rejekcioé humoralis és cellularis immunvalasz altal inditott folyamat. A
humoralis immunvalasz eléidézhet hiperakut kilokddési reakciot is. A kilokddés soran a
human leukocyta antigének (HLA) vagy egyéb sejtfelszini alkot6 altal medialt folyamat
indul be, amely a komplement rendszert aktivalja és a folyamat végiil kapillaris
nekrozison, fibrin lerakodason keresztiil a beiiltetett szerv clhalasahoz vezet. A
cellularis mechanizmus alapja a donorszerv f6 hisztokompatibilitasi komplex (MHC)
molekulait felismeré T-helper sejtek aktivalodasa. A sejtek kemokinek termelésiikkel
okoz.

A pulmonalis szovédmények kozott kiemelt jelentéségli a BOS. A BOS gyakori
szovodmény tiidStranszplantalt betegekben, melynek alapvetd jellegzetessége a
bronchiolusok falanak fibroproliferativ atépiilése, ami 1égzésfunkciés romlashoz,
¢letmindség csokkenéshez és végiil allograft elégtelenséghez, illetve haldlhoz vezet
[142]. A bronchiolitis obliterans (BO) alatt a bronchiolusokban megjelend patoldgiai
elvaltozast értjiikk, mig a betegekben kialakuld korképet BOS-nak nevezik.

A hazai szakirodalomban Antus és mtsai. szamoltak be elészor a BOS
kialakulasarol és korlefolyasarol [143]. A BOS valdjaban a kronikus szervkilokédésnek
a tidé allograftokban megjelend forméja. Kialakuldsdnak rizikofaktorait

hagyomanyosan alloantigén-dependens és -independes faktorokra osztjak. A két
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legfontosabb alloantigén-dependens rizikofaktor az akut kilokédés és a HLA mismatch.
Az alloantigén-independens mechanizmusok k6z¢é az ischaemids-reperfiizios karosodas,
a cytomegalovirus (CMV) ¢és egyéb léguti infekcidk, és a gastrooesophagealis reflux
betegség tartoznak. A BOS kialakuldsa soran az atiiltettet tiidé szovetét alloreaktiv T-
sejtek infiltraljak, amelyek szamos pro-inflammatorikus citokint (IL-2, 1L-8, INF-y) és
kemokint (monocyta kemotaktikus protein-1 [MCP-1], RANTES) termelnek [144].
Karosodik a léguti epithelium is, melynek soran az epithelsejtekben pro-fibrotikus
citokinek és novekedési faktorok (pl. TGF-B1, thrombocyta eredetli novekedési faktor
[PDGF]) szabadulnak fel. Végiil a folyamat a hegszovet képzddés iranyaba tolodik el, a
bronchiolusok fala megvastagodik, majd a felhalmoz6d6 matrix elemek a lument egyre
jobban besziikitik és kialakul a BO. A 1éguti gyulladas kialakulasaban a T-sejtek mellett
a neutrophilsejtek és a macrophagok citokin és kemokin termelése is jelentds.

Klinikailag a BOS-ra a légzésfunkcio paraméterek fokozatos romlasa jellemzd
¢s a BOS stadiumbeosztdsa is a megfeleld funkcionédlis mérék (FEV; és forszirozott
exspiracios daramlas a vitdlkapacitds 25-70%-a kozott [FEF2s.5000]) aktualis értéke
alapjan torténik (2. tablazat) [145]. Tovabbi kritérium, hogy minden egyéb ok, ami
potencionalisan a graft funkcioromldsdhoz vezethet, kizarasra keriiljon. A spirometrids
értékek variabilitdsa miatt azonban diagnosztika sokszor igen problematikus, és a
diagnozis felallitadsa csak elérehaladottabb stddiumban  torténik, amikor a
farmakoterapias lehetdségek mar igen korlatozottak. Mivel a BO kiterjedése a
bronchiolusokban nagyon valtozd, a bronchoscopos uton vett TBB ritkan vezet definitiv
diagnozishoz. A BOS hatékony kezelése nem megoldott, altaldban az
immunszuppressziv gyogyszerek dozisanak emelése javasolt, ami azonban a fert6zéses
szovodmények gyakorisagat noveli.

Tidotranszplantaltak korében korabban csupdn egyetlen vizsgalat zajlott,
amelyben az EBC pH-jat mérték a BOS kialakulasa el6tt és utan. E tanulmanyban
Dupont és mtsai. azt mutattak ki, hogy a BOS sz6voédményét mutato tiidtranszplantalt
betegekben az EBC savasabb, mint a stabil klinikai allapoti, BOS-mentes betegekben
[146]. A vizsgalatban Osszefliggést talaltak a pH-csokkenés mértéke és a BOS
sulyossagi stadiumai kozott is. Az szerzok Osszességében azt véleményezték, hogy az
EBC pH mérése 0j és igéretes vizsgalomodszer lehet a BOS szovodményének

felismerésében. Meg kell azonban jegyezni, hogy ebben a vizsgalatban a pH mérése
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nem a CO, standardizacidés modszerrel tortént, hanem ,,nyers” mintakban mértek, amit
figyelembe kell venni az adatok értékelésénél. A tiid6transzplantalt betegeken végzett

sajat mérésinket dolgozatom 6. fejezetében mutatom be részletesen.

2. tablazat
BOS stadiumbeosztasa (staging) a nemzetkozi klasszifikacié alapjan

Stadium Meghatarozas

BOS 0 FEV1> 90% ¢és FEF25.750 > 75%

BOS 0-p 81% < FEV1 < 90% és/vagy FEF;5.750, < 75%
BOS 1 66% < FEV; < 80%

BOS 2 51% < FEV;1 < 65%

BOS 3 FEV, < 50%

BOS: bronchiolitis obliterans szindroma, FEF5.70s : forszirozott exspiracids aramlas a
vitalkapacitas 25-75%-a kozott, FEV: forszirozott kilégzési térfogat 1 masodperc alatt
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3. Célkituzések

Az értekezésemben bemutatott tudomanyos kutatomunka f6 célkitlizése az alabbi

kérdések vizsgalata volt:

1. Valtezik-e az EBC pH-ja a BOS szovédményének kialakuliasa soran
tiidotranszplantalt betegekben, és felhasznalhaté-e ez a vizsgalomdédszer a
BOS korai diagnosztikajaban?

2. Kiilonbozik-e az EBC pH-janak vizitek-kozotti variabilitisa a BOS
szovodményében szenved6 és a BOS-mentes tiidétranszplantalt betegekben?

3. Van-e osszefiiggés a FENO szint és a kopet eosinophilsejtszama kozott COPD
akut exacerbacioban?

4. Milyen a FENO-mérés prediktiv értéke a kopet eosinophila megjosolasa
szempontjabol az akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegekben?

5. Van-e Kklinikai jelentésége a kopet eosinophilia kimutatasinak COPD akut

exacerbaciéoban?
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4, Modszerek

4.1. Elso altéma

4.1.1. Betegek és vizsgalati protokoll

A vizsgdlatba az Intézetiink ambulancidjan 2006 januarja és 2010 juniusa kozott
gondozott és legalabb 6 honapon keresztiil tuléld tiidotranszplantalt betegek keriiltek
bevonasra. Kizarasi kritériumként szerepelt (i) Sulyos tarsbetegség (veseelégtelenség,
majelégtelenség, stb.) fennallasa, (ii) az anamnézisben szereplé malignitas, illetve (iii)
kizarasra keriiltek azok a betegek is, akiknek a sulyos klinikai allapota nem tette
lehetévé az EBC gyiijtését. Osszesen 31 transzplantalt beteg (14 férfi, 17 né, atlagos
¢letkor: 39.5£1.8 ¢év, tidoOatiiltetés utan eltelt atlagos 1d6: 44.7+£3.8 honap) kertilt
bevonasra. Az EBC gyiijtésére az ambulans kontrollvizsgalatok soran keriilt sor, feltéve,
ha a betegek klinikailag stabil allapotban voltak és nem meriilt fel akut pulmonalis
komplikacio (akut infekcid vagy akut rejekcid) lehetdsége a vizit idépontjaban, illetve
az azt megel6zd 4 héten. A vizsgalat soran az atlagos kovetési id6 22.3+4.1 honap volt.
Betegenként atlagosan négy mintat nyertiink (tartomany: 2-9), 6sszesen 118 EBC mintat
gyljtottiink.

Ezenfeliil, EBC gylijtés tortént 20 egészséges Onkéntestdl is, akiket a korhaz
dolgozoi koziil valasztottunk ki. A kontroll személyek (i) fiziologias 1égzésfunkcios
paraméterekkel rendelkeztek, (ii) az anamnézisiikben atopia, akut vagy kronikus 1éguti
megbetegedés nem szerepelt, (iii) nem volt felsé vagy alsé 1éguti infekciojuk az elmult
4 hétben és (iv) gyogyszeres kezelésben sem részesiiltek. Az egészségeseknél a
mintagy(ijtést 1 és 2 honap utdn megismételtiik, dsszesen 60 mintat gyljtottiink. A
tiilddtranszplantalt betegek és a kontroll személyek nem dohanyoztak. A vizsgalatot a
vonatkozd etikai torvények €s az Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonologiai Intézet Etikai
Bizottsaganak engedélyével végeztiikk. A résztvevok minden esetben irdsos beleegyezd
nyilatkozatot adtak.

Bevonaskor a 31 transzplantalt beteg koziil 16 volt BOS 0 stddiumban és maradt
is ebben a stadiumban, azaz funkcionalisan stabil a kovetés soran (BOS-mentes
csoport). Hat beteg mar a BOS szovodményét mutatta bevonaskor (BOS 1 stadium: 4
beteg, BOS 2 stadium: 1 beteg, BOS 3 stadium: 1 beteg). Ezekben a betegekben a BOS

38



DOI:10.14753/SE.2016.1873

stadiuma a kovetés soran nem valtozott. Harom, kezdetben BOS 0 stadiumban 1évo
betegnél alakult ki BOS 0-p, mig 6 betegnél BOS >1 stadium (BOS 1 stadium: 4 beteg,
BOS 3 stadium: 2 beteg) a kovetés alatt, igy a vizsgalat végére a BOS miatt kezelt
betegek szama 15-re emelkedett (BOS csoport). A BOS csoportban legalabb két
mintagy(ijtés tortént mind a BOS kialakuldsa el6tt, mind a BOS kialakuldsa utdn. A
BOS diagnosztikdja és stadiumbeosztdsa a hatalyos nemzetkozi irdnyelvek szerint
tortént [147].

A tiidétranszplantalt betegek alapbetegségének megoszlasa a kovetkezoképpen
alakult: CF (14 beteg), IPF (5 beteg), COPD (4 beteg), PPH (4 beteg),
lymphangiomyomatosis (1 beteg), pneumoconiosis (1 beteg) és histiocytosis (1 beteg).
30  bilateralis tiidOtranszplantacid tortént, egy esetben szivtranszplantacioval
kombinalva. A betegek fenntartdé immunszupressziv kezelése prednizolont,
mycophenolate mofetilt és vagy tacrolimust (26 beteg) vagy cyclosporint (5 beteg)
tartalmazott. Kiegészitésként 5 beteg részesiilt everolimus terdpiaban. Minden
transzplantalt beteg folyamatos cotrimoxazol kezelésben részesiilt, illetve a
transzplantaciot kovetdé 3 honapban profilaktikusan ganciclovirt vagy valganciclovirt
kapott. Hy-receptor antagonistat 21, proton-pumpa gatlot 10 betegnél alkalmaztunk. Ot

beteg kapott tartosan azithromycint BOS megjelenése miatt.

2. tablazat
A tiidétranszplantalt betegek és a kontroll személyek demografiai és klinikai adatai

Kontroll BOS-mentes BOS

n 20 16 15
Eletkor (év) 401 + 25 383 + 22 411 + 3.0
Nem (férfi/né, n) 10/10 10/9 4/8
Transzplantacié utan eltelt - 415 + 47 499 + 6.3
id6 (ho)*
FEV, (%)

- a vizsgalat indulasakor 971 + 55 883 + 53 69.1 + 55

- a vizsgalat végén 824 + 64 572 + 6.9

Az adatok atlagtSEM formaban szerepelnek, kivéve, ha ezt masként jeldltik. BOS:
bronchiolitis obliterans szindréma, FEV;: forszirozott kilégzési térfogat 1 masodperc alatt.
*vizsgalat kezdetén, ‘p<0.05 vs. BOS-mentes betegek
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Az ambulans vizitek alkalmaval a betegeken fizikalis vizsgalat, rutin vérvizsgalat,
vérgaz és légzésfunkciés mérés, immunszupressziv (tacrolimus vagy cyclosporin)
gyogyszerek vérszintjének meghatarozasa és mellkas rontgen tortént. A kovetés soran a
surveillance bronchoscopiakat, a BAL-t és a TBB-t a korabbiakban leirt protokoll
alapjan végeztiik [148].

A transzplantalt betegek és az egészséges kontroll személyek demografiai és
Klinikai adatait a 2. tabldzat foglalja 6ssze. A BOS szovédményét mutatd és a BOS-
mentes csoportot Osszehasonlitva a transzplantacid utan eltelt id6 az elébbi csoportban
hosszabb volt, de a kiilonbség nem volt statisztikailag szignifikans (p>0.05). A FEV;
értéke kisebb volt a BOS csoportban a BOS-mentes csoporthoz képest, mind a vizsgalat
kezdetén, mind pedig a végén (p<0.05).

A CF-es betegek kozott 8 betegnek volt kronikus bakterialis kolonizacioja (P.
aeruginosa: 6 beteg, S. aureus: 2 beteg). Kronikus kolonizaciot akkor véleményeztiink,
ha ugyanannak a betegnek 6 honapon beliil legalabb 3 pozitiv tenyésztési eredménye

volt kiilonb6zd 1éguti mintdkban. A nem CF-es betegnek kolonizacidja nem volt.

4.1.2. EBC gyiijtése és pH-janak mérése

Az EBC gytjtése EcoScreen kondenzatorral (Jaeger, Hoechberg, Németorszag) tortént,
a korabbi vizsgilatainkban leirt moédon [149]. A mintavétel soran a betegek és az
egeészséges személyek nyugalmi frekvenciaval és 1égzési térfogattal 1€legeztek 10 percig
orrcsipesz viselése nélkiil. A mintdkat a mérések elott — 80°C-on taroltuk. A pH mérése
a CO, standardizaciés modszerrel tortént az irodalmi Gsszefoglaloban (3.2.4.7. fejezet)

leirt modon.

4.1.3. Légzesfunkcios vizsgalatok
A légzésfunkcios vizsgalatokat spirométerrel végeztiik (Medicor, MS-11, Piston Ltd.,
Budapest, Magyarorszag) az ATS/ERS hatalyos Gitmutatasa [150] alapjan.

4.1.4. Statisztikai analizis
Az adatok atlagtSEM formaban szerepelnek. A pH értékek normal eloszlasuak
(Kolmogorov—-Smirnov teszt) voltak, az adatokat egyutas ANOVA-t koveté Newman—

Keuls teszttel analizaltuk. A BOS valamely stadiumaban 1év6 és a BOS-mentes betegek
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adatait parositatlan Student-féle t-teszttel vizsgaltuk. A korrelacios koefficienseket a
Pearson-moédszer szerint szamoltuk. A pH értékek vizitek kozotti variabilitast a
variacios koefficienssel és a Bland-Altman teszttel jellemeztiik. A Bland-Altman
tesztnél az egyezesi tartomanyok kiszamitdsanal az adott betegnél, a vizitek soran mért
legnagyobb és legkisebb pH értékeket (pHy és pHy) vettiik alapul, hasonldéan korabbi
munkdinkhoz [149]. A power-analizis soran a=0.05 és hatasnagysag=0.47 értékekkel
szamoltunk. A szdmitasokat a GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.) és a G*Power
(G*Power Software Inc.) statisztikai programokkal végeztiik. A kiilonbségeket p<0.05

esetén tekintettiik szignifikdnsnak.

4.2. Masodik altéma

4.2.1. Betegek
A vizsgalatban az Orszagos Kordnyi Thc és Pulmonoldgiai Intézet tiiddGosztalyaira akut
exacerbacié miatt beutalt COPD-s betegek vettek részt. A bevonasi kritériumok kozott
(i) COPD akut exacerbacio, (ii) 40 év feletti életkor, valamint (iii) 10 csomagév feletti
dohanyzas szerepeltek (4. dbra). Kizarasi kritériumot jelentett az anamnézisben
szereplé (i) asthma bronchiale vagy egyéb fennallo tiidobetegség (pneumonia,
interstitialis tiidobetegség, tidédaganat stb.), (ii) aktiv dohanyzas a vizsgalatot
megel6z6 6 honapban, (iii) szisztémas kortikoszteroid vagy antibiotikus kezelés a
korhazi felvétel el6tt, valamint (iv) gyenge klinikai allapot és/vagy sulyos nehézlégzés,
amely nem tette lehetévé a FENO vagy a 1égzésfunkcios mérések elvégzését (7. dbra).
A COPD-t a nemzetkozi iranyelveknek megfelelden [151], mint progressziv,
leginkdbb irreverzibilis 1éguti obstrukcioval jard korképet definialtuk, amely léguti
gyulladéssal tarsul és elsdsorban a dohanyzas kovetkezménye. Exacerbacioként a
nehézlégzés, a kohogés vagy a kopet mennyiségi és/vagy mindségi valtozasat
(sulyosbodasat) értékeltiik, amely a beteg gyogyszerelésének megvaltoztatasat tette
sziikségessé, és amelyet a korhazi ellatasban megjelené pulmonoldgus, mint fiiggetlen
értékeld is megerdsitett [152]. A vizsgalatot a vonatkozd etikai torvények és az
Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonologiai Intézet Etikai Bizottsaganak engedélyével

végeztiik. A résztvevok minden esetben irasos beleegyezd nyilatkozatot adtak.
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4.2.2. Vizsgalati protokoll

A vizsgalat soran két alkalommal tortént kopetgytjtés, valamint FENO, 1égzésfunkcid
és vérgaz mérés: (i) el0szor az exacerbacid kezdetén (a korhazi felvételkor), illetve (ii)
masodszor a beteg korhazi tavozasakor. Az els6 alkalommal a mintagyiijtésekkel és
mérésekkel parhuzamosan a vénas vérbol fehérvérsejtszam (WBC) és C-reaktiv protein
(CRP) szint meghatarozas is tortént. A vérgaz értékeket fiilbol vett arterializalt kapillaris
vérb6l hataroztuk meg vérgazanalizator segitségével (ABL 520, Radiometer,

Koppenhaga, Dania).

COPD akut exacerbaci6é miatt
kérhazba felvett betegek
(n=67)

' '

Bevalasztasi kritériumok:
életkor >40 év
dohanyzas >10 csomag-év
Kizérasi kritériumok:
asztma vagy egyéb tudbébetegség
aktiv dohanyzas a vizsgalatot megel6z6 6 honapban
szisztémas szteroid és/vagy antibiotikus kezelés a kérhazi felvétel elbtt
légzésfunkcid és/vagy FENO mérés elvégzése technikailag nem kivitelezhet6é

!

bevélasztott betegek
(n=62)

Koérhazi kezelés alatt kizart betegek (n=13):
Inadekvat képetminta (n=8)
Tudéembolia (n=1)
Tudégyulladas (n=2)
Légzésintenziv osztalyra val6 athelyezés (n=2)

vizsgalatot befejezett
betegek
(n=49)

4. abra. A vizsgalat folyamatabraja

A vizsgalat soran az alkalmazott terapiat a betegek mindenkori kezel6orvosa hatarozta
meg. A kezeldorvosok a vizsgalatba kozvetleniil nem voltak bevonva, és sem a FENO

mérés, sem a kopet sejtprofil meghatarozas eredményét nem ismerték.
5.2.3. Légzésfunkcios vizsgalatok

A 1égzésfunkcios vizsgalatokat spirométerrel végeztiik (Medicor, MS-11, Piston Ltd.,
Budapest, Magyarorszag) az ATS/ERS ajanlasa [150] alapjan.
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5.2.4. FENO-méreés
A FENO mérése 50 mL/s kilégzési aramlasi sebesség mellett, orrcsipesz hasznalata
nélkiil kemilumineszcens analizatorral tortént (Model LR2500, Logan Research,

Rochester, UK) az ATS/ERS 2005 évi ajanlasa alapjan [153].

4.2.5. Kopetgyiijtés és feldolgozas

A betegektdl spontan reggeli kopetet gylijtottiink, melyet 120 percen beliil dolgoztunk
fel az altalunk korabbiakban leirt protokoll alapjan [154]. Roviden, a kopetmintakat
elészor  dithiothreitolt tartalmazo (0.1%) foszfat-puffer (PBS) hozzaadasaval
homogenizaltuk, majd egy 40 pm-es sziirén sziirtiik 4t és centrifugaltuk. A mintat akkor
tartottuk megfeleldnek, ha a szdjiiregi kontaminaciot jelzd laphamsejtek aranya 20%-nal
kisebb volt. A May—Griinwald—Giemsa oldattal megfestett citospineken differencialt
sejtszamlalast végeztiink. Citospinenként legalabb 400 gyulladdsos sejtet szamoltunk
meg. Vizsgalati eredményként a kiilonbozé sejttipusokat (neutrophil granulocyta,
macrophag, lymphocyta és eosinophil granulocyta) szdzalékos aranyban adtuk meg az

Osszes (nem lapham eredetii) gyulladasos sejt szamahoz viszonyitva.

4.2.6. Statisztikai analizis

Az adatok atlag+SEM vagy median (interkvartilis tartomany) forméaban szerepelnek. Az
adatok eloszlasat a Kolmogorov—Smirnov teszttel vizsgaltuk. A korhazi felvételkor és a
tavozaskor mért adatokat parositott Student-féle t-probaval (parametrikus adatok) vagy
Wilcoxon elgjeles rang-probaval (nem parametrikus adatok) hasonlitottuk Ossze. A
korrelacids koefficienseket a Spearman-modszer szerint szamoltuk. Az exacerbacid
idején, a kopet eosinophiliat (>3% kopet eosinophilsejtszam) megjoslé optimalis FENO
és periférias vér eosinophilsejtszam vago pontokat az un. Receiver Operating
Characteristic (ROC) gorbe alapjan hataroztuk meg. A kdpet eosinophilidnak a kezelés
soran elért szignifikdns FEVi-ndvekedésre (>12% ¢és >200mL) vonatkozo prediktiv
értékét szintén a ROC gorbe alapjan hataroztuk meg. Ha a ROC gorbe alatti teriilet
értéke 0.8 felett volt, a tesztet jo prediktiv értékiinek tartottuk az irodalmi konszenzus
alapjan [155,156]. A power-analizis soran a=0.05 és hatasnagysag (effect size)=0.91
értékekkel szamoltunk. A szamitasokat a GraphPad Prism (GraphPad Software Inc.) és
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a G*Power 3.1.1 (G*Power Software Inc., Kiel, Németorszag) statisztikai

programokkal végeztiik. A kiilonbségeket p<0.05 esetén tekintettiik szignifikdnsnak.
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5. Eredmények

5.1. Els6 altéma

EBC pH-jdnak vizsgdlata a tiidétranszplantalt betegekben és a kontrollokban

Az 0sszes BOS-ban 1év6 beteget egy csoportként kezelve, az EBC pH-jaban nem
talaltunk kiilonbség a kontroll csoport, a BOS-ban szenveddé ¢és BOS-mentes
tiidétranszplantalt betegek kozott (kontroll: 6.39+0.02, BOS: 6.40+0.04 ¢s BOS-mentes:
6.45+0.03, p>0.05; 5. dbra). Abban a 9 betegben, akikben a kovetési id6 alatt alakult ki
a BOS, a BOS kialakulasa el6tt és utana az EBC kémhatasa szintén megegyezett (pre-
BOS: 6.41+0.04 vs. post-BOS: 6.41+£0.04, p>0.05; 5. dbra). Ha a kiilonb6z6 BOS
stadiumban 1év6 betegek pH adatait hasonlitottuk Ossze, szignifikans eltérés itt sem
mutatkozott (p>0.05) (6. dbra).

7.2+
6.8+ -
T o DD =
= % o® ug X : L]
644 —sws- OgoH e
® ® : L4 EEQD :l u®
L L J | |
L
6.0 1} L] L} L] L]
kontroll BOS-mentes BOS pre-BOS post-BOS

tiidétranszplantalt betegek

5. dbra. Az EBC pH-ja az egészségesekben és a tiidotranszplantalt betegekben
Az EBC pH-ja az egészségesekben (n=20), a BOS-mentes (n=16) és a BOS szévodményét
mutatoé (n=15) tiidétranszplantalt betegekben. Az egészségesekben minden pont harom mérés
atlaganak felel meg, mig a transzplantalt betegekben a pontok a kdvetési id6 alatt regisztralt
Osszes pH érték atlaganak felelnek meg. A pre- és post-BOS alcsoportokban (n=9) a pontok a
BOS el6tt és a BOS utan mért pH értékek atlagat mutatjak betegenként. A vizszintes vonal az
atlagértéket jelzi.

EBC pH-mérések variabilitisa

A pH-mérések vizitek-kozotti variabilitasat tekintve a variacios koefficiens értéke a
kontroll személyekben, a BOS-ban szenvedé és a BOS-mentes betegekben nem
kiilonbozott szignifikansan (kontroll: 2.3%+0.3%, BOS: 2.0%+0.3% ¢és BOS-mentes:
1.7%+0.2%; p>0.05). A Bland—Altman tesztbdl szamolt egyezési tartomany a harom
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csoport kozott szintén hasonld volt (kontroll: -0.73 és 0.18, BOS: -0.43 és 0.03 és BOS-
mentes: -0.52 és 0.06; 7. dbra). A BOS szovodményét mutatd és a BOS-mentes betegek

kozott standardizalt pH kiilonbség kimutatasara a vizsgalat ereje 84%-0s volt.

7.2+
6.8+
= = [ ]
Q. 1 AA
A v
*
64l i s
A
a ]
A
6.0

BOS0-p BOS1 BOS2 BOS3

6. dbra. Az EBC pH-ja a kiilonb6zé BOS stadiumokban
Az EBC pH-ja a BOS 0-p, 1, 2 és 3 stadiumban. Az abran minden pont az adott BOS
stadiumban mért pH értékek atlaganak felel meg betegenként.

a b
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7. abra. Az EBC pH-janak variabilitasa a tiidétranszplantalt betegekben
Az EBC pH-janak variabilitasa a Bland—Altman teszt alapjan a BOS szovodményét mutatd
transzplantaltakban (,,a” panel), a BOS-mentes transzplantaltakban (,,b” panel) és a nem
transzplantalt kontroll személyekben (,,c” panel). Az abrdkon a pH; és a pH, értékek atlagat
hasonlitottuk 6ssze ugyanezen adatok kiilonbségével.
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EBC pH-ja a CF-es és a nem CF-es tiidotranszplantalt betegekben
A tovéabbiakban a transzplantalt betegeket két alcsoportra (CF [n=14] és nem CF
[n=17]) bontva azt vizsgaltuk, hogy a CF-es alapbetegség befolyasolja-e a pH-t és
annak variabilitasat. Mind a pH értéke (CF: 6.43+0.02 vs. nem CF: 6.42+0.03, p>0.05),
mind annak variabilitdsa (variacios koefficiens: CF: 2.2+0.2 vs. nem CF: 1.7£0.3;
egyezési tartomany: CF: -0.55 ¢és 0.09 és nem CF: -0.51 vs. 0.1) a CF-es és a nem CF-es
alcsoportban hasonl6 volt (p>0.05).

Ezt kovetden a transzplantalt CF-es betegeket kolonizalt (n=8) és nem kolonizalt
(n=6) csoportokra osztottuk és a bakterialis kolonizacié hatasat vizsgaltuk. Mind a pH
értéke, mind annak variabilitisa a két alcsoportban hasonld volt (adatokat nem
mutatjuk).

Végiil elmondhatd, hogy az EBC pH-ja, valamint a 1€gzésfunkcios és a vérgaz
értékek kozott szignifikdns korrelaciot egyik csoportban sem talaltunk (adatokat nem

mutatjuk).

5.2. Masodik altéma

A vizsgalat soran 67 akut exacerbacio miatt korhazba keriilt COPD-s beteg keriilt
szlirésre, e betegek koziil 62 személynél teljesiiltek a bevalasztasi kritériumok. A
korhazi kezelés soran 13 beteg keriilt kivonasra (4. dbra), igy a vizsgalat végén
Osszesen 49 beteg adatait tudtuk feldolgozni. E betegek demografiai és klinikai adatai az

3. tablazatban szerepelnek.

Légzésfunkcios és vérgaz paraméterek, FENQO, valamint a kopet sejtprofiljanak
valtozdsa a kezelés sordn

Felvételkor a betegeket nehézlégzés, Kifejezett 1éguti obstrukcio, emelkedett CRP szint
¢s mérsékelt fokti hypoxaemia jellemezte (3. és 4. tabldazat). A vérgaz leletek acidozist
nem mutattak. Terapiaként minden esetben i.v. vagy p.o. gliikokortikoid terapiat
(atlagos metilprednizolon dozis: 26.1+4.8 mg/nap) és kombinalt horgtagité kezelést
(teofillin, inhalativ P,-agonista és/vagy antikolinerg készitmények) alkalmaztunk. A
betegek 88%-a kapott oxigént, 57%-a pedig antibiotikus kezelésben is részesiilt. Az

atlagos apolasi id6 11.240.8 nap volt.
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3. tablazat
A vizsgalatot befejezett betegek demografiai és klinikai adatai

Betegek (n) 49
Nem (férfi/né, n) 29/20
Kor (év) 688 + 1.3
Dohanyzas (csomagév) 368 + 53
GOLD stadium (n, %)

. 3 (6)

1. 15 (31)

Il. 19 (39)

V. 12 (24)
Pulmonoldgiai gyogyszerelés az exacerbacio elétt (n, %)

ICS 37 (76)

LABA 41 (84)

LAMA 29 (59)
Laboratériumi eredmények korhazi felvételkor

WBC (x10%/L) 110 + 07

CRP (mg/L) 56.4 * 10.3

Az adatok atlagtSEM formaban szerepelnek, kivéve, ha ezt masként jeloltik. WBC:
fehérvérsejtszam, CRP: C-reaktiv protein, ICS: inhalacids kortikoszteroid, LABA: hosszi
hatasti 3,-agonista, LAMA: hossz( hatasi muszkarin agonista, GOLD: Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease

a p <0.05 b 100+

40
| p < 0.005 * %
oo 1 :. o
]8" oo 800
2T — 754 °
2 1. S
- <
x 81 . X
x 2 0
-g. 6 ®ee oo g 50+
[ el %
et )
- 0, v
g_ 44 o go :% ‘ o
:0 < 25-
X 1.°° [T . ] 4
2."" v o . Y a
% 8,0 | v Vv
{1eN A =
.. " v 1] Yy v
0- 0-
Ne Ma Ly Eo Ne Ma Ly Eo Ne Ma Ly Eo Ne Ma Ly Eo
exacerbacio6 kezelés utan exacerbacio kezelés utan

8. dabra. Kopet sejtprofil valtozasa COPD exacerbacié kezelése soran
A kopetben 1évé gyulladasos sejtek szama (,,a” panel) és szazalékos aranya (,,b” panel) COPD-s
betegekben (n=49) akut exacerbéci6 idején, valamint kezelés utan. A vizszintes vonal a median
értéket jelzi. Ne: neutrophil granulocyta, Ma: macrophag, Ly: lymphocyta, Eo: eosinophil
granulocyta
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A vizsgalatot befejezett betegek 1égzésfunkcios, vérgaz és kopet sejtprofil adatai

akut exacerbacioban, valamint kezelés utan

exacerbacio kezelés utan p érték
FVC (L) 196 + 011 216 + 0.13 0.013
FVC (%) 721 + 3.3 799 + 34 0.002
FEV; (L) 0.94 + 0.07 112 + 0.09 <0.001
FEV, (%) 436 + 3.1 519 + 33 <0.001
FEV./FVC (%) 482 + 24 517 + 2.0 0.048
FENO (ppb)’ 11.1 (6.2-20.8) 9.5 (6.3-15.8) 0.012
ICS+ 10.0 (4.4-19.2) 9.2 (5.8-17.1) 0.024
ICS- 15.5 (8.3-29.9) 10.3 (5.9-14.8) 0.031
Vérgaz
pH 740 + 0.01 739 + 0.01 0.515
PaCO, (kPa) 540 + 0.24 592 + 0.23 0.061
PaO, (kPa) 6.98 , 0.23 757 4 0.19 0.036
Kopet'

Osszsejtszam (x10°/g)
Neutrophilsejt (x10°/g)
Macrophag (x10°/g)
Lymphocyta (x10°/g)

2.33 (1.15-4.33)
2.45 (1.05-5.94)
0.49 (0.24-1.04)
0.84 (0.36-1.34)
0.56 (0-6.2)

1.38 (0.63-2.32) <0.005
1.41 (0.68-2.65) 0.023
0.44 (0.11-0.91) 0.498
0.39 (0.21-0.58) <0.005

Eosinophilsejt (x10%/g) 0.21 (0-2.7) 0.202

Az adatokat atlagtSEM formaban szerepelnek, kivéve, ha ezt masképp jeldltik. FVC:
forszirozott vitalkapacitas, FEV: forszirozott kilégzési térfogat az elsé masodpercben, FENO:
frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid, ppb: részecske per milliard, PaCO,: parcidlis artérias
szén-dioxid nyomas, PaO,: parcialis artérias oxigén nyomas, ICS: inhalacios kortikoszteroidok.
"median (interquartilis tartomény)

A korhazi kezelés hatasara a légzésfunkcios paraméterek és a betegek oxigenizacioja
(PaOy) jelentdsen javult (4. tablazat). A FENO szint kisfoku, de szignifikans csokkenést
mutatott a felvételi és tavozasi értékeket 6sszehasonlitva.

A kezelés hatasara a kopetben 1év6 neutrophil granulocytak és a lymphocytak
szama csokkent (5. tdbldzat, 8. dabra). A kezeléssel Osszefiiggésben a kopet
Osszsejtszama szintén csokkent, mig a kopetsejtek szazalékos aranya nem valtozott (8.

dbra).
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Akut exacerbacioban kopet eosinophiliat (>3%) 10 betegnél (20%) detektaltunk. E
betegekben a kopet eosinophilsejtszama [10.4 (6.2-24.6) vs. 0.21 (0-8.5)x10%/g,
p=0.014], valamint az eosinophilsejtek szazalé¢kos aranya [8.2 (3.4-16.4) vs. 0.9 (0.5—
10.9)%, p=0.037] szignifikansan csokkent a kezelés soran. A kopet eosinophiliaval nem

rendelkezé betegekben (n=39) a kezelés soran az eosinophilsejtszdm valtozast nem

mutatott.
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9. dbra. FEV -valtozas mértéke COPD exacerbacié kezelése soran
A FEV-valtozas (AFEV;) mértéke literben (,,a” panel) és szazalékban (,,b” panel) mérve a
kopet eosinophiliaval (>3%) rendelkez6 és nem rendelkezd6 (<3%) COPD-s betegek

crcr

FEVi-vdltozas mértéke a kezelés utin a kiopet eosinophiliaval rendelkezo és nem
rendelkezo betegekben

Mind a kdpet eosinophiliaval rendelkez6 (FEV;: 1.0£0.17 vs. 1.3+£0.2 L, p=0.036; FEV;
%: 42.9+£5.0 vs. 57.1£6.8%, p=0.027), mind pedig a kopet eosinophilidval nem
rendelkezd betegcsoportban (FEVi: 0.8+£0.02 vs. 0.95+0.06 L, p=0.007; FEV; %:
42.5+£2.9 vs. 44.6£2.9%, p=0.005) a FEV értéke szignifikansan nétt a kérhazi kezelés
soran. Kiemelendd ugyanakkor, hogy a FEVj;-ndvekedés mértéke szignifikdnsan
nagyobb volt a kopet eosinophilidt mutatd alcsoportban (AFEVi: 0.35+0.12 vs.
0.13+0.04 L, p=0.046; AFEV; %: 16.5+4.3 vs. 7.1£2.3%, p=0.042; 9. dbra). A kopet
eosinophilidt mutatdé és nem mutatd betegek kozott standardizélt FEVi-kiilonbség

(literben és szazalékban mérve) kimutatasara a vizsgalat ereje 81 és 83% volt.
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Betegeink funkcionalis valaszkészségét a korabbi vizsgalatunkban meghatarozott FENO
hatarérték (26.8 ppb) alapjan is Osszehasonlitottuk [39]. A fenti eredményekkel
Osszhangban a FEVi-névekedés mértéke nagyobb volt a felvételkor 26.8 ppb-nél
nagyobb FENO szinttel rendelkez6 betegekben, mint a 26.8 ppb alatti FENO szinttel
jellemzett betegekben (AFEV1: 0.32+0.13 vs. 0.11+£0.04 L, p=0.04; AFEV1 %: 15.4+4.1
vs. 5.5£1.9%, p=0.023).
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eosinophil sejtszama kozotti kapcsolat COPD akut exacerbacio miatt hospitalizalt betegekben a
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COPD exacerbacié kezelése utan
A FENO koncentracié és a kopet szazalékos (,,a” panel), valamint abszolut (,,b” panel)
eosinophil sejtszama kozotti kapesolat COPD akut exacerbacid miatt hospitalizalt betegekben a

kezelés utan. A szaggatott vonal az ,.a” panelen a 3%-os kdpet eosinophiliat jelzi. ppb:
részecske per milliard

Kdpet eosinophilsejszam és FENO szint kozotti osszefiiggés vizsgalata
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A vizsgalat soran szoros pozitiv korrelaciot talaltunk a FENO koncentracid és a kopet
eosinophilsejt szdzalékos ardnya kozott mind az exacerbacio kezdetén (r=0.593,
p<0.001; 10. dbra), mind a korhazi tavozaskor (r=0.337, p=0.044; 11. dbra). A
korrelacié szintén fennallt, ha a két vizsgalati idépontban az eosinophilsejtek abszolut
szamat hasonlitottuk 6ssze a FENO szinttel (exacerbacio: r=0.471, p<0.001, 10. dbra;
kezelés utan: r=0.339, p=0.041; 11. dbra). Az Osszefiiggés attol fliggetleniil is
kimutathat6 volt, hogy a beteg a felvétel idején részesiilt-e ICS kezelésben (r=0.551,
p<0.001, kopet eosinophilsejt szazalékos aranyra vonatkoztatva) vagy sem (r=0.611,
p<0.001, kopet eosinophilsejt szazalékos aranyra vonatkoztatva). A kopet neutrophil
granulocyta-, macrophag- és lymphocytasejtszama nem korrelalt a FENO szintekkel

(adatokat nem mutatjuk).
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12. abra. FENO-mérés prediktiv értékének vizsgalata
FENO-mérés prediktiv értéke a kopet eosinophilia (1, 2 vagy 3%) kimutatasara COPD
exacerbacioban a Receiver Operating Characteristic (ROC) gorbe analizis alapjan

5. tablazat
A FENO mérés szenzitivitasa és specificitasa a kopet eosinophilia
kimutathatésaga szempontjabol COPD akut exacerbaciéban

Kopet eosinophilia = ROC  FENO hatarérték  Szenzitivitas  Specificitas

AUC (ppb) (%0) (%)
>3% 0.89 19.0 90 74
>2% 0.88 175 90 75
>1% 0.86 16.3 87 78

FENO: frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid, ppb: részecske per milliard, ROC AUC: a
Receiver Operating Characteristic (ROC) gorbe alatti teriilet
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A ROC gorbe analizis alapjan a FENO jo prediktiv értékii markere a kopet
eosinophilianak akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegekben (12. dabra, 5. tablizat).
Az analizist 1, illetve 2%-0s kopet eosinophiliara is elvégezve a FENO hatarértékek
(vagopontok) kissé alacsonyabbnak bizonyultak, de a szenzitivitas €s a specificitas
értékei hasonlok maradtak. Munkank soran meghataroztuk a kdpet eosinophilia (>3%)
prediktiv értékét is a kezelés utdni FEVi-ndvekedés eldrejelzése szempontjabol: a

vonatkozé ROC gorbe alatti teriilet 0.72 volt.

Periféridas vér szazalékos eosinophilsejtszamanak prediktiv értéke a kipet eosinophilia
megjosoldsa szempontjabol

Bar a vér szazalékos eosinophilsejtszama emelkedett volt a kopet eosinophiliaval
rendelkezé betegekben az eosinophiliaval nem rendelkez6 betegekhez képest (3.0+1.3
vs. 0.8+.03%, p=0.016), a méro prediktiv értékét viszonylag gyengének talaltuk a kdpet
eosinophilia (>3%) megjosolasa szempontjabol (ROC gorbe alatti teriilet: 0.65). Az
optimalis hatarérték mellett (3.5%) a teszt szenzitivitasa és specificitasa 44, illetve 94%-

os volt.

53



DOI:10.14753/SE.2016.1873

6. Megbeszélés

6.1. Elso altéma

Kovetéses vizsgalatunkban azt elemeztiik, hogy BOS kialakulasa tiidétranszplantalt
betegekben egyiitt jar-e a légutak savasodasaval. A bevont betegek tobbsége BOS 1
stddiumban volt. Eredményeink azt mutattdk, hogy nincs szignifikans kiilonbség a
BOS-ban 1év6 és a BOS-mentes transzplantaltak kondenzatumanak pH-ja kozott, igy a
kondenzatum savassaganak meghatarozasa nem segiti a BOS korai diagn6zisanak
felallitasat vagy a BOS monitorozasat e betegekben.

Kozismert, hogy mivel az EBC pufferkapacitasa nagyon alacsony, az EBC-ben
1év6 CO,-nak jelentés hatasa van az EBC pH-jara, és ez nagyban zavarja a pH pontos
meghatarozasat. A korabban javasolt moédszerekkel (argonnal vald atbuborékoltatas
vagy ,,nyers” mintafeldolgozas) a mintakban 1évé CO,-0t sem kivonni, sem standard
szintre hozni nem lehet. Részben a CO, zavard hatasaval magyarazhato, hogy egyesek a
korabbiakban igen alacsony (7.57) [133], még masok igen magas (8.26) [132] pH-t
mértek egészséges Onkéntesekben. Munkacsoportunk korabban kidolgozott egy
modszert, amellyel a CO, zavard hatasa kikiiszobolheté [122]. A CO, standardizacios
modszer lényege, hogy a mintdk CO,-vel vald ismételt atdramoltatdsa soran a
mintakban parhuzamosan pH-t és pCO,-t mériink, majd a két paraméter kozotti
logaritmikus Osszefiiggés felhasznalasaval adott pCO, tenzional (5.33 kPa) hatarozzuk
meg a mintara jellemzé pH-t. A CO; standardizaciés modszerrel korabban tobb
obstruktiv korképet (asthma, COPD, CF) is vizsgaltunk, de savasodast csak asthma
exacerbacioban tudtunk kimutatni [129]. Ugyanakkor szintén savasabb pH értékek
mutatkoztak dohanyosokban, a nem dohanyosokbdl gytijtott mintdkhoz képest.

Jelen vizsgalatunkban el6szor alkalmaztuk a CO, standardizacidés modszerrel
valo pH-mérést tiidotranszplantalt betegeken. Sem azokban a betegekben, akik
bevonaskor mar BOS-ban voltak, sem azokban, akiknél késébb alakult ki a BOS
szovodménye, nem igazoltunk 1éguti savasodast. Eredményiink arra utal, hogy a BOS
korai diagnozisanak felallitisaban az EBC pH-mérésnek nincs Iétjogosultsaga.

Vizsgalatunkban a stabil, BOS-mentes transzplantaltak és az egészségesek, nem
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transzplantalt személyek EBC pH-ja is hasonl6é volt, ami megegyezik egy korabbi
vizsgalatunk eredményeivel [149].

Elképzelhetd, hogy a transzplantacié hatterében allo alapbetegség is befolyasolja
a légti markerek szintjét és ezen keresztiil a légutak kémhatasat, kiilondsen olyan
korképekben, mint a CF, amely a szervezet egyéb szerveiben is kiilonféle metabolikus
valtozasokat 0koz. Ennek tisztazasa céljabol dsszehasonlitottuk a CF-es és a nem CF-es
transzplantaltak EBC pH-jat, de szignifikdns kiilonbséget a két csoport kdzott nem
talaltunk.

Egyes megfigyelések szerint a légutak kronikus bakteridlis kolonizacioja
gyulladast és savasodast idéz el6 az EBC-ben [133]. Vizsgalatunkban a kolonizalt és a
nem kolonizalt CF-es betegek mintait hasonlitottuk 6ssze, de kiilonbséget a két csoport
kozott nem taldltunk, igy ugy tiinik, hogy a bakteridlis kolonizaci6 onmagaban nem
befolyasolja a léguti pH-t tiidébetegekben.

A gastroesophagealis reflux betegség szintén hatassal lehet az EBC pH-jara
[157], bar ezt az Osszefliggést nem minden vizsgalatban igazoltak [158]. A
vizsgalatunkban részt vevo 0sszes beteg — a protokoll részeként — Hp-receptor blokkolot
vagy proton-pumpa gatlot kapott, igy a reflux-ellenes kezelésnek az EBC pH-ra
gyakorolt hatasat célzottan vizsgalni nem tudtuk. A mintavételek idopontjaban egyik
betegnél sem torténtek specifikus vizsgalatok a reflux betegség igazolasara vagy
kizarasara, igy a reflux fennallasa és annak stlyossaga betegeinknél bizonytalan maradt.

Tiidbtranszplantalt betegek EBC pH-jat a korabbiakban kevés kutatocsoport
vizsgalta. Az egyetlen publikalt, keresztmetszeti vizsgalatban csokkent pH-t, azaz 1égiti
savasodast irtak le a BOS-ban a BOS-mentes betegekkel 6sszehasonlitva [146], amely
Osszehasonlitva az el6rehaladottabb BOS stadiumban (>2 stadium) 1év6 betegek aranya
hasonld volt a két vizsgalatban (23% vs. 27%), igy ez nem magyarazza a kiilonb6zo
eredményeket. Feltételezésiink szerint az eltérd eredmények leginkabb a pH-mérés
metodikai kiilonbségeivel magyarazhatok. Dupont és mtsai. az EBC pH-jat ,,nyers”
mintdkban hataroztak meg, és nem kiiszobolték ki a CO, zavard hatasat. A CO,
standardizacidés mddszer ezt a hatast kikiiszoboli, ezért ez — metodikai szempontbol —
megbizhatobb méréstechnikanak tekinthet6. Megjegyzendé, hogy — a korabbi

feltételezésekkel szemben — a légutak savasoddsanak hianya nem is annyira meglepd
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eredmény a korai BOS stadiumban, mivel e betegeknél markans neutrophilsejtes
gyulladas sokszor még nem mutathat6é ki a BAL-ban vagy a légutakban. Végiil az is
elképzelhetd, hogy vizsgalatunkban az 6t betegnél alkalmazott azithromycin terapia
befolyasolta a 1égutakban zajlo gyulladasos folyamatokat és akar a légutak savassagat
is. Tekintettel azonban az alacsony esetszamra, ezt a kérdést munkank soran célzottan
nem vizsgaltuk.

Vizsgalatunkban elemeztiik az EBC pH értékének vizitek-kozotti variabilitasat is
a BOS szov6dményében szenvedd, illetve a BOS-mentes betegekben. A variabilitasra a
variacios koefficiensb6l és a Bland-Altman teszt segitségével szamolt egyezési
tartomanyokbol kovetkeztettiink. Eredményeink szerint sem a variacios koefficiensben,
sem az egyez€si tartomanyokban nem mutatkozott szamottevd kiilonbség a BOS-ban
1év6 és a BOS-mentes betegek kozott. A vizitek-kozotti pH értékekben észlelt kisfoku
fluktuaciok mind a stabil transzplantaltakban, mint az egészséges, nem transzplantalt
személyekben azonosak voltak.

Ki kell hangsulyozni, hogy a betegeink tobb mint a fele (53%) BOS 1
stadiumban volt, és csak négy beteg (27%) volt ennél sulyosabb (2 vagy 3) BOS
stadiumban vizsgalatunkban. A kilenc betegbdl, akiknél a kovetés soran alakult ki a
BOS, heten (78%) keriiltek BOS 0-p vagy 1 stadiumba ¢és csak két betegnél (22%)
alakult ki salyosabb BOS. igy, osszességében a gyiijtott mintaink nagy része korai BOS
stadiumban 1év6 betegekbdl szarmazott. Bar nem zarhatd ki, hogy el6rehaladottabb
BOS stadiumokban valoban savasabb pH-t lehet detektalni, ennek klinikai jelentésége
kisebb, mivel a BOS diagnosztikaja foleg a korai idészakban jelent problémat és
kihivast a klinikusok szamara.

Korabbi vizsgalataink soran azt figyeltiikk meg, hogy egészséges személyekben a
1éguti pH értéke még rovid idon beliil is jelentés variabilitast mutat [127]. E variabilitas
¢lettani és klinikai jelentdsége nem ismert. Ahhoz, hogy e variabilitasbol adodo hibakat
csokkentsiik, és megbizhatobb eredményekhez jussunk, minden olyan betegnél, akiknél
a kovetési ido alatt alakult ki a BOS, legalabb két mintagyiijtés tortént a BOS
kialakulasa el6tt és utan.

Megjegyzendd, hogy beteganyagunkban sokkal kisebb volt a COPD-s betegek
aranya, mint az a nemzetkozi gyakorlat alapjan varhato lett volna. Ez abbdl a

korilménybdl adodott, hogy hazadnkban, az egészségiigyi vezetés 4altal erdsen
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korlatozott az egy évben elvégezhetd tiiddatiiltetések szama, igy a transzplantacios
varolistara elsésorban a jobb életkilatasokkal rendelkezo, fiatalabb betegek keriilnek,
akik korében COPD helyett CF, PPH vagy egyéb ritka tiidobetegségek jelentik az
atiiltetés primer okat.

Még kell emliteni, hogy mintainkat a mérések eldtt, viszonylag hosszu ideig -
80°C-on taroltuk, és elképzelhetd, hogy e tarolasnak szintén hatésa volt a pH értékekre.
Ugyanakkor, munkacsoportunk egy korabbi vizsgalataban azt igazolta, hogy még az 1
évet meghaladd idejii mintatarolasnak sincs szamottevé hatasa az EBC pH-jara,
amennyiben ugyanazt a méréstechnikat alkalmazzak [159]. Igy, a mintatarolasbol adodo
hatasok kizarhatok. A mintatarolast mas munkacsoportok sem tekintik problémasnak az
EBC pH-mérések szempontjabol [126].

Osszefoglalva, kovetéses vizsgalatunkban azt igazoltuk, hogy a BOS
kialakulasa tiidétranszplantalt betegekben nem jar egyiitt az EBC savasodasaval.
A pH mérése az altalunk korabban kidolgozott és a jelenleg legmegbizhatobbnak
tekintheté CO, standardizaciés modszerrel tortént. Eredményeink szerint az EBC
pH-mérése, mint non-invaziv diagnosztikai moédszer nem segiti a BOS korai
diagnozisanak felallitasat, és e célbol valé Kklinikai alkalmazasa nem tiinik

megalapozottnak.

6.2. Masodik altéma

Vizsgalatunkban a FENO és a kopet eosinophilia kapcsolatat elemeztiik akut
exacerbacid miatt hospitalizalt COPD-s betegekben. Eredményeink azt mutatjak, hogy
az exacerbacié soran mért FENO szint szoros, pozitiv korrelaciot mutat a kopet
eosinophilsejtszamaval, és mint non-invaziv marker magas prediktiv értékkel vetiti
elére a kopet eosinophilia fennallasat ugyanezen betegekben. Vizsgalatunkban azt is
igazoltuk, hogy az exacerbacié kezelése soran a kopet eosinophilidval rendelkezd
betegekben nagyobb mértékli 1égzésfunkcidés javulas (AFEV;) varhaté, mint a
neutrophil (nem eosinophil) 1égati gyulladassal jellemzett betegekben.

Jol ismert, hogy a COPD exacerbacid kivaltasaban szamos tényezd jatszik
szerepet, és ennek megfelelden a 1éghti gyulladas jellege és a terapidra adott valasz is

igen kiilonbozo. Korabbi vizsgalatainkban azt igazoltuk, hogy az exacerbacio
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kialakulasakor észlelt magasabb FENO szint (>26.8 ppb) jobb terapias valaszkészséggel
tarsul. Milyen patologiai folyamat allhat ennek hattérében? Vizsgalatban azt talaltuk,
hogy a magasabb FENO szint hatterében 1éguti eosinophilia all, amelyre a kopet
eosinophilsejtszamanak (abszolut ¢és szazalékos) novekedésébdl kovetkeztettiink.
Eredményeink szerint a FENO-mérés jo prediktiv értékkel vetitette elore a kopet
eosinophilia fennallasat, és igy a FENO az eosinophilsejt-dominanciaval jaro léguti
gyulladas egyik indirekt markere COPD exacerbacioban. Az optimalis vagopont
(hatarérték) 19 ppb-nél volt, ami érdekes modon alacsonyabb az irodalomban korabban
az asztmasokon kozolt eredményekhez képest [160]. Ennek oka leginkabb a betegek
gyakori (>75%) ICS hasznalata lehet, amely a FENO szintet kozismerten csokkenti
[161].

Vizsgalatunk masik fontos eredménye, hogy a kezelés utan mért 1égzésfunkcios
mérésekkel igazolni tudtuk, hogy az eosinophil 1éguti gyulladassal jaré exacerbaciokban
nagyobb mértékii javulas észlelhetd, mint a neutrophil talsulya (nem eosinophil)
gyulladast mutatd esetekben. A kopet eosinophilidt mutatd betegekben a kezeléssel
parhuzamosan az eosinophilsejtszam is csokkent. Megjegyzendd, hogy a funkcionalis
valaszkészség megjosolasa szempontjabol a kopet eosinophilia prediktiv értéke kissé
elmaradt a FENO mérés korabban tapasztalt prediktiv értékhez képest (ROC AUCreno:
0.82) [39]. Ennek magyarazata a kopetben eléforduld eosinophilsejtek szamanak
nagyfoku variabilitasa (tartomany: 0-30) lehet.

Bar vizsgalatunkban a betegek tobbféle kezelést is kapta, a terapia hatasara
bekdvetkezett nagyobb mértékli funkcionalis javulas és csokkent eosinophilsejtszam
legvalosziniibben a kortikoszteroidok hatasanak tulajdonithatd. A stabil betegekben
leirtakhoz hasonloan [162,163,164] feltételezhet6 ugyanis, hogy az exacerbacioban 1évo
COPD-s betegek is jobban reagalnak a szteroid terapiara, ha a kopetiikben tobb az
eosinophilsejt.

A kopet eosinophilia — amellett, hogy a szteroidérzékenység egyik indikatora —
mas szempontbol is érdekes lehet COPD exacerbacioban. Egyes megfigyelések szerint
ugyanis a kopet eosinophiliaval jard exacerbaciokat elsésorban virusinfekciok okozzak,
ami szintén befolyasolhatja a kezelésre adott valaszt [165]. Mindazonaltal, a virusok

jelenlétét/szerepét a jelen munkaban nem vizsgalatuk.
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A kozelmultban Bafadhel és mtsai. azt mutattdk ki, hogy a periférids vér
szazalékos eosinophilsejtszama szenzitiv indikatora a kdpet eosinophilidnak
exacerbacioban 1évé COPD-s betegekben [32]. A vér szazalékos eosinophilsejtszamat a
jelen vizsgalatban is mértiik, azonban ennek prediktiv értékét az el6bbi
munkacsoporthoz képest joval szerényebbnek talaltuk a kdpet eosinophilia megjosolasa
szempontjabol (0.65 vs. 0.85). Az eltéré eredmények oka nem ismert, talan a vizsgalt
betegpopulaciok kozotti kiillonbségeknek tulajdonithatok.

Az ICS terapianak a FENO szintre gyakorolt hatasa ellentmondasos, tekintve,
hogy egyes vizsgalatok csokkent [166,167], még masok valtozatlan [168,169] FENO
szintet dokumentaltak tartés ICS kezelés mellett. Ebben a vizsgalatban a felvételkor
valamelyest alacsonyabb FENO szintet mértiink a rendszeresen ICS terapiaban részesiilt
betegcsoportban. A korhazi kezelés soran azonban az értékek mindkét alcsoportban
(ICS+ és ICS-) szignifikansan csokkentek. Fontos kiemelni, hogy a kopet eosinophilia
¢s FENO szint kozott kimutatott 6sszefliggést nem befolyasolta az ICS alkalmazésa.

A kopet tobbi sejttipusat vizsgalva megjegyzendd, hogy a neutrophilsejtek
abszolut szdma is csokkent a korhazi kezelés hatasara a betegek klinikai és funkcionalis
javulasaval parhuzamosan, ami jo egyezést mutat korabbi irodalmi adatokkal [170]. A
kezelés hatasara a lymphocytak szama is csokkent, valdszinlileg azért, mert e sejtek
fontos szerepet jatszanak a virus clearance és egyéb gyulladasos folyamatok
szabalyozasaban. A kordbbi vizsgalatoknak megfelelden a sejtek szdzalékos megoszlasa
a kopetben nem valtozott a kezelés soran [171]. Végil érdekességképpen
megjegyezhetd, hogy két betegben észleltik a neutrophilsejtszam emelkedését
emissziokor, melynek hatterében késébb re-hospitalizaciét igényld nosocomidlis
infekci6 igazolodott.

Jollehet a sooldattal torténd kopetindukcionak vannak elényei a spontan tton
valé kopetgytijtéshez képest, azonban COPD exacerbacidban biztonsagosan csak az
enyhe és/vagy a kozépsulyos betegekben alkalmazhaté [172]. A bevont betegeink
nagyobb része azonban sulyos (I1l.) vagy nagyon stlyos (IV.) stadiumt volt (39 és
24%) és mindegyike akut korhazi felvételt igényelt. Igy vizsgalatunkban — biztonsagi
szempont miatt — indukalt helyett spontan kopetet gyljtottiink, ami irodalmi adatok

alapjan ugyanolyan jol alkalmazhat6 a 1éguti gyulladas megitélésére [173].

59



DOI:10.14753/SE.2016.1873

A kozelmultban Siva és mtsal. azt igazoltak, hogy az olyan COPD kezelési
stratégia, amely egyben az eosinophil 1égati gyulladas megfelel6 csokkentését is
célozza, a stlyos (korhazi felvételt igényld) akut exacerbaciok szamat jobban csokkenti
[174]. Eredményeink alapjan felmeriilt, hogy a 1éguti eosinphilia kimutatasara a FENO-
mérés is hasznalhatd lenne, ami olcsobb és egyszeriibb modszer, mint a kopetgyiijtés.

Kozismert, hogy az aktiv dohanyzas csokkenti a FENO szintet COPD-S
betegekben, igy az zavarja FENO szint pontos meghatarozasat [175,176]. Mivel
vizsgalatunkban kizarolag ex-dohanyos betegek keriiltek bevonasra, a dohanyzas, mint
zavard faktor vizsgalatunkban kikiiszobdlhetd volt.

A kopet eosinophilia pontos definicidja az irodalomban némiképp kiilonbozd, a
legtobb vizsgalatban a 3%-0s értéket veszik alapul. Ahhoz, hogy eredményeink tobb
mas vizsgalattal is dsszehasonlithatok legyenek, a ROC analizist elvégeztiink 1 és 2%-
os eosinophilsejtszam mellett is. Sem a teszt specificitasaban, sem a szenzitivitasaban
nem talaltunk 1ényegi valtozast.

Végiil, meg kell emliteni vizsgalatunk néhany korlatjat is. Ezek kozé tartozik,
hogy a korhazi kezelés nem volt standardizalva, valamint, hogy a masodik mintavétel
(kopet és FENO) id6pontja valtozott aszerint, hogy a beteg mikor keriilt emissziora a
koérhazbol. Kozismert, hogy a beteg tdvozasanak idépontjat olykor a betegségen vagy a
kezeldorvoson kiviili tényezdk/szempontok is befolyasoljak. Mivel méréseink kizarolag
ex-dohanyos betegeken torténtek, eredményeink nem vonatkoztathatok automatikusan,
a gyakrabban el6forduld6 dohanyos COPD-s betegpopulaciora. Végiil — bar az asthmas
alapbetegséggel rendelkezOk kizarasra keriiltek — meg kell emliteni, hogy egyes
betegekben asthmas karakterjegyek  fellelhetok  voltak, amelyek egyrészt
befolyasolhattak az eredményeket, masrészt jol tiikrozik barmely COPD-s betegcsoport
nagyfoku heterogenitasat is.

Osszefoglalva, vizsgalatunkban kimutattuk, hogy a kérhazi felvételt igénylé,
sulyos COPD exacerbacioban a kopet (léguti) eosinophiliaval rendelkezé betegek
funkcionalis valaszkészsége nagyobb azokhoz a betegekhez képest, akiknek a
kopetében kizarolag neutrophilsejtes gyulladas mutathato ki. A kopet eosinophilia
kimutatasara a FENO-mérés mint egyszerii, non-invaziv vizsgalomodszer jo
szenzitivitasa és specificitasi. A jovében a léguti eosinophiliaval jaré COPD

exacerbacio, mint kiillonallo fenotipus tovabbi vizsgalata sziikséges.
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7. Kovetkeztetések

Az értekezésben részletezett vizsgalatokbol az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

Az EBC pH-ja a BOS szovodményében szenvedd tiidotranszplantalt
betegekben nem tér el az egészségesekben mért értékektol, és a BOS 1.

stadiumanak kialakulasa elétt és utin az EBC savassaga nem valtozik.

Az EBC pH-janak variabilitisa a BOS sz6védményében szenvedé és a BOS-
mentes tildétranszplantaltakban, valamint az egészséges, nem transzplantalt

személyekben hasonlo.

AKkut exacerbacio miatt korhazi felvételre keriilt COPD-s betegekben a FENO
szint szoros, pozitiv korrelaciot mutat a kopet eosinophilsejtszamaval mind a

beteg felvételekor, mind tavozasakor.

A FENO jo prediktiv értékii biomarkere a kopet eosinophilia fennallasanak

COPD akut exacerbacioban.
AKkut exacerbacié miatt korhazi felvételre keriilt COPD-s betegek kozott a

kopet (léguti) eosinophiliaval rendelkezé betegek funkcionalis valaszkészsége

nagyobb a kopet eosinophiliat nem mutaté betegekhez képest.
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8. Osszefoglalas

Az utobbi években egyre nagyobb érdeklédés kiséri a pulmonalis biomarkereknek a
léghti gyulladas vizsgalatara és monitorozasara vald alkalmazasat tiidébetegekben.
Kilongsen a non-invaziv vagy szemi-invaziv moddon, azaz a kilégzett levegd
kondenzatumban (EBC) vagy a kdpetben gylijthetd biomarkerek tlinnek igéretesnek, bar
a legtobb esetben e mérésének klinikai felhasznalhatésaga még bizonytalan.

A légutak savasodasa a léguti gyulladas egyik kiséréje lehet. A disszertacioban
leirt elsé vizsgalatban az EBC pH-jat vizsgaltuk a tiid6transzplantalt betegekben
kialakulo bronchiolitis obliterans szindromaban (BOS), amely a hosszu-tava allograft
tulélés egyik legfontosabb pulmonalis korlatozoja. A pH mérése a jelenleg legpontosabb
méréstechnika, a szén-dioxid standardizacios modszer szerint tortént. Vizsgalatunkban
kimutattuk, hogy a pH és ennek variabilitdsa nem kiilonbozik a BOS szovodményét
mutatd, a BOS-mentes ¢és az egészséges, nem transzplantalt személyek kozott. Az EBC
pH-ja azokban a betegekben sem valtozott, akikben a kovetés alatt alakult ki a BOS,
ami arra utal, hogy az EBC pH mérése, mint non-invaziv modszer nem alkalmazhat6 a
BOS korai klinikai diagnosztikajaban.

A masodik vizsgalatban a frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid (FENO)
koncentracionak és a kopet sejtprofiljanak, kiilonds tekintettel a kopet eosinophil-
sejtszamanak kapcsolatat elemeztilk ex-dohanyos, kronikus obstruktiv tiidobetegség
mérések, valamint a kdpetgyljtés eldszor az exacerbacid sordn, majd masodszor a beteg
kortikoszteroiddal és bronchodilatatorokkal valo korhazi kezelés utan tortént. Kopet
eosinophilia a betegek 20%-ban volt kimutathatd. Szignifikans, pozitiv korrelaciot
talaltunk a kopetben 1év6 eosinophilsejtek szazalékos aranya és a FENO szint kozott, a
FENO-mérés erés prediktiv értékkel josolta meg a kdpet eosinophilia fennallasat. Azt is
kimutattuk, hogy a forszirozott kilégzési térfogat az els6é masodpercében (FEV1) mért
valtozas nagyobb mértékii a kdpet eosinophilidval rendelkezé betegekben, mint a csak
neutrophil 1égati gyulladast mutatd betegekben. Ezen eredmények arra utalnak, hogy a
FENO j6 markere az eosinophil léguti gyulladasnak COPD exacerbacidban, és hogy a

kopet eosinophiliaval rendelkezo betegek a kezelésre jobban valaszolnak.
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9. Summary

In recent years there has been increasing interest in using pulmonary biomarkers to
investigate and monitor inflammatory processes in the respiratory tract of patients with
pulmonary diseases. Particularly, biomarkers obtained by non-invasive or semi-invasive
procedures such as exhaled breath condensate (EBC) and sputum collection appear to be
promising, although in most cases the clinical usefulness of these measurements is still
uncertain.

Airway acidification may be an associated phenomenon of airway inflammation.
In the first study of the dissertation the pH of EBC was assessed in the course of
development of bronchiolitis obliterans syndrome (BOS), as one of the major
pulmonary complications which worsens long-term allograft outcome in lung transplant
recipients. The pH was measured by the carbon dioxide gas standardization method,
which is the most reliable technique at present. We demonstrated that the pH and its
variability are similar in patients with and without BOS and in healthy, non-transplant
controls. In patients, who developed BOS during the follow-up, the pH before and after
the onset of BOS was also comparable indicating that assessment of EBC pH, as a non-
invasive method has limited value in the early clinical diagnosis of BOS.

In the second study the relationship between fractional exhaled nitric oxide
(FENO) and sputum cell profile, particularly sputum eosinophils was studied in ex-
smoker patients with severe exacerbations of chronic obstructive pulmonary disease
(COPD). FENO and lung function were measured and sputum was collected, first, at the
time of hospital admission, and second, at discharge following treatment with
corticosteroids and bronchodilators. Sputum eosinophilia was detected in 20% of the
patients. There was a significant positive correlation between the percentage of sputum
eosinophils and FENO, and FENO was a strong predictor of sputum eosinophilia.
Moreover, we found that the increase in forced expiratory volume in one second (FEV;)
after treatment was greater in patients with sputum eosinophilia compared to those
exhibiting only neutrophilic airway inflammation. These results suggest that FENO is a
good surrogate marker of eosinophilic airway inflammation in COPD exacerbations,

and that patients with sputum eosinophilia respond better to treatment.
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11.2. Az értekezés targykorébe nem tartozo kozlemények jegyzéke
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adenocarcinoma esetében. Med Thor, 68: 83-84.
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12. Koszonetnyilvanitas

Az értekezés alapjat képz6 tudomanyos munkak a Magyar Pulmonolégiai Alapitvany és
az OTKA 83338. szamu palydzatanak tdmogatasaval késziiltek.

Doktori munkamhoz kapcsolodéan mindenekeldtt koszonetemet fejezem ki
témavezetdmnek, dr. Antus Baldzsnak, aki munkacsoportjdba meghivott és lehetdséget
biztositott arra, hogy gyakorl6 klinikusként az Orszagos Kordanyi Thc és Pulmonologiai
Intézet Korélettani Osztdlyan folyd tudomanyos kutatomunkaba bekapcsolodhassam.
Halas vagyok szakmai iranyitasaért, utmutatasaért, a vizsgalataim megszervezéséért és a
disszertdciom megirdsa soran nyujtott sokoldalil segitségéért. Nagyon kdszondm a
klinikai elfoglaltsagombol adodé mulasztasaimmal szembeni tiirelmét és toleranciajat
is. Koszonom dr. Barta Imre biologus segitségét is, aki szintén tevékeny résztvevéje
volt a mérések elvégzésének, az eredmények kiértékelésének és a kozlemények
megirasanak. A Korélettani Osztalyon folyé mintagytijtéseket Mikoss Maria és Hernadi
Janosné asszisztensek végezték. A tiddtranszplantalt betegeket dr. Csiszér Eszter és dr.
Czebe Krisztina gondoztak.

Kosz6nom Intézetlink korabbi igazgatojanak, prof. dr. Strausz Janosnak, hogy
lehetdséget biztositott a tudomanyos kutatomunkaba val6é bekapcsolodasra. Az Intézet
jelenlegi vezetdje, dr. Kovdcs Gabor tamogatasa ezen a téren szintén toretlen volt.

Haléaval tartozom dr. Juhasz Erzsébet osztalyvezetd fOorvosasszonynak is, aki
hozzajarult ahhoz, hogy a kutatdémunka elvégzése céljabol az osztalyarol id6rél-idore
eltdvozhassam. Végiil, kdszonom a XIV-es TiidObelosztalyon dolgozé valamennyi

klinikus kollégdimnak is, hogy tdvollétemben iddszakosan helyettesitettek.
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