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1. BEVEZETES

Az asztma az egyik leggyakoribb, varandos ndknél fennalldo krénikus
megbetegedés, szdmos anyai és magzati szovodmény rizikofaktora. Az
asztma ¢és terhesség kolcsondsen hatnak egymdsra. Az asztma
befolyésolhatja a terhesség kimenetelét, és a terhesség is hatdssal van az
asztma lefolyasara: az asztmas tiinetek az esetek egyharmadaban romlanak.
A kolcsonhatas hatterében all6 immunologiai mechanizmusok és lehetséges
prediktiv faktorok élénk kutatas targyat képezik, mégis mindezidaig
egyetlen olyan szisztémas vagy lokalis biomarkert sem ismeriink, mellyel az
asztmas tiinetek romlasat megjosolhatnank.

Masrészrol, az optimalis asztma kontroll csokkenti a terhességi
komplikaciokat, igy a 1éghti gyulladas szoros monitorizalasa fontos lenne
ebben a betegcsoportban. A jelenleg elérhetd metodikak (bronchoscopia,
indukalt kopet) azonban potencialis kockazattal jarnak a magzat vagy az
anya szamara. Ujabb, a 1égiti gyulladas elemzésére alkalmas, nem-invaziv
technikak segitséget jelenthetnének asztmas varandosok esetén a klinikai
dontéshozatalban.

A kilélegzett levegd kondenzatum (EBC) vizsgalata egy uj, teljességében
nem-invaziv lehet6ség a légati gyulladds megitélésére, az EBC-ben
megtalalhatd biomerkerek koziil pedig a kilélegzett levegd pH a legtobbet
vizsgalt, legvalidaltabb biomarker, mellyel a 1égutakat boritd folyadékfilm
aktualis kémhatéasarol, sav-bazis egyensulyarél nyerhetiink informaéciot.
Csokkent pH-t mértek szamos olyan 1éguti betegségben, mely az oxidativ

stressz fokozddasaval jar, igy asztmaban is. Nem-varandés asztmasoknal a



marker az asztma-kontroll elvesztésének kimutatasaban nyujthat segitséget,
potencialis szerepét asztmaval szovodott terhességben még nem vizsgaltak.
Az allergias asztma Th2-tipusi immunvalasszal jar, a regulatorikus T sejtek
ugyanakkor szintén szerepet jatszanak az asztmas gyulladas kialakulasaban
az allergénekre kialakuld Th2 valasz gatlasaval. Nem-varandos allergias
asztmas betegeknél a periférias Treg sejtek csokkent prevalenciajat irtak le.
Ugyanakkor a terhességet immunoldgiai tolerancia jellemzi, melyet az apai
antigénekre adott anyai immunvélasz gyengiilése jellemez. Az
immuntolerancia Th2 iranyt polarizacidval jar, de a Treg sejtek itt is fontos
szerepet  jatszanak, prevalencidjuk  novekedése  hozzijarul  az
immuntolerancia fenntartasdhoz.

A Treg sejtek jelent6ségének felismerése mellett a T helper sejtek egy
ujabban felfedezett alcsoportja, az IL-17-ct termeld Th17 sejtek a Th1/Th2
paradigma kibdviiléséhez vezettek, mely alapjan az immunvalasz f6
meghatarozoi kozé a Thl, Th2 sejtek mellett a Treg sejtek valamint a Th17
sejtek is besorolhatok. Az IL-17 szerepének fontossagat az autoimmun
betegségek kialakulasaban valamint a kronikus gyulladasos éllapotok
fenntartasaban is leirtdk, emellett az abnormalis IL-17 immunitas
jelentésége igazolddott az allergids asztma patomechanizmusaban és
bizonyos terhességgel Gsszefliggd pathologias allapotok (igy az ismétldo
spontan vetélés valamint a preeclampsia) kialakuldsaban is. A Thl7 sejtek
gyulladasos folyamatokra gyakorolt hatasat a regulatorikus T sejtek
ellenstlyozhatjak. Mindezek alapjan a Thl és Th2 sejtek mellett a Treg
valamint a Th17 sejtek szerepe is kulcsfontossagi lehet az asztma és a

terhesség lefolyasaban.



Ismert, hogy a T sejtek immunfenotipusa nem-varandos allergias
asztmasokban a léguti gyulladassal korrelal: a kering6 [L-4 termel6 CD4+ T
sejtek aranya Osszefligg az asztmas léguti gyulladds markereként ismert
frakcionalt, kilélegzett nitrogén-monoxid (FEno) szinttel, valamint az
indukalt kopet eosinophil sejtszamaval. Ezek az Osszefiiggések azonban
asztmas terhességben megvaltozhatnak a terhességi immuntolerancia miatt.
A fenti adatok ellenére az EBC pH-t, a Th1/Th2/Th17 és Treg sejtek
egyensulyat valamint a keringd T sejt profil és a léguti gyulladés

Osszefliggését asztmas terhességben még sosem vizsgaltak.

2. CELOK

Mivel az EBC pH valamint a Th1/Th2/Th17/Treg sejtek egyensulyanak
valtozasarol valamint az immunvalasz és a kilélegzett gyulladasos markerek
kozotti kapcesolatrol asztmés terhességben eddig még nem volt adat,

célkitlizéseink a kovetkez6 kérdések megvalaszolasa volt:

1. Befolyasolja-e a terhesség onmagaban az EBC pH értékét egészséges
asszonyoknal, és ha igen, a terhesség indukalta valtozasok asztmas
terhességben megfigyelhetok-e?

2. Az EBC pH 0sszefiiggést mutat-e az asztma klinikai jellemzdivel és a
magzati ndvekedéssel asztmas varandosokban?

3. Az ismert, fizioldgias terhességre jellemz6 Treg proliferacid asztmas
terhességben megfigyelhetd-e?

4. A Thl/Th2/Th17/Treg immunegyensuly hogyan valtozik asztmas

terhességben Gsszehasonlitva az egészséges terhességben mért adatokkal.



5. Van-e Osszefiiggés a periférias T sejtprofil, a 1égiti gyulladas, illetve az

asztma tiineti kontrollja kozott asztmas terhességben?

3. MODSZEREK

Vizsgalati személyek

Vizsgalatainkban asztmas terhes asszonyok (AT) mellett asztmas nem terhes
(ANT), egészséges terhes (ET) és egészséges nem terhes nok (ENT) vettek
részt. A csoportok kozott életkorban és gesztacids korban nem volt eltérés.
Valamennyi vizsgalatban részt vevO beteg enyhe vagy kozépsulyos
perzisztalo allergias asztmas volt. A diagnozist legalabb fél évvel a terhesség
elédtt allapitottuk meg az aktualis GINA ajanlas szerint (Global Initiative for
Asthma), és mindenkinek volt korabbi pozitiv allergids borproba eredménye,
ami igazolta a betegség allergias eredetét. Kizarasi kritériumok voltak a
dohanyzas vagy legalabb 5 csomagév dohanyzasi anamnézis, ismert anyai
vagy magzati terhességi szovodmény (pl. fenyegetd vetélés, preeclampsia),
barmely egyéb kronikus betegség (az allergias rhinitis kivételével), akut
asztma-exacerbacié vagy akut fertézés 3 héten beliil, vagy 6 héten beliili
szisztémas kortikoszteroid kezelés. A betegek fenntarté asztma ellenes
kezelése alapvetden inhalacios kortikoszteroid volt. Asztmas varandos
betegeinket az l.sz. Sziilészeti és NOgyogyaszati Klinikan vald tervezett
vizitjiik soran valogattuk be kutatasunkba, és a Pulmonoldgiai Klinika
ambulanciajan vizsgaltuk 6ket. A kutatast a Semmelweis Egyetem etikai
bizottsaga (TUKEB) engedélyezte, a résztvevok irasos beleegyezésiiket

adtak. A betegeket arra kértiik, gyogyszereiket 12 oraval a vizsgalat el6tt ne
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hasznaljak. Az egészséges kontrollokat az egyetem dolgozoi és hallgatoi

alkottak.

Kilélegzett levegé kondenzatum pH mérés

Kilégzett levegd kondenzatumot minden résztvevotdl gytjtottiink. Minden
vizsgalati személy nyugodtan, egyenletes frekvenciaval és mélységgel
1élegzett. Az EBC mintakat 10 percig gytijtottiik orrcsipesz viselése nélkiil
—80°C-ra huitott hordozhaté mintavételi csébe (RTube, Charlottesville, VI,
USA), a mintdkat —80°C-on téroltuk legfeljebb 4 hétig. Az EBC pH-t
szobahOmérsékleten (22-25°C) mértiik 10 perc argongazzal vald

légtelenités utan (SevenEasy S20, Mettler Toledo, Schwerzenbach, Svijc).

Légzésfunkcio, vérgazvizsgalat és az asztma kontroll mérése

A betegek a légzésfunkcios vizsgdlat soran harom elfogadhato erdltetett
kilégzési mandvert illetve rezisztenciavizsgalatot teljesitettek, melyek koziil
a legjobbat értékeltiik. Az erdltetett kilégzési masodperc-térfogat (FEV1), az
erbltetett vitalkapacitas (FVC) és a léguti aramlasi ellenallas (Raw) értékeit
elektronikus spirométerrel és pletizmograffal mértiik meg (PDD-301/s;
Piston, Budapest) az American Thoracic Society ajanlasa szerint. A vérgaz
paraméterek meghatarozasa (parcialis oxigén nyomas (pO2), parcialis szén-
-dioxid nyomas (pCQO2), oxigén szaturacié (SO2), pH) arterializalt kapillaris
vérbdl (fillcimpabol vett vérmintabol) vérgaz analizatorral (Stat Profile
pHOx Basic, Nova Biomedical, Austria) tortént, mig a tlineti asztma kontroll
mérésére a nemzetkozileg elfogadott, 12 év feletti asztmaban szenvedd

betegek szamara késziilt asztma kontroll teszt™ -et (ACT) alkalmaztuk.



A FEno mérése

A FEno mérése az Eurdpai Unio és az FDA altal befogadott elektrokémiai
modszert alkalmazé NIOX MINO® léguti gyulladas monitorral (NIOX
MINO®; Aerocrine AB, Solna, Svédorszag) tortént az ERS/ATS

ajanlasoknak megfelelden.

Periférias T sejtek meghatarozasa aramlasi citometridval

A litium-heparinos vérvételi csovekbe (BD Vacutainer; BD Biosciences,
San Jose, CA, USA) gylijtott periférias vérmintakbol siiriség-gradiens
centrifugalas segitségével izolaltuk a periféridss mononuklearis sejteket
(PBMC) (Ficoll Paque, Amersham Biosciences AB, Uppsala, Sweden, 27
min, 400 x g, 22 °C). A sejtfelszini illetve intracellularis monoklonalis
antitesttel jelolt mintakat BD FacsAria aramlési citométeren mértik (BD
Biosciences), 200.000 sejtet rogzitettiink. E16szor a Forward Scatter és Side
Scatter karakterisztika alapjan elkiilonitettiik a limfocitakat a PBMC koziil.
Masodik 1épésként kijeldltiik a CD4+, CD8+ vagy CD56+ limfocitakat, és
ezeken a populaciokon beliil vizsgaltuk tovabb a sejteket, a CXCR3, CCR4,
CD25, FoxP3, IFN-y, IL-4 és IL-17 markerekkel valo festddés alapjan

elkiilonitve az egyes sejttipusokat.

Statisztika
A statisztikai analizist a GraphPad Prism (Version 4, Los Angeles, CA,

USA) és az R szoftver (R Development Core Team; R Foundation for



Statistical Computing, Vienna, Austria) segitségével végeztiik. Az adatok
eloszlasat a Kolmogorov—-Smirnov teszttel ellendriztilk valamennyi
vizsgalatban. A 0.05-nél kisebb p értéket tekintettiik szignifikansnak.

A normalis eloszlasu adatok esetében az adatokat atlag + standard deviacio
(SD) forméajaban adtuk meg, mig a nem normalis eloszlast mutat6 adatoknal
a mediant (interkvartilis tartomanyt) tiintettiik fel. A csoportok kozotti
Osszehasonlitasokat az adatok eloszlasatol fiiggben parametrikus
(parositatlan t-proba, Pearson-teszt, variancia-analizis Newman—Keuls post-
hoc teszttel) és nem-parametrikus tesztekkel (Mann-Whitney teszt,

Spearman teszt) végeztiik.

4, EREDMENYEK

4.1. Kilégzett levegé kondenzatum pH oOsszehasonlitisa a csoportok
kozott

Az EBC pH értékekben kiilonbséget talaltunk a csoportok kozott (p = 0,007;
1. abra). Az ENT kontrollcsoportban 7,75 £+ 0,27 volt az értéke, ET
kismamakban viszont magasabb, 8,02 £+ 0,43 volt (p =0,017), ami arra utalt,
hogy az egészséges terhesség Onmagaban emeli az EBC pH-t. Az ANT
csoport EBC pH értéke viszont nem kiilonbozott az ENT-ekétol (7,54 + 0,57,
p=0,118), ami a 1éguti gyulladas megfeleld kontrolljat jelezte. A hasonldan
kontrollalt AT csoportban is ezekhez hasonld eredményt talaltunk (7,65 +

0,38), ami igy alacsonyabb volt az ET csoportban megfigyeltnél (p = 0,000).
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1. abra. A kilégzett leveg6 kondenzatum pH a vizsgalt 4 csoportban.

Az AT csoportban pozitiv korrelaciot figyeltiink meg az EBC pH és az
erdltetett vitdlkapacitas (FVC) kozott (r = 0,45, p = 0,039, n = 21; 2.
abra), €s ugyanebben a csoportban a kilégzett levegd pH és az Gjsziilottek
sziiletési sulyanak pozitiv korrelacigjat is igazoltuk (r = 0,49; p = 0,047;
trendje is megfigyelhetd volt az asztmads terhes csoportban (p = 0,092, r
=0,45). Az ACT nem fliggott 6ssze a sziiletési tomeggel (r = 0,09; p =
0,704).

Az ET csoportban az EBC pH nem korrelalt az Gjsziilottkori sziiletési sullyal (r
=0,25; p=0,427; n=12), az ANT csoportban pedig nem volt kapcsolat az EBC
pH és az ACT pontszamok (r = 0.03, p = 0.875) vagy a FEno értékek (r = 0.18,
p = 0.443) kozott és ebben a csoportban egyik 1égzésfunkcids paraméterrel sem

fliggott 6ssze az EBC pH (p > 0,05; 4. abra)
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2. abra. A kilégzett levegdé kondenzatum pH és az erdltetett vitalkapacitas (FVC)
kapcsolata asztmas terhes nékben (r = 0,45; p = 0,039; n = 21)

8.75 =
8.50 =
8.25 =
8.00 =
7.75 =
7.50 =
7.25
7.00 =
6.75 =

6.50 L] L] v | L] L] ' 1
2000 2500 3000 3500 4000 4500 5000 5500 6000

Kilélegzett levegé kondenzatum pH

Sziiletési suly (g)

3. abra. A kilégzett levegd kondenzatum pH és a sziiletési tomeg kapcsolata asztmas
terhes nékben (r = 0,49; p=0,047; n = 17).
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4. abra. Nincs kapcsolat az EBC pH és az erdltetett vitalkapacitas (FVC) kozott
asztmas, nem terhes nékben (r = 0,11; p=0,637; n = 22).

4.2. A periférias Th1/Th2/Th17/Treg sejtarany asztmas terhességben

A Thl sejtek prevalenciaja- sejtfelszini (CD4+ CXCR3+) és intracellularis
(CD4+ IFN-y+) markerek alapjan meghatarozva is — alacsonyabb voltaz ET,
ANT ¢és AT csoportokban, mint az ENT kontrollcsoportban (5.a abra), mig
a Th2 prevalenciat csak intracellularis jelolés (CD4+ IL-4+) alapjan talaltuk
magasabbnak az ET, ANT és AT csoportokban az ENT csoporthoz képest
(5.b abra), sejtfelszini jeloléssel (CD4+ CCR4+) nem volt kiilonbség a
csoportok kozott. Igy tehat az egészséges terhesség és az asztma is
csokkentette az intracellularis jelolés alapjan (IFN-y+/IL-4+ CDA4+)
meghatarozott Th1/Th2 aranyt, azonban asztmaval szovodott terhességben

ezekhez képest tovabbi csokkenés nem volt kimutathatdo (5.c abra).
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Sejtfelszini jelolés alapjan (CXCR3+/CCR4+ CD4+) csak hasonlo6 iranyu
trendet mutattunk ki.

Az asztma 6nmagaban emelte a Th17 sejt (CD4+ IL-17+) prevalenciat,
ugyanis az ANT csoportban magasabb aranyt mértiink, mint az ENT
csoportban. Egészséges terhesség hatasara a Th17 prevalencia nem valtozott
ENT-ekhez képest, azonban az AT csoportban magasabb volt, mint az ET
csoportban, utalva a megzavart terhességi immuntoleranciara (5.d abra). A
Treg sejtek (CD4+ CD25+ FoxP3+) el6fordulésa az ET csoportban megndtt
az ENT csoporthoz képest, azonban ez az emelkedés AT betegekben
elmaradt (5.e abra). Mindezek eredményeként a Th17/Treg arany ET-ekben
csokkent, de AT-ekben nem valtozott ENT kontrollokhoz képest, igy az
arany az AT csoportban magasabb volt az ET csoporthoz képest, ami ismét

az asztma hatasara gyengiild, elégtelenné valo terhességi immuntolerancia

jele (5.f abra).
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5.4bra: Az IFNy+ (a), IL-4+ (b), IL-17+ (d) és CD25+ FoxP3+ (e) sejtek
prevalencigja a CD4+ limfocitak ko6zott, valamint a Th1/Th2 (c) és Th17/Treg (f)

aranyok az ENT, ET, ANT és AT csoportokban. A box plot abrakon a vizszintes

vonal a mediant, a doboz az interkvartilis tartomanyt, a szegély a mintaterjedelmet
jelenti. *P < 0.05 versus ENT; **P < 0.01 versus ENT; ***P < 0.001 versus ENT;
#P < 0.05 versus ET; ##P < 0.01 versus ET; ###P < 0.001 versus ET.

4.3. A periférias T sejt profil és az asztma kontroll 6sszefiiggése asztmas

terhességbhen

Egyik vizsgalt sejttipus (Thl, Th2, Treg, NK) periférias eléfordulasa sem

fliggott Ossze szignifikansan a FEno szinttel jellemzett 1égati gyulladassal
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(minden T sejt altipus esetében p > 0,05; a vizsgalat ereje > 75%) (6-7. abra).
Ugyanakor a Th2 sejtek periférias eléfordulasa forditott kapcsolatban allt az
ACT 06sszpontszammal (r = —0,48; p = 0,03; 8. abra), azonban az ICS napi
dozisara vald korrekcid utan a szignifikancia trend szintjére csokkent (p =

0,061).
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6. abra. Nincs korrelacié a FEno és a Thl és Th2 sejteléfordulas kozott asztmas
terhességben (n = 22; p > 0,05; a vizsgalat ereje > 75% mindkét sejttipus esetén).
(CD - cluster of differentiation, FEno — frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid,
CD4+CCR3+/CD4+ — T helper 1 sejt (Th1), CD4+CCR4+/CD4+ — T helper 2 sejt
(Th2), ppb — parts per billion)
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7. abra. Nincs korrelacio a FEno, a Treg és az NK sejtek el6fordulasa kozott asztmas

terhességben (n = 22; p > 0,05; a vizsgalat ereje > 75% mindkét sejttipus esetén).

(Treg — regulatorikus T sejt, NK — természetes 618sejt, ppb — parts per billion)
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8. abra Negativ korrelacié a Th2 sejtprevalencia és az ACT 6sszpontszam kozott

asztmas terhességben (n = 22; Spearman r = —0,48; p = 0,03). (ACT — Asztma
Kontroll Teszt, Th2 — T helper 2 sejt)
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A tobbi sejttipus eldfordulasa nem fliggott 6ssze az ACT 0sszpontszammal.
Nem talaltunk Osszefliggést a vizsgalt sejtpopulaciok és egyik
légzésfunkcids paraméter kdzott sem. Azonban a 1égiti aramlasi ellenallas

(Raw) értéke korrelalt a FEno szintekkel (r = 0,49; p = 0,02; 9. abra).
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9. abra. Pozitiv korrelacio a FEno és 1éguti aramlasi ellenallas kozott asztmas
terhességben (n = 22; Spearman r = 0,49; p = 0,02). (FEno — frakcionalt kilégzett

nitrogén-monoxid, ppb — parts per billion, Raw — 1égtti aramlasi ellenallas)
5. KOVETKEZTETESEK
1. Az EBC pH egészséges terhességben emelkedik egészséges nem

terhesekhez viszonyitva, és ez az emelkedés asztmas terhességben

elmarad. Ez jelezheti, hogy az asztma altal indukalt oxidativ gyulladasos
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folyamatok befolyasolhatjak/kompromittalhatjak az alkalikus léguti pH-t
biztositd regulatorikus mechanizmusokat.

. Az EBC pH 06sszefiigg a 1égzésfunkcidval és a sziiletési stllyal asztmaval
szOvodott terhességben: minél savasabb a kilégzett levegd kondenzatum
pH értéke, annal rosszabb az asztmas gravida légzésfunkcioja és annal
inkabb érintett lehet a magzati fejlodés.

. Egészséges terhességben megemelkedett periférias Treg sejtprevalencia
igazolhato; asztmas terhességben ez az egészséges terhességre jellemzd
Treg sejtarany emelkedés elmarad.

. Az egészséges terhességre jellemzé Thl, Th2, Th17 és Treg sejtek
érzékeny egyensulyat a konkomittalo, jol vagy részlegesen kontrollalt
asztma megvaltoztatja:

a. Azegészséges terhesség és az asztma egyarant alacsonyabb Th1/Th2
sejtarannyal jellemezheto allapotok (az egészséges nem terhes allapothoz
képest), de asztmaval szovodott terhességben tovabbi csokkenés nem
figyelhetd meg.

b. A keringd Thl7 sejtek prevalencidja magasabb, a Treg sejteké
alacsonyabb asztmas terhesekben, mint egészséges varandosokban.

c. Egészséges terhességben csokken a Th17/Treg arany (az egészséges
nem terhes allapothoz képest), asztmas terhességben ez a csokkenés
elmarad.

. Kezelt asztmaval szovOodott terhességben a T sejtes immunvalasz
periférias vérbol is detektalhatd valtozasai a 1égzésfunkcioval vagy FEno-
val nem mutatnak Osszefliggést, azonban a Th2 prevalencia negativ

Osszefliggést mutat az asztma kontrollfokaval.
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Osszegzésiil elmondhatd, hogy mind az egészséges, mind az asztmds
terhesség markansan megvaltoztatja a kilélegzett levegd kondenzatum pH-
jat és a keringd Th1/Th2/Th17/Treg profilt, mely valtozasok részben a
terhesség €s az asztma soran bekovetkezo klinikai valtozasokkal hozhatok

Osszefiiggésbe.
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