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ZAROBESZAMOLO

A kronikus léguati gyulladasos megbetegedések pathomechanizmusa cimii kutatasi
palyazat kidolgozéasa soran a betegségcsoportba tartozé kilonb6zé korallapotokkal
foglalkoztunk és elsésorban nem-invaziv mintavételi modszerekkel vizsgaltuk azok
pathomechanizmusat. A betegségcsoportba tartozo korképek kozil elsésorban az asztmat,
cisztas fibrdzist, krénikus obstruktiv tidobetegséget tanulmanyoztuk. Ezek a megbetegedések
jelen ismereteink szerint jelentés mértékben egymastol jol elhatarolédo
pathomechanizmusutak, mindegyiket jellegzetes léguti gyulladasos folyamatok kisérek,
melyeknek egyes részjelenségei (pl. makrofag aktivacio, fokozott léguti gyulladasos sejtszam)
mindegyik koréllapotban el6fordulnak. Ezen talmenéen vizsgaltuk tidétranszplantacion
atesett személyek léguti mintait is. A tidétranszplantalt betegek a transzplantaciot kdvetéen
folyamatosan immunszuppressziv kezelés alatt allnak és allapotuk szoros kdvetésére
rendszeres kontrollvizsgalatok tortéennek. A legkorultekintébb gydgyszeres beallitas ellenére
is gyakran fordul el6 komplikacioként léguti fertézés vagy akut kilokédesi reakcio ezekben a
betegekben. Vizsgalataink ezen része elsésorban arra koncentralddott, hogy megallapitsuk a
non-invaziv légati mintavételezési modszerek diagnosztikai alkalmazhat6sagat a két
komplikéacid differencidldiagnosztikajaban.

Konkrétan a tématerv kozponti kérdésfelvetéseit a kovetkez6 kérdéskorok képeztek:

1. A légutak oxidativ stresszének dsszefliggesei kronikus léguti gyulladasos
megbetegedésekben.

2. Az adenozin szerepe a terhelés altal kivaltott leguti obstrukcidban.

3. A leukotriének szerepe asztméban és COPD-ben

4. A COPD alcsoportjainak eltérései a biomarkerek tikrében

5. A tudotranszplantalt betegek akut kilokédési reakcioit Kiséré 1éguti elvaltozasok
biomarkereinek vizsgalata.

A tervezett vizsgalatok donté tobbségét meg tudtunk valdsitani. Az eredeti munkatervhez
képest a korabbi részjelentésekben részletezett modon egyes esetekben azonban némiképpen
el kellett terni annak pontos kidolgozasatol, melynek hatterében kiilonb6z6 okok alltak. 1lyen
ok volt pl. az, hogy nem sikerlt megfelelé betegszdmban bevonni beteget az adott
betegcsoportbdl (ilyen csoport volt az aszpirin-szenzitiv asztmasok csoportja). Eléfordult,
hogy a tervezett vizsgal6 madszert nem siker(lt reprodukalhatéan beéllitani (igy a kilégzett
leveg6 kondenzatumban térténd interleukin 1 béta mérés), vagy a preciz tudomanyos
kiértékeléshez nem sikerult megbizhat6 adatokat kapnunk (ilyen volt a fiatalok friss z6ldség
fogyasztasa es léguti gyulladast jellemzé kilégzett nitrogén monoxid szint vizsgalata soran a
pontatlan adatszolgaltatas és a dohanyzo fiatalok nagy szama).

Az altémak kidolgozésa szorosan egymasra épult, egyes kérdések megvalaszolasa elétt
metodikai fejlesztesek, eljaras validalasok torténtek. E munka ket kulcsfontossagu része a
kovetkezd volt:

1. Feltételeztiik, hogy a kilégzett leveg6 kondenzatumaban mért mediator szintek abszolut
értéket befolyasolhatja az alkalmazott analitikai modszer. Ennek a feltételezésnek a
vizsgalatara radio-immuno assay (RIA) és enzyme immuno assay (EIA) modszerekkel, ugyan
abbdl az EBC mintabdl mért tromboxanB2 (TxB2) koncentracidkat hasonlitottunk 6ssze. Az
6sszehasonlités soran a két mérési modszer elemzésévwel derilt ki, hogy a léguti
folyadékfilmben nemcsak az eddigi feltételezéseknek megfelel6 tromboxan A2 termek, a
tromboxan B2 taldlhatd, hanem ennek kiséretében tromboxan B3 is el6fordul.
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2. A kilégzett leveg6 kondenzatum biomarker tartalmanak vizsgalataiban komoly nehézséget
jelent a minta rendkivil ,,hig volta”, ami miatt sok esetben az als6 detekcids limit kozelében
lehet csak merni a keresett biomarkert. E tekintetben kdnnyebb a mérési lehetéség a
kondenzatum pH mérése esetében, mert ekkor nincs gond a detekcios limittel, a mérés
konnyen Kkivitelezhet6 egy pH elektréddal, vagy vérgazanalizatorral, de becslésre akar
egyszeri pH-papirt is hasznalhatunk. A mérés egyszerii, olcsd, a szikséges eszkdzok a
legtdbb laboratérium rendelkezésére allnak. A léguti pH szadmos cellularis folyamat
szabalyozasaban szerepet jatszik és tobb tanulmany kimutatta, hogy a léguti gyulladasos
betegségekben szamos esetben pH csokkenés torténik, amelyet tobben a leguti oxidativ
stressz kisérojének tartanak. Vizsgalataink egy része ezért irdnyult a kilégzett kondenzatum
pH méresere, hogy azzal tudjuk jellemezni az oxidativ stressz mértekeét.

A kondenzdtum pH-ja alapvetéen a benne oldott CO, fuggvénye. A mintakban valtozo
mértekben jelenlévé szén-dioxid zavard hatasat ki kell kiszobolnink, hiszen a kulénb6zé
Iéguti betegségek esetén a CO, tartalomtdl fliggetlen pH-ra vagyunk kivancsiak.

A probléma megoldasara az ERS/ATS irdnyelv a mintdkon CO,-mentes inert gaz (Ar, He, Ny)
10 percen at torténo ataramoltatasat javasolja. Ennek célja, hogy egyrészt a
gazataramoltatassal jaro keveré hatassal, masrészt az inert gaz mintaba oldddasaval a CO,-t
kiszoritsa a mintakbdl. A mintak pH értekének meghatarozasat ezt kdvetéen haladéktalanul el
kell végezni, nehogy a légkdrben jelenlévé CO, beleoldddjon a mintba. A modszer hatranya
az, hogy nincs informacionk arrél, hogy mennyi CO, maradt a kondenzatumban a
buborékoltatas ellenére, ami pedig jelentés hatassal van a kapott eredményekre.
Munkacsoportunk ezért kiilonds hangsulyt fektetett a kiillénb6z6 gaz-standardizacios
maodszerek vizsgalatara, és egy olyan modszer kidolgozasara, amely kikiiszobdli ezt a zavard
tényez6t az EBC mintdk pH meghatarozésa soran. Két eljarast dolgoztunk ki, az egyik az u.n.
,CO2 mentes mintdk” pH meérése, extrapolécidval tortent, de elég nagy volt a mérési hiba. A
masik, a 40 Hgmm-es PCO2-re normalizalt pH meghatarozas egy CO2 buborékoltatas soran
felvett CO2-pH 6sszefiggésre illesztett logaritmikus fliggvény segitségével.

Az abran egy személy reprezentativ gérbéje lathato kilégzett levegé kondenzatumanak
elemzésébol kapott ertékek felhasznalasaval.
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A maddszert felhasznaltuk az EBC pH értékét befolyasold tényezok vizsgalatahoz, igy a
kornyezeti paratartalom, homérséklet, a mintavevé eszkz hatasanak vizsgalatahoz is. Bar
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A pélyazat kidolgozésa soran elért legfontosabbnak tartott eredményeinket a
kovetkezéképpen foglalhatjuk 6ssze.

1. Asztmas betegek kilégzett levegé kondenzatumaban (EBC) terhelés hatasara az adenozin
koncentracid szignifikansan nétt és az EBC-ADO szint szazalékos valtozasa dsszefliggést
mutatott a Iéguti bronchospasmus mértékevel. Az adenozin koncentracidja nem valtozott
metakolin inhalacio indukalta, >20% FEV1 csokkenést kdvetoen, jelezve, hogy a léguti
simaizomzat nem-specifikus provokaloszer hatasara kialakulo konstrikcioja 6nmagaban nem
vezet a léguti adenozin koncentracié ndvekedésehez. Az adenozin bronchokonstriktor hatésa
miatt emelkedett koncentracioban vald megjelenese felel6s lehet — legalabbis részben- a
terhelés altal kivaltott horgoészikilet kialakulaséaért. E szerepét részben kozvetlendl a l1éguti
simaizomsejteken hatva toltheti be, masrészt viszont facilitalhatja leukotrién felszabadulst.
Az adenozin felszabadulas szamos kisérleti modellben valt ki leukotrién szint emelkedést, a
terhelés-induk&lt bronchospazmusban pedig tobb bizonyiték is utal arra, hogy a ciszteinil
leukotriéneknek szerepiik van a pathomechanizmusban. Vizsgaltuk a korfolyamatban a
leukotriének szerepét is és sikerilt kimutatnunk, hogy a terhelés hatasara egészségesekben és
asztmasokban egyarant torténik 1éguti ciszteinil leukotrién koncentracioemelkedés, ennek
mértéke azonban a terhelés-indukalt bronchospazmusban nagyobb, és a spazmus mértékével
valamint a l1éguti gyulladas indirekt markerével, a kilégzett nitrogén monoxid koncentracioval
ardnyos. Mindezek alapjan érdemesnek latszik a tovabbiakban a purinerg és a leukotriének
altal mediélt jelatviteli utak interakcidjaval foglalkozni.

A kilégzett adenozin koncentréaciora hatast gyakorol a felsé 1égutak megbetegedése, igy
allergias rhinitiszben a emelkedett koncentraciéban jelenik meg ez a mediator a kilégzett
levegoében. Forrasként vagy a felsé legutakbol lesodrodo adenozin molekulédk vagy a felsé
légutak megbetegedését kiséréen kialakuld szubklinikus alsé 1égati elvaltozasok meriilnek fel,
a mintavételezési technika azonban a két lehet6ség széetvalasztasat nem teszi lehetéve.

A purinerg metabolitok kozil a tobbi is igazolhato a légati mintakban, igy kimutattunk ATP-t
is egészségesekben és kiillonb6zé 1éguti megbetegedésekben szenvedo betegekben egyarant,
de nem talaltunk szignifikans kilénbséget a kilénbdz6 betegcsoportokban.

2. Tobb kilonbdz6 betegesoport kilélegzett nitrogén monoxid koncentraciodjat vizsgalva
kimutattuk, hogy a dohanyos asztmasokban a nem dohanyos asztmasokhoz képest Iényegesen
alacsonyabb a kilélegzett NO szint, amihez emelkedett hidrogén peroxid koncentracio tarsul,



jelezve, hogy a sejtes gyulladas jellege eltér a két betegcsoportban. COPD-s betegekben,
akiknek atlagosan az egészségesekevel azonos a kilégzett NO koncentracidja, allapotuk akut
romlasakor (exacerbaciok alatt) a kilélegzett NO koncentraciéban mért emelkedés mértéke
aranyos a betegeknél a szteroidokkal szembeni valaszkészségre (a kezelés hatasara elért
Iégzésfunkcids javuléssal). Bar direkt médon nem tudtuk mérni ezekben az esetekben a sejtes
gyulladas eozinofiles vagy neutrofiles jellegét, az idevonatkozé irodalom egybehangzdan azt
mutatja, hogy az eozinofiles gyulladas jelzészamakeént kell értelmezni az NO szint
emelkedést. Vizsgalataink eredményei felvetik a modszer ilyen iranyba torténé klinikai
alkalmazhatdsagéanak lehet6seget.

A harmadik vizsgalati &gban kimutattuk, hogy tlidétranszplantalt betegekben a kilélegzett NO
szint emelkedése kiséri a fertézések kialakulasat. Ez felhivja a figyelmet arra, hogy ha
hasonlo emelkedés 1ép fel akut kilokodési reakcidk soran is (melyre irodalmi adatok vannak),
akkor ez a biomarker szint valtozas, differencialdiagnosztikai célra nem alkalmas, de az NO
szint emelkedése felhivja a figyelmet a fert6zés vagy rejekcié megjelenésére, igy a
klinikusnak médjaban all tovabbi vizsgalatok elvégzésére (altalaban invaziv bronchoskdpia) a
diagnozis megerositéséhez.
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3. abra Tudétranszplantélt betegekben a kilégzett NO szint (FENO) véltozésa stabil
allapotban (pre-), infekcid felléptekor (acute) és ezt kbvetoen a kezelés végén észlelt javult
allapotukban (post). Egy-egy betegnél killénbdz6 szamu infekcids epizod volt detektalhatd a
longitudinalis kdvetés kb. 18 honapja soran.

Osszefoglalva, kutatasi projektiink kidolgozasa kozelebb vitt a vizsgalt Iéguti megbetegedések
pathomechanizmusanak megértéséhez, valamint informaciokat adott a killénb6z6 vizsgald
modszereknek egyes korképekben torténé klinikai alkalmazhatdsadgéhoz.



