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Ocena tipa in aktivnosti vnetja pri bolnikih
z obstruktivno plju¢no boleznijo3

Type and Activity of Inflammation in Obstructive Lung Diseases
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Vnetje v dihalnih poteh ima pomembno vlogo pri nastanku obstruktivne plju¢ne bolezni. S kli-
ni¢nimi preiskavami prepoznavamo le spremembe delovanja, tezko pa odkrijemo in lo¢imo
vrsto vnetja. Izzvan izmecek (induciran sputum) je novejsa, neinvazivna metoda, s katero
ugotavljamo vrsto in aktivnost vnetnega dogajanja v dihalnih poteh. Zeleli smo ugotoviti ali
je izbrana metoda diagnosti¢no uporabna za ugotavljanje vrste in aktivnosti vnetnega doga-
janja pri bolnikih z astmo in kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo. Zanimal nas je delez
vnetnih celic in koncentracija topnih oznacevalcev vnetja. V raziskavo smo vkljucili 21 zdravih
preiskovancev, 17 bolnikov z astmo in 6 bolnikov s kroni¢no odstruktivno plju¢no boleznijo
v ustaljeni fazi bolezni. Z metodo izzivanja izmecka (induciranja sputuma) smo pridobili vzorce
in v njih dolo¢ili delez, vrsto vnetnih celic in koncentracijo eozinofilne kationske beljakovine
in nevtrofilne elastaze. Merili smo tudi serumsko koncentracijo eozinofilne kationske belja-
kovine in nevtrofilne elastaze. DeleZ eozinofilcev je bil pri bolnikih z astmo (8,2 10,8 %)
statisti¢no znacilno vedji kot pri zdravih preiskovancih (0,3 0,6 %) (p <0,05). DeleZ eozino-
filcev pri bolnikih s KOPB je bil (2,4 + 1,9 %). DelezZ nevtrofilcev je bil pri bolnikih s kroni¢no
obstruktivno plju¢no boleznijo (89,5 +2,0 %) statisticno znacilno vedji kot pri bolnikih z ast-
mo (65,8+23,7%) (p<0,05). Koncentracija eozinofilne kationske beljakovine v izzvanem
izmecku je bila pri bolnikih z astmo (148 +103,5 pg/1) in pri bolnikih s kroni¢no obstruktiv-
no pljucno boleznijo (112,7 £122,2 ng/1) statisticno znacilno visja kot pri zdravih preiskovancih
(48,3+36,8 ng/l) (p<0,05). Delez eozinofilcev in koncentracija eozinofilne kationske belja-
kovine v izzvanem izmecku sta diagnosti¢no uporabna za razlikovanje bolnikov z astmo od
zdrave populacije. DeleZ nevtrofilcev v izzvanem izmecku je primeren za razlikovanje bol-
nikov s kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo od bolnikov z astmo. Merjenje koncentracije
eozinofilne kationske beljakovine in nevtrofilne elastaze v izzvanem izmecku in serumu ne
razlikuje bolnikov s kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo in astmo.

ABSTRACT
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Airway inflammation is fundamental to the persistence of asthma and chronic obstructive
pulmonary disease. The hypothesis that induced sputum cell counts and mediators could
help discriminate between between asthma and chronic obstructive pulmonary disease was
tested. Cell counts and the concentration of ECP and PMN elastase were measured in indu-
ced sputum and serum of 21 healthy subjects, 17 patients with asthma and 6 with stable chronic
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obstructive pulmonary disease. Induced sputum eosinophils were significantly higher in case
of asthma (8.2 £10.8%) than in healthy subjects (0.3 £0.6%) (p <0.05), but chronic obstruc-
tive pulmonary disease (2.4 +1.9). Neutrophil counts were significantly higher in patients
with chronic obstructive pulmonary disease (89.5%, S.D. 2.0%) than in those with asthma
(65.8%, S.D. 23.7%) (p<0.05). Induced sputum ECP were higher in asthma (148 +104 pug/1)
and chronic obstructive pulmonary disease (113 +122 ug/1) than in healthy subjects (48 +37 ug/1)
(p<0.05). Eosinophil counts and ECP concentration in induced sputum could be used to dis-
criminate between patients with asthma and healthy subjects. Neutrophil counts in induced
sputum could be used to discriminate between patients with chronic obstructive pulmonary
disease and asthma. However, measurement of ECP and PMN elastase concentration in indu-
ced sputum and serum would not discriminate between patients with chronic obstructive

pulmonary disease and asthma.

uvobD

Za obstruktivne plju¢ne bolezni je znacilna
zoZitev svetline ter povecanje upora v dihal-
nih poteh. Merilo za postavitev diagnoze je
zmanjsanje razmerja FEV,/VC (Tiffeneaujev
indeks) pod 0,7 pri preiskavi plju¢ne funkcije.

Najpogostejsi obstruktivni bolezni plju¢
sta astma in kroni¢na obstruktivna plju¢na
bolezen (KOPB). Kljub temu, da se razlikuje-
ta glede na etiologijo, zdravljenje in napoved,
ima pribliZzno 10 % bolnikov z obstruktivno
motnjo ventilacije klinicne znacilnosti tako
astme kot KOPB (3, 4). Z uporabo obicajnih
diagnosti¢nih testov ne moremo zanesljivo
postaviti diagnoze predvsem pri odkrivanju
zgodnjih oblik KOPB ter pri lo¢evanju med
napredovalo obliko KOPB in kroni¢no trajno
astmo (5).

KOPB je bolezen z napredovano obstruktiv-
no motnjo ventilacije, ki je le delno povratna
(6, 7). Poleg kroni¢nega vnetja, razrasCanja
veziva, hipertrofije gladkih misi¢nih celic in
povecanega izloCanja sluzi v manjsih bronhih
in bronhiolih je prizadet tudi plju¢ni paren-
him, ki se kazZe z nastankom panlobularnaga
emfizema (8). Od vnetnih celic prevladujejo
nevtrofilci, ki hitro prehajajo skozi steno v svet-
lino dihalnih poti. Globlje v sluznici najdemo
makrofage, citotoksi¢ne limfocite T (CD8+)
in le majhno $tevilo nevtrofilcev. DeleZ eozino-
filcev se lahko pomembno zvisa ob poslabanjih
bolezni (4). Nevtrofilci kaZejo visoko stopnjo
aktivnosti, medtem ko si rezultati raziskav gle-
de aktivnosti eozinofilcev nasprotujejo (6, 9).
Aktivnost posameznih vrst celic ugotavljamo
z merjenjem koncentracij topnih oznacevalcev.
Nevtrofilci izlo¢ajo mieloperoksidazo (MPO)

in nevtrofilno elastazo (EN), za eozinofilce
je znacilna eozinofilna kationska beljakovina
(EKB) (10).

Pri astmi je obstruktivna motnja ventilaci-
je povsem ali moc¢no povratna po zdravljenju
ali spontano. Znacilen histologki izvid sluznice
bronhov pokaze prisotnost Stevilnih eozino-
filcev (9). Delez teh celic, pri katerem lahko
z gotovostjo trdimo, da gre za astmatsko vnet-
je, $e ni natancno dolocen. DeleZ eozinofilcev
pri zdravih osebah ne presega 2,4 % (10, 11).
Pri astmi vzdrZujejo vnetno dogajanje limfo-
citi T (CD4+) (9, 14). Preoblikovanje dihalnih
poti je posledica kroni¢nega vnetja, poskod-
be epitela zaradi delovanja EKB, razrascanja
vezivnega tkiva ter hipertrofijije gladkih misic-
nih celic. Nezdravljena ali slabo vodena bolezen
poslabsa povratnost obstruktivne motnje in
povzrodi trajno zoZenje svetline (8).

Izzvani izmecek (II) je preiskavna meto-
da, s katero spodbudimo naravno izlo¢anje
sluzi iz dihalnih poti. Preiskovanec vdihava
aerosol izo- ali hipertoni¢ne raztopine, ki dra-
71 sluznico, sprozi kaselj in izkasljevanje
izmecka (19). V vzorcu II ugotavljamo prisot-
nost in aktivacijo vnetnih celic ter prisotnost
topnih oznacevalcev vnetja (17,18). Najvedji
delez izmecka izvira iz sapnika in ve¢jih bron-
hov, medtem ko je delez iz perifernih dihalnih
poti manjsi (20-22). Z barvanjem citologkih
preparatov lo¢imo vnetne celice med seboj in
od celic dihalnega epitela (23). V supernatantu
in usedlini vzorca lahko merimo koncentra-
cije vnetnih beljakovin (24, 25).

Pomembna prednost II pred ostalimi prei-
skovalnimi metodami je neinvazivnost in dobra
ponovljivost vzorcev (32). V spontanem izmec¢-
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ku je manj ohranjenih celic, kakovost prepa-
ratov je slab$a (26), a pomembnih razlik pri
Stevilu celic in diferencialni sliki ni (27). Pri
bronhovezikularem izpiranju izvirajo vzorci
predvsem iz perifernih dihalnih poti, kjer je
ve¢ makrofagov in limfocitov (28). PriIl pre-
vladujejo nevtrofilci in epitelne celice (29, 30).
Z 11 je najbolj primerljivo bronhialno izpira-
nje, ker pri obeh preiskavah zbiramo vzorce
iz ve¢jih dihalnih poti (31).

Pri nekaterih bolnikih z obstruktivno mot-
njo ventilacije Sele s prepoznavo tipa in
aktivnosti vnetja postavimo diagnozo bolezni
in predpiSemo ustrezno zdravljenje. Rezultati
klini¢nih $tudij kaZejo, da je II v teh primerih
najbolj primerna preiskovalna metoda (31).
Bolnike s KOPB lahko odkrijemo v zgodnji fazi
bolezni, ko so klini¢ni simptomi in obstrukcij-
ska motnja $e slabo izraZeni (32). Pri bolnikih
z astmo potrdimo diagnozo, $e posebej, kadar
so rezultati funkcionalnih preiskav v obmodju
mejnih vrednosti. Metoda je uporabna tudi
za spremljanje odziva na protivnetno zdravlje-
nje in vnetnega dogajanja med poslabsanji (33).

NAMEN IN HIPOTEZA

Zeleli smo ugotoviti, ali je II diagnosti¢no
uporabna metoda za ugotavljanje vrste in
aktivnosti vnetnega dogajanja pri bolnikih
z obstruktivnim sindromom.

Delovna hipoteza: Bolnike z astmo bomo
loc¢ili od bolnikov s KOPB in zdravih preisko-
vancev glede na deleZ posameznih vnetnih
celic in koncentracijo topnih oznacevalcev
vnetja.

PREISKOVANCI IN METODE
DELA

Preiskovanci

Iz racunalniSkega sistema MEDO Bolnisnice
Golnik, Klini¢nega oddelka za plju¢ne bolez-
ni in alergijo smo poiskali bolnike z glavno
odpustno diagnozo astma (J49 po 10. med-
narodni razvrstitvi bolezni MKB) in KOPB
(J448 ali J449). Vsi bolniki so bili v ustaljeni
fazi bolezni.

Vecina preiskovanih bolnikov z astmo je
redno uporabljala inhalacijske glukokortikoi-
de in simpatikomimetik v razprsilu. Nekateri

so ob tem prejemali tudi montelukast. Bol-
niki s KOPB so prejemali Berodual® za Sirjenje
bronhov (kombinacija salbutamola in ipra-
tropijevega bromida, Boehringer Ingelheim).
Kot nadzorno skupino smo vkljucili zdrave
prostovoljce.

Preiskovance smo razdelili v kadilce in
nekadilce. Stevilo pokajenih cigaret smo izrazi-
li s produktom med $tevilom zavojckov (po
20 cigaret), pokajenih na dan, in Stevilom let
kajenja (zavojcek/leto). ZabeleZili smo prisot-
nost morebitnih drugih bolezni in prejemanje
zdravil za druge bolezni. Preiskovanci so bili
o namenu in ciljih raziskave seznanjeni in so
podpisali pristanek za sodelovanje v raziska-
vi. Raziskavo je odobrila Republiska komisija
za medicinsko etiko pri Ministrstvu za zdrav-
je (Stevilka 79/02/02).

Odvzem krvi

Na zacetku smo preiskovancem odvzeli vzorec
krvi, pustili, da se strdi pri sobni temperaturi
eno uro, ga nato centrifugirali in serum shra-
nili pri temperaturi 20 °C.

Meritev pljuéne funkcije

Plju¢no funkcijo smo merili pred izzivanjem
izmecka in po njem. Z vitalografom (Vita-
lograph 2160, Vitalograph, Ennis, Velika
Britanija) smo izmerili FEV/ ter vitalno kapa-
citeto (VC) in izracunali razmerje FEV,/VC.
Ce se je FEV, po izzivanju izmecka zmanjsal
za vec kot 15 %, je preiskovanec prejel 4 vpi-
he po 100 pg hitro delujocega salbutamola za
Sirjenje bronhov v obliki razprsila (Ventolin®,
GlaxoWellcome). Plju¢no funkcijo smo izme-
rili tudi med samim izzivanjem izmecka, ¢e
je preiskovanec zacel teZje dihati ali je imel
obcutek ti§¢anja v prsnem kosu.

Izzivanje izmeéka

Za izzivanje izmecka smo uporabili PariMa-
ster vlaZilnik s Pari LL uparjalnikom, pretok
0,48 ml/min, srednji premer delcev 3,6 um
in 65% vseh delcev pod 5um (Pari GmbH,
Starnberg, Nemcija). Meritve smo opravili
v dopoldanskem ¢asu med 8. in 12. uro. Prei-
skovanec je 15 minut vdihaval aerosol 4,5 %
raztopine natrijevega klorida.

427



428

S. AVCIN, M. JEZERNIK OCENA TIPA IN AKTIVNOSTI VNETJA PRI BOLNIKIH ...

Obdelava Il

II smo takoj laboratorijsko obdelali. Dodali
smo enako koli¢ino 10 % raztopine ditiotreito-
loma (DTT) (Sputolysin® Reagent, Calbioc-
hem-Novabiochem Corporation, San Diego,
Kalifornija, ZdruZene drZave Amerike) v raz-
topini fosfatnega pufra in ¢ez 15 minut vzo-
rec prefiltrirali. Za Stetje celic v Neubauerjevi
komori (Neubauer Fein-optik, Bad Blan-
kenburg, Nemcija) smo odvzeli 25 pl vzorca,
preostali vzorec smo 10 minut centrifugirali
pri 2500 vrtljajih/min. Supernatant smo shra-
nili pri temperaturi —20 °C za kasnejse doloca-
nje koncentracije EKB in EN. Usedlino smo
citocentrifugirali na objektna stekelca s cito-
centrifugo Cytospin 3 (Shandon Southern Pro-
ducts Limited, Velika Britanija) 5 minut pri
1250 vrtljajih/min. En preparat smo utrdili
v metanolu in barvali po Papanicolau (PAP)
po vpeljanem postopku. Tri preparate smo
posusili na zraku, dva od teh smo barvali po
metodi May-Grunwald-Giemsa (MGG) in
enega s Toluidinskim modrilom.

Stetje in doloéanje celic

Steli smo do 200 vnetnih celic in razlikova-
li med nevtrofilci, eozinofilci, makrofagi in
limfociti. Mononuklearne celice smo Steli kot
limfocite. Celic plo$catega in dihalnega epitela
nismo teli. Stevilo prestetih celic posamez-
ne vrste smo prikazali kot deleZ te vrste celic
v IL. Pri $tetju celic smo uporabili enosmer-
no slepo metodo.

Doloéanje koncentracije
EKB in EN

Koncentracijo EKB v supernatantu I in serumu
smo izmerili z uporabo komercialnega fluores-
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cen¢no encimsko imunskega testa Pharmacia
UniCAP FEIA po navodilu proizvajalca (Phar-
macia and Upjohn Diagnostics AB, Uppsala,
Svedska). Koncentracijo EN v supernatantu
II in serumu smo izmerili z uporabo encim-
sko imunskega prodajnega seta Milenia PMN
elastaza EIA po navodilu proizvajalca (DPC
Biermann GmbH, Bad Nauheim, Nemcija).

Preiskave smo opravili na Oddelku za res-
piratorno fiziologijo in patofiziologijo, v Labo-
ratoriju za citopatologijo in Imunoloskem
laboratoriju Bolni$nice Golnik, Klini¢nega
oddelka za plju¢ne bolezni in alergijo v ¢asu
od marca do avgusta 2002.

] ®
Statistiéne metode

Podatke smo prikazali s povpre¢no vrednost-
jo in standardnim odklonom. Za preverjanje
nicelnih hipotez smo uporabili Wilcoxonov
test z vsoto rangov, test hi-kvadrat in koefi-
cient korelacije po Pearsonu. Nicelne hipoteze
smo zavrnili s 5% tveganjem (p<0,05).

REZULTATI

Demografski podatki za vse preiskovance so
prikazani v tabeli 1. Bolniki s KOPB so bili sta-
tisti¢no znacilno starejsi od bolnikov z astmo
in od zdravih preiskovancev. Vse tri skupine so
se med seboj statisti¢no znacilno razlikovale
vdelezu (%) FEV,. Rezultat FEV, na kontrolnem
pregledu najvec Sest mesecev pred preiskavo
pri nobenem od bolnikov ni odstopal za ve¢ kot
100 ml.

Preiskovanci med izzivanjem izmecka
niso navajali izrazitih osebnih teZav, le neka-
teri so toZili nad pekocim obcutkom v grlu.
Vsi zdravi preiskovanci in bolniki z astmo so

Tabela 1. Osnovni demografski podatki za zdrave preiskovance, bolike z astmo in KOPB. Statisticno pomembne razlike med skupinami
(p<0,05) s0 oznacene s *in*. Legenda: Z — Zenske in M— moski. Rezulati so prikazani s srednjo vrednosfio in standardnim ocklonom.
FEV, jie volumen izclhanega zraka v prvi sekundi forsiranega izdlha pred II. Stevilo pokajenih zavojcek/leto prikazuje Stevilo let, v katerih

e preiskovanec pokadil 20 cigaret (en zavojcek) na dan.

Tdravi Astma KoPB
Stevilo preiskovancev 2100212M 17007, 7 M) 6(175M
Kadilci 5(17,4M 627, 4M 6(17,5M
Glukokortikoidi 0 12(616M) 0
Starost (leta)* 42,7155 51,0+18,3 70,2+11,1*
EEV] (%) 100,7 9,1+ 74,9 26,7+ 425+11,3
Stevilo pokajenih zavojcek /leto 16,0£12,0 32,8+16,9 43,0+22,9
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Tabela 2. Volumen in koncentraciia celic v I pri zdavih preiskovanch,
bolnikih z astmo in KOPB. Rezulfati so prikazani s srednjo vred-
nostjo in standardnim odklonom. Statisticno pomembne razlike
med skupinami (p<0,05) so oznacene s * in *. Legenda:
Il = izzvani izmecek.

Tdravi Astma KopB
Volumen 3,7+2,0 43+35 44+31
izmetka [ml]
Stevilocelic ~ 183,2+99,4* 613553+ 183,0+99,1*
villl

1T izkasljali v zadnjih minutah ali nekaj minut
po preiskavi. Bolniki s KOPB so izkasljevali Ze
po prvih minutah preiskave. Po vdihavanju
hipertoni¢ne raztopine se je 35 % bolnikom
z astmo in 66 % bolnikom s KOPB FEV, zmanj-
Sal za vec kot 15 %, kar pri zdravih preisko-
vancih nismo opazili. Dva bolnika z astmo
nista uspela izkasljati II. Skupine preiskovan-
cev se po volumnu II niso statisticno znacilno
razlikovale med seboj, so pa bolniki z astmo
imeli statisti¢no znacilno vec celic v II kot bol-
niki s KOPB in zdravi preiskovanci (p <0,05)
(tabela 2).

Tabela 3. DeleZ in koncentracija posameznih vist celic v Il pri zdhavih
preiskovancih, bolnikih z astmo in KOPB. Rezultati so prikazani
s srednjo vrednostjo in standardnim odklonom. Statisticno
pomembne razlike med skupinami (p< 0,05) so oznacene s * in*.

dravi Astma KoPB
Fozinofici [%] ~ 0,3+0,6*"  8,2+10,8* 2419
Nevirofilci [%] ~ 80,0+19,6 6584237  895+7*
Makrofogi [%] 19,3187 25,1253 74433
Limfocii [%] 0,4+04 09+11 07+1
Eozinofilci/pl 08+19%  481+81,2* 3,841"
Nevtrofild/pl -~ 137,9+57,0*  4552+483,3* 160,7+984
Makrofogi/pl ~ 43,8+70,5%  106,7+103,2*  13,0+83
Limfocifi /pl 09+15 3,2+44 2129

Tabela 4. Koncentraciie EKB in EN'v supemnatantu Il in serumu pri
zdravih preiskovancih, bolnikih z astmo in KOPB. Rezultati so pr-
kazani s srednjo vrednostio in standardnim odklonom. Stafisticno
pomembne razlike med skupinami (p< 0,05) so oznacene s *
in* (test hi-kvadlat). Legenda: EKB — eozinofilna kationska belja-
kovina; EN — elastaza nevtrofilcev; Il — izzvani izmecek.

Idravi Astma KopB

DeleZ eozinofilcev v II je bil najvedji pri EKB/\HI 483+368" 1489£1035" 11271222
bolnikih z astmo in se je statisti¢no znacilno W
razlikoval (p <0,05) od skupine zdravih prei- EKB/\ll]serumu 8261 11,684 18,584
skovancev. Tudi pri bolnikih s KOPB je bil W
delez eozinofilcev v II znacdilno vedji kot pri vl 84787 1936+2614 33,5337
B 0 N s [ng/ml]
zdravih preiskovancih. Najvedji deleZ nevtro- ) 31435477 13271197 2665244098
filcev v II je imela skupina bolnikov s KOPB, VS TR, A I
I . o o o [ng/mi]
i smo jo lahko statisticno znacilno locili
300 100 v—,
o o 0 o0 o
250 . . 80
= L] .
2 20 . .
S - 60 o
E = .
2 150 . = . .
4 w0{
= 100 .
= . .
50 g ) 20
0 ‘ ‘ 0 ‘ ‘ ‘
0 20 40 60 80 100 0 10 20 30 40
Nevtrofilci v sputumu % Eozinofilci v sputumu [%]

Slika 1. Odvisnost koncentracije EKB v Il od deleZa nevirofilcev
pri bolnikih z astmo (r=0,59 in p< 0,05, test skladnosti rangov

po Pearsonu).

Slika 2. Odvisnostdeleza FEV, od deleza eozinofilcev v If pri
bolnikih z astmo (r=—=0,71 in p< 0,03, fest korelacije rangov
po Pearsonu).
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od skupine bolnikov z astmo. Najvedji delez
makrofagov v II smo ugotovili pri bolnikih
z astmo (tabela 3).

Najvisjo koncentracijo EKB v II smo izme-
rili pri bolnikih z astmo (tabela 4). Skupina
bolnikov z astmo in skupina bolnikov s KOPB
sta se v koncentraciji EKB v II statisti¢no zna-
Cilno razlikovali od zdravih preiskovancev
(p<0,05), ne pa tudi med seboj.

Pri bolnikih z astmo smo ugotovili sta-
tisticno znacilno povezavo med deleZem
nevtrofilcev in koncentracijo EKB v II (sli-
ka 1). Pomembne povezave med deleZem
eozinofilcev in EKB nismo ugotovili.

Pri bolnikih z astmo smo ugotovili sta-
tisticno znacilno povezavo med deleZzem
eozinofilcev v I in vrednostjo FEV,, izmer-
jeno pred II (slika 2).

RAZPRAVA

Preiskovanci

Zdrave preiskovance smo izbrali po klini¢nih
merilih, ki na osnovi anamnesti¢nih podatkov
niso imeli plju¢ne ali druge kroni¢ne bolez-
ni. V raziskavo smo jih vkljucili z namenom,
da bi ugotovili mejne vrednosti za deleZe vnet-
nih celic v IT ter koncentracijo EKB in EN v II
in serumu ter na osnovi teh vrednosti lo¢ili
normalen in patoloski laboratorijski izvid.

Pri bolnikih z astmo nismo upostevali
etiologije bolezni, saj je tip vnetja enak pri
alergijski in nealergijski astmi. Vkljucili smo
tudi bolnike, ki so prejemali inhalacijske glu-
kokortikoide. Njihovi rezultati se niso bistveno
razlikovali od rezultatov bolnikov z astmo, ki
teh zdravil niso prejemali.

Bolniki z astmo so imeli v povprecju pred
preiskavo manj$o vrednost FEV, od pricakova-
ne, prav tako so imeli povecan delez eozino-
filcev v dihalnih poteh. Statisticno pomembna
negativna povezava med deleZem eozinofilcev
vIlin FEV, je skladna s podatki iz literature,
da je pri bolnikih z astmo plju¢na funkcija
odvisna od aktivnosti vnetja v dihalnih poteh.
Tudi z na$o raziskavo ugotavljamo, da vnetje
v dihalnih poteh v ustaljeni fazi astme vztra-
ja kljub protivnetnemu zdravljenju (13, 14).

Izzivanje izmeéka

Pri bolnikih s KOPB se je po preiskavi vrednost
FEV, pri dveh tretjinah bolnikov zmanjsala
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za ve¢ kot 15 %, vendar se je po uporabi hitro
delujocega zdravila za Sirjenje bronhov ¢ez
nekaj minut vrnila na izhodno vrednost. 15 %
zmanjsanje FEV, pri bolnikih s slabo plju¢no
funkcijo e ne pomeni hude bronhialne preod-
zivnosti. Upor se zaradi predhodno prisotne
obstrukcije mo¢no poveca Ze ob majhnem
dodatnem zoZenju svetline bronhov.

Tretjina bolnikov z astmo je imela po prei-
skavi FEV, manjsi za ve¢ kot 15%. Pri eni
bolnici, zdravljeni z inhalacijskimi glukokor-
tikoidi, se je vrednost FEV, zmanjsala za vec¢
kot 40 %. Sklepamo, da je vzrok temu moc¢no
vnetno dogajanje, ki je prisotno kljub zdrav-
Jjenju.

Vdihavanje aerosola hipertoni¢ne razto-
pine lahko pri bolnikih s povecano odzivnostjo
dihalnih poti sproZi spasti¢no zoZenje bron-
hov. Zaradi tega morajo pred preiskavo prejeti
inhalacijsko zdravilo za Sirjenje bronhov, ki
preprecuje nastanek izrazitega zoZenja bron-
hov, in po potrebi tudi med samim postopkom.
Omogoceno naj bo tudi takoj$nje merjenje
plju¢ne funkcije. Na osnovi lastnih ugotovi-
tev se pridruZujemo mnenju vecine avtorjev,
da je preiskava pod navedenimi pogoji var-
na tudi pri bolnikih s slabo plju¢no funkcijo
in povecano odzivnostjo dihalnih poti (17, 21).

Pri zdravih preiskovancih navajajo tuji
avtorji uspesnost izzivanja izmecka do 80 %,
medtem ko je bila v nasi raziskavi uspe$nost
100% (39). Dlje kot traja postopek izzivanja
izmecka, vedji je delez celic iz perifernih dihal-
nih poti (20). Tako se poveca deleZ makrofagov
in zmanj$a deleZ nevtrofilcev. Z namenom,
da bi zmanjsali deleZ celic iz perifernih dihal-
nih poti, je postopek v nasi raziskavi trajal
15 minut. V tem casu je deleZ celic iz malih
dihalnih poti zanemarljiv (33). DraZenje sluz-
nice spodbuja prihod nevtrofilcev v svetlino
dihalne poti, zato IT ne smemo ponoviti nasled-
nji dan (34).

Stetje celic in doloéanje topnih
oznaéevalcev vnetja

Vsak laboratorij ima svoj protokol pridobiva-
nja in obdelave vzorcev II, zato so absolutni
rezultati med laboratoriji slabse primerljivi.

Delez eozinofilcev v II je bil znacilno vedji
pri bolnikih z astmo kot pri zdravih preisko-
vancih. Sestindestdeset odstotkov bolnikov
z astmo je imelo deleZ eozinofilcev v IT vedji,
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kot je bila mejna vrednost pri zdravih prei-
skovancih. Ta delezZ se je e povecal, ¢e smo
upostevali absolutno koncentracijo celic v II.
Na osnovi teh ugotovitev se pridruZzujemo
mnenju vecine ostalih avtorjev, da II je klini¢no
uporabna metoda za ugotavljanje eozinofili-
je v dihalnih poteh (13,14). Kot smo omenili
Ze prej, je bila prisotna eozinofilija v IT tudi
pri bolnikih z astmo, ki so prejemali inhala-
cijske glukokortikoide Ze nekaj mesecev pred
preiskavo. Louis in sodelavci menijo, da je
mozZen vzrok temu stalna izpostavljenost
alergenom v okolju, pogoste virusne okuzbe
dihal ali pa je koncentracija inhalacijskega
glukokortikoida v perifernih dihalnih poteh
prenizka, da bi u¢inkovala na globlje plasti
bronhialne stene (13). Poleg teh vzrokov nava-
jajo moZnost, da je pri nekaterih bolnikih
protivnetni u¢inek glukokortikoidov omejen.
Ugotovitev podpirajo s tem, da se deleZ eozi-
nofilcev v II pri preiskovanih bolnikih ni
bistveno spremenil kljub petkratnemu povi-
$anju odmerka inhalacijskega glukokortikoida
ali uvedbi sistemskega glukokortikoidnega
zdravljenja.

Tudi v skupini bolnikov s KOPB je bil deleZ
eozinofilcev poviSan in se ni znacilno razliko-
val od deleza pri bolnikih z astmo. Statisticna
znacilnost med skupinama bolnikov se je
pokazala, ¢e smo primerjali absolutno koncen-
tracijo eozinofilcev v II. Tudi drugi avtorji
ugotavljajo, da ima dolo¢ena skupina bolni-
kov s KOPB pomemben deleZ eozinofilcev
v bronhialni sluznici in obenem opazajo, da
se le-ti bolniki odzovejo na zdravljenje z inha-
lacijskimi glukokortikoidi (7, 9). S pomodjo IT
bi tako lahko predvideli, ali se bo bolnik
s KOPB odzval na zdravljenje z inhalacijskimi
glukokortikoidi. Vzrok prisotnosti eozinofil-
cev v bronhialni sluznici pri bolnikih s KOPB
$e ni dokon¢no pojasnjen. Nekateri menijo,
da pridejo v dihalne poti neselektivno. Laco-
ste in sodelavci pa menijo, da tudi pri bolnikih
s KOPB nastajajo vnetne beljakovine, ki pri-
vabljajo eozinofilce v dihalne poti, a v veliko
manj$em obsegu kot pri bolnikih z astmo (9).
Vzroki za nevtrofilijo so bolje pojasnjeni.
V dihalne poti jih privabljajo izlocki iz akti-
viranih makrofagov. Drazljaj za aktivacijo je
najpogosteje cigaretni dim. Aktivirani makro-
fagi privabijo v bronhialno steno najprej
citotoksi¢ne limfocite T. Vnetni proces se

nadaljuje s privabljanjem nevtrofilcev, ki hitro
prehajajo v svetlino dihalne poti. To je tudi
razlog, da v II bolnikov s KOPB prevladuje
delez nevtrofilcev, medtem ko pri bronhial-
ni biopsiji najdemo vec¢inoma makrofage in
limfocite (7). V nasi raziskavi je bil delez
nevtrofilcev najvedji pri bolnikih s KOPB in
znacilno vedji kot pri bolnikih z astmo, ven-
dar se statisti¢no znacilno ni razlikoval med
bolniki s KOPB in zdravimi preiskovanci.
Obeh skupin nismo mogli razlikovati niti, ¢e
smo upostevali absolutno koncentracijo celic
v II. Podatek nas je presenetil, saj ni primer-
ljiv z rezultati ostalih raziskav, pri katerih je
bila med bolniki s KOPB in zdravimi preisko-
vanci znacilna razlika. DeleZ nevtrofilcev
v II je bil pri bolnikih s KOPB zelo podoben
ostalim raziskavam, medtem ko je bil pri zdra-
vih preiskovancih prevelik. MoZen razlog za
odstopanje rezultata pri zdravih preiskovan-
cih je vkljuditev kadilcev v skupino zdravih
preiskovancev (39). Tudi brezsimptomatska
virusna okuzba dihal povzroc¢a nevtrofilijo
v dihalnih poteh (12).

Hoteli smo ugotoviti tudi povezavo med
delezem eozinofilcev in koncentracijo EKB
v II. Ker je razloc¢evanje celic ¢asovno zamu-
den postopek, nekateri avtorji predlagajo
merjenje koncentracije EKB v supernatantu
II, ki naj bi odrazala Stevilo eozinofilcev
v dihalnih poteh (24). Rezultati tujih $tudij
so pokazali, da je omenjena povezava obsezna
in $e ne dokonéno pojasnjena. Pri nekaterih
bolnikih z astmo nara$ca koncentracija EKB
sorazmerno z deleZem eozinofilcev. Pri dru-
gi skupini bolnikov z astmo je ob majhnem
deleZu eozinofilcev prisotna visoka koncen-
tracija EKB (40). Enako so pokazali tudi nasi
rezultati. Sklepamo, da je merjenje koncen-
tracije EKB klini¢no manj primerna metoda
in slabo primerljiva z ugotavljanjem deleza
eozinofilcev. Med bolniki z astmo in KOPB
v koncentraciji EKB ni bilo znacilnih razlik.
Pridruzujemo se mnenju, da merjenje kon-
centracije EKB manj zanesljivo razlikuje
omenjeni skupini preiskovancev (41). Zani-
mive rezultate so pri svoji raziskavi dobili
Suskovi¢ in sodelavci, ki pri bolnikih z astmo
ugotavljajo znacilno povezanost med deleZzem
nevtrofilcev in koncentracijo EKB v II (42).
Tak$ne rezultate ugotavlja tudi nasa raziska-
va. Sudkovi¢ in sodelavci menijo, da so vzrok
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nevtrofilne proteaze, ki degranulirajo eozino-
filce in sproscajo EKB (42).

Koncentracija EKB v serumu je bila pri
vseh treh skupinah preiskovancev priblizno
enaka in slabo povezana s koncentracijo v II
ter neprimerna za lo¢evanje bolnikov z astmo
od bolnikov s KOPB ali zdravih preiskovan-
cev. EKB v krvi verjetno izvira predvsem
iz krvnih eozinofilcev. Koncentracija EKB
v serumu je manj natancna za ugotavljanje
eozinofilije zaradi manjSega deleZa in manj-
e aktivnosti eozinofilcev v krvi v primer-
javi z bronhialno sluznico. Eozinofilija se
v krvi pojavi tudi pri ostalih alergijskih bolez-
nih, kar mo¢no zmanjsa specifi¢nost rezul-
tata (12).

Merjenje EN v I in serumu se je izkazalo
za neprimerno pri loevanju med astmo in
KOPB, saj se skupine preiskovancev med seboj
niso statisti¢no znacilno razlikovale. V litera-
turi nismo zasledili raziskav, ki bi merile
koncentracijo EN v II pri odraslih bolnikih.
Ceprav smo najvigjo koncentracijo EN v II pri-
Cakovali pri bolnikih s KOPB, je bila ta najvisja
pri bolnikih z astmo.

Zaradi majhnega $tevila vkljucenih bolni-
kov, predvsem bolnikov s KOPB, ne moremo
podati trdnih sklepov. Kljub temu smo potr-
dili, da je II varna in enostavna preiskavna
metoda za ugotavljanje vnetja v dihalnih
poteh. Menimo, da najbolj zanesljivo bolni-
ke z astmo lo¢imo od zdravih preiskovancev
z ugotavljanjem deleza eozinofilcev v II.
Zaloc¢evanje bolnikov z astmo od bolnikov
s KOPB je najprimernej$a metoda primerja-
va tako deleZa eozinofilcev kot nevtrofilcev,
saj je eozinofilija lahko prisotna tudi pri bol-
nikih s KOPB. Merjenje koncentracije EKB je
po naSem mnenju manj primerna metoda
kot razlocCevanje celic v citoloskih prepara-
tih. V nadaljnjih raziskavah bi morali bolje
preucditi skupino bolnikov s KOPB z eozino-
filijo in visoko koncentracijo EKB v II ter vpliv
inhalacijskih glukokortikoidov na vrsto in
aktivnost vnetja v dihalnih poteh bolnikov
s KOPB.
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ZAKLJUCKI

Delez, e bolj pa koncentracija eozinofilcev
v II bolnikov dobro lo¢i skupini bolnikov
z astmo in KOPB od zdravih preiskovancev,
ne pa tudi skupini bolnikov med sabo.
Delez eozinofilcev in koncentracija EKB
v II sta diagnosti¢no uporabna za lo¢evanje
bolnikov z astmo od zdravih preiskovancev.
s KOPB in je primeren za razlikovanje bolni-
kov s KOPB od bolnikov z astmo, ne pa tudi
bolnikov s KOPB od zdravih preiskovancev.
Pri zdravih preiskovancih prevladuje
deleZ nevtrofilcev, kar ni skladno s predpo-
stavko, da prevladuje deleZ makrofagov.
Koncentracija EKB v II je poviana pri bol-
nikih z astmo in KOPB in ne loci teh dveh
skupin med sabo, lo¢i pa bolnike od zdravih
preiskovancev.
Koncentracija EN v II ne lo¢i med skupina-
ma bolnikov niti bolnikov od zdravih preisko-
vancev in je celo najmanjsa pri bolnikih s KOPB.

¢ Delez eozinofilcev v II ni povezan s kon-
centracijo EKB v II ali serumu.

* DelezZ nevtrofilcev v II ni povezan s kon-
centracijo EN v II ali serumu.

* Koncentracija EKB in EN v serumu ni
povezana s koncentracijo EKB in EN v II.
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