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KLINIKINIAI TYRIMAI

Indukuoty skrepliy 1astelinés sudéties savybés sergant alergine
ir nealergine astma

'Kauno medicinos universiteto Biomedicininiy tyrimy instituto Pulmonologijos laboratorija
?Kauno medicinos universiteto Pulmonologijos ir imunologijos klinika

RaktaZodZiai: alergine astma, nealerginé astma, indukuoti skrepliai, imuninés lgstelés.

Santrauka. Astma pasireiskia létiniu kvépavimo taky uzdegimu, kuriame dalyvauja jvairios
imunokompetentinés lqsteles, jy isskiriami mediatoriai ir adhezijos molekulés (Global Initiative
for Asthma (GINA), 2004). Klinikinéje praktikoje astma skirstoma j alergine ir nealergine, taciau
imunopatologinés Siy dviejy formy savybés iki Siol néra issamiai istirtos.

Tyrimo tikslas. [vertinti indukuoty skrepliy lqsteliy sudéties savybes sergant alergine ir ne-
alergine astma.

Metodai. Istyréme 41 pacientq (amZiaus vidurkis 51,8+1,5 mety), sergantj lengva persistuo-
jancia astma, negydyta inhaliuvojamaisiais ar sisteminio poveikio gliukokortikosteroidais.
Remiantis alergologinés anamnezés alerginiy odos diirio méginiy tyrimo duomenimis, Sie pacientai
suskirstyti j dvi grupes: sergantys alergine astma (n=21) ir nealergine astma (n=20). Visiems
tiriamiesiems atliktas spirometrinis tyrimas, bronchy provokacinis inhaliacinis méginys su
metacholinu, provokuojamajai metacholino dozei nustatyti (PD, ), ir skrepliy indukcija naudojant
hipertoning natrio chlorido tirpalq. Indukuoty skrepliy lqsteliy sudétis vertinta naudojant May-
Griinwald-Giemsa dazymo metodq.

Rezultatai. Pacienty, serganciy nealergine astma, skrepliuose rastas zZymiai didesnis lgsteliy
kiekis (1,97+0,33 vs 1,23%0,11x10%ml, p<0,01), neutrofily (1,34+0,18 vs 0,41+0,06x10%ml,
p<0,01); limfocity (0,36+0,04 vs 0,15+0,03x10°%ml, p<0,01) lyginant su serganciyjy alergine
astma analogiskais duomenimis. Eozinofily ir makrofagy kiekis skrepliuose tarp abiejy grupiy
tiriamyjy reikSmingai nesiskyré. Pacienty, serganciy nealergine astma, grupéje nustatyta sqsajy
tarp limfocity kiekio skreplivose ir PD,, (R =0,41, p<0,05). Alergine astma serganciyjy grupéje

nustatyta sqsajy tarp eozinofily kiekio skreplivose ir PD,, (R =0,71, p<0,05).
Isvados. Remiantis duomenimis, galima daryti prielaidq, kad nealerginés astmos patogenezei
gali buti reiksmingesni limfocitai, o alerginés astmos patogenezei — eozinofilai.

Ivadas

Astma — tai 1étiné uzdegiminé kvépavimo taky liga,
kliniskai pasireiSkianti bronchy obstrukcija (kuri is-
nyksta savaime) ir bronchy hiperreaktyvumu (1). Ta-
¢iau iki Siol neistirta, kas lemia padidéjusi bronchy
reaktyvuma. Manoma, kad svarbus vaidmuo tenka
persistuojanciam létiniam kvépavimo taky uzdegimui
(2, 3). Budingiausi patomorfologiniai pozymiai, ro-
dantys 1étini persistuojantj uzdegima ir jo padarinius
sergant astma, yra audiniy infiltracija leukocitais, epi-
telio pazeidimas, bazinés membranos sustoré¢jimas,
gleives sekretuojanciy lasteliy hiperplazija ir edema,
bronchy lygiuyju raumeny hipertrofija (4). Klinikingje

praktikoje astma vertinama kaip ivairialypé varijuo-
jancios klinikinés eigos liga, pasireiSkianti skirtingu
atsaku i gydyma. Jau 1947 metais F. M. Rackemann
su bendraautoriais astma suskirsté i iSoring, pasireis-
kiancia jaunesnio amziaus zmonéms (iki 30 mety), ir
viding, kliniskai pasireiskian¢ia vyresnio amziaus
zmonéms (vyresniems nei 40 mety) (5). Nuo 2001
mety astma klasifikuojama i alerging ir nealerging (6).
Visuotinés astmos iniciatyvos (GINA) rekomendaci-
jose alerginé ir nealerginé astma apibuidinamos kaip
kliniskai skirtingos, bet patomorfologiskai panasios
ligos formos (1), tadiau per pastaruosius du deSimt-
mecius pateikiama vis daugiau klinikiniy ir eksperi-
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mentiniy tyrimy duomeny, rodanciy $iy ligos formy
patomorfologinius ir patofiziologinius skirtumus. Ti-
riant alergine astma sergancius pacientus, jrodytas
eozinofily ir II tipo T limfocity pagalbininky (helpe-
riy) vaidmuo létinio ligos uzdegimo metu bei Siy las-
teliy sasaja su padidéjusiu bronchy reaktyvumu (2,
7). Deja, duomeny apie nealerginés astmos patomorfo-
loginius ir patofiziologinius poky¢ius iki Siol nedaug
ir jie priestaringi (8). P. Gibson su bendraautoriais tei-
gia, kad sergant nealergine astma, viena svarbesniy
lasteliy, dalyvaujanciy létiniame uzdegime, yra eozi-
nofilas (9), kiti tyréjai nurodo esant svarby putliyju
lasteliy vaidmeni (10). Tiriant uzdegiminio proceso
aktyvuma, rodantj azoto monoksido (NO) kiekj iSkve-
piamame ore, nustatyta, kad alergine astma sergan¢iuy
pacienty iSkvepiamame ore NO yra daugiau negu ser-
ganciyjy nealergine astma (11), be to, ju kvépavimo
takai jautresni jkvepiamam adenozino-5-monofosfatui
negu serganc¢iyju nealergine astma (12). Vertinant
indukuoty skrepliy lasteliy sudéti, nustatyta, kad, ser-
gant lengva astma, vyraujanti lastelé yra eozinofilas,
o sergant sunkia ir gydymui atsparia ligos forma skrep-
liuose randama daugiau neutrofily (13, 14). Deja, iki
Siol neaiski astmos uzdegimo procese dalyvaujanciy
lasteliy reik§mé padidéjusiam bronchy reaktyvumui.
E. Pizzini su bendraautoriais nustaté reikSmingy sasaju
sarysj tarp eozinofily kiekio skrepliuose ir bronchy
hiperreaktyvumo (13), o kiti autoriai nurodé silpna
(15) ar nereikSminga sasaja tarp Siy lasteliy ir bronchy
hiperreaktyvumo (16). Tai patvirtina hipoteze, kad
astma yra heterogeniné liga.

Sio tyrimo tikslas — nustatyti indukuoty skrepliy
lasteliy sudéti pacientams, sergantiems alergine ir
nealergine astma, bei galima sasaja su bronchy reak-
tyvumo pokyciais sergant Siomis ligomis.

Tirtyjy kontingentas ir tyrimo metodai
I$ Kauno medicinos universiteto klinikose ambu-
latoriskai konsultuoty pacienty pagal astmos tyrimo
protokola, patvirtinta Kauno regioniniame biomedi-
cininiy tyrimy etikos komitete, tyrimui atrinktas 41
pacientas, sergantis lengva persistuojancia astma.
Tiriamiesiems astma diagnozuota remiantis tarptau-
tiniais GINA kriterijais (1).
Tiriamyjy atrankos kriterijai:
e Astmos simptomai vargina ne maziau kaip 12 mé-
nesiy, bet ne ilgiau kaip ketverius metus.
e Pacientai, kurie negydyti ikvepiamaisiais ar geria-
maisiais gliukokortikosteroidais.
e Nerikantys ar riikg asmenys, kuriy ritkymo inten-
syvumas maziau kaip vienas pakelis per dieng ir
ne ilgiau nei penkeri metai. Tiriamyjy amzius —
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nuo 40 iki 70 mety.

e Visi tiriamieji bent viena ménesj iki tyrimo nesir-
go imine kvépavimo taky infekcija.

Pacientai, remiantis alergologinés anamnezés duo-
menimis (dusuli provokuojantys veiksniai) bei aler-
giniy odos diirio méginiy tyrimo duomenimis, suskirs-
tyti { dvi grupes: sergancius alergine astma (zinomi
dusuli provokuojantys alergenai, nustatytas isijautri-
nimas bent vienam tirtam alergenui, n=21) ir sergan-
Cius nealergine astma (n=20).

Odos ditrio méginiai. Tiriamyjy isijautrinimas ap-
linkos alergenams tirtas ir vertintas remiantis alerginiy
odos diirio méginiy su standartiniais namy dulkiy er-
kés Dermatophagoides pteronyssinus, 12 zZoliy Zie-
dadulkiy misinio, piktzoliy misinio, mikroskopiniy
grybu ir katés epitelio alergenais (Stallergen, Prancii-
zija) duomenimis, pagal Lietuvoje galiojancias reko-
mendacijas (17). Méginio teigiamai kontrolei naudotas
10 mg/ml histamino tirpalas, neigiamai kontrolei —
alergeny diagnostinio tirpalo skiediklis. Méginys ver-
tintas kaip teigiamas, kai vidutinis papulés dydis di-
desnis arba lygus 3 mm, didesnis arba lygus 50 proc.
histamino sukeltos papulés dydzio.

Spirometrija. Plauciy funkcija tirta spirometru
,»CustoVitM* (Custo Med, Vokietija). Nustatant di-
dziausig forsuoto iSkvépimo tiiri per pirmaja sekundg
(FEV)), kiekvienas tiriamasis pagal visuotinai priimta
metodika atliko ne maziau kaip tris kokybiskus for-
suoto iSkvépimo veiksmus (18).

Bronchy reaktyvumo tyrimas su metacholinu.
Bronchy reaktyvumas tirtas rezervuariniu metodu
(Provocations Test I, Pari, Vokietija), pradedant nuo
15 pg metacholino ir kas penkias minutes Sig doze
didinant du kartus iki suminés i plaucius patenkancios
1929 pg dozés (19). Apskaiciuota provokaciné meta-
cholino doz¢ (PD,,), sukelianti FEV, sumaZz¢jima 20
proc. palyginus su pradiniu FEV .

Skrepliy indukcija ir citologinis tyrimas. Skrepliy
atkoséjimui paskatinti buvo vartojamas skirtingy kon-
centraciju (3, 4 ir 5 proc.) hipertoninis natrio chlorido
tirpalas, skiriamas tiriamiesiems inhaliuoti per ultra-
garsinj purkstuva (DeVilbiss Health Care, Somerset,
JAV) pagal P. Chanez ir bendraautoriy apraSyta me-
todika (20). Tyrimo metu kas penkias minutes buvo
atlickamas spirometrinis tyrimas FEV matuoti. Tyri-
mas buvo nutrauktas, kai FEV, sumaZz¢jo daugiau kaip
20 proc. palyginus su pradiniais rodmenimis. Po
kiekvieno inhaliacijos etapo paciento buvo prasoma
atkoséti skrepliy i sterily indelj.

Skrepliai buvo atskiriami nuo seiliy priemaisy, su-
maiSomi su 0,1 proc. ditiotreitolio tirpalu (DTT; Sig-
ma-Aldrich, Vokietija) bei fosfatinio buferio druskos
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tirpalu (PBS; Sigma-Aldrich, Vokietija). Suspensija
filtruota per nailoninj filtra (Milipore, North Ryde,
NSW, Australija). Mikroskopu (B5 Professional, Mo-
tic, Kinija) jvertintas gauto tirpalo lasteliy gyvybin-
gumas, epitelio lasteliy skaicius, bendrasis lasteliy
skaiCius bei lasteliy kiekis viename grame skrepliy.
Kokybiskais laikyti tie preparatai, kuriuose gyvuju
lasteliy buvo ne maziau kaip 50 proc., o epiteliniy
lasteliy — ne daugiau kaip 20 proc. visy lasteliu. Las-
teliy suspensija centrifuguota 10 minuciy —4°C tem-
peratiiroje. Atskyrus supernatanta, lastelés praskiestos
fosfatinio buferio druskos tirpalu iki reikiamos kon-
centracijos 0,5—1x10° lasteliu/ml tirpalo, i§ kurio,
naudojant citocentrifuga (Shandon Southem Instru-
ments, Svickley, JAV), paruosti Iasteliy preparatai. Ci-
tologinis gauty preparaty tyrimas atliktas atsitiktinai
pasirinktame lauke, mikroskopu skaiciuojant standar-
tizuotu May-Griinvald-Giemsa metodu dazytas las-
teles (iki 400 lasteliy regéjimo lauke).

Statistiné analizé. Statistiné duomeny analizé at-
likta naudojant ,,SPSS Version 10.0 for Windows*
programinj paketa. Apskaiciuoti atskiry grupiy duo-
meny vidurkiai ir standartiné vidurkio paklaida. Kie-
kybiniy pozymiy skirtumo reikSmingumui jvertinti ap-
skaiCiuotas t-testas. Paklaidos tikimybé p<0,05 laikyta
ribine statistiniam reik§mingumui jvertinti. RySys tarp
tirtyju parametry nustatytas regresinés analizés me-
todu taikant Spearmano koeficienta.

Rezultatai

Tirtyju pacienty charakteristika pateikiama len-
teléje. Abieju grupiu pacientai nesiskyré amziumi, pra-
diniais plauciy funkcijos rodikliais (FEV,), astmos
simptomy trukme bei PD,

Atliekant indukuoty skrepliy tyrima, nustatyta, kad
pacienty, serganciy nealergine astma, skrepliuose

buvo reik§mingai didesnis bendrasis lasteliy, neutro-
fily ir limfocity kiekis palyginus su serganciyjy aler-
gine astma analogiskais duomenimis (1 pav).

Eozinofily bei makrofagy kiekis indukuotuose
skrepliuose reik§mingai nesiskyré. Indukuoty skrepliy
preparatas pateikiamas antrame paveiksle.

Vertinant indukuoty skrepliy lasteliy sudéties sa-
sajas su bronchy reaktyvumo poky¢iais, nustatyta sa-
saja tarp limfocity ir PD, sergant nealergine astma
(R=0,41, p<0, 05), kity lasteliy sasajos su PD, nerasta
(3 pav).

Alergine astma serganciyju grupéje nustatyta
sasaja tarp eozinofily kiekio skrepliuose ir PD,,
(R=0,71, p<0,05), o sasajos tarp kity lasteliy ir PD,,
nerasta (4 pav).

Atliekant skrepliy indukcija, Salutiniy reakcijy ne-
buvo. Visi indukuoty skrepliy méginiai buvo koky-
biski: 1asteliy gyvybingumas alergine astma serganc¢iuy
tiriamyjy méginiuose buvo 62,72+2,07 proc., sergan-
¢iyju nealergine astma — 62,82+1,91 proc.

Rezultaty aptarimas

Ivertinome alergine ir nealergine astma serganciy
pacienty indukuoty skrepliy lasteliy sudéti, kuri rodo
kvépavimo taky uzdegiminius poky&ius. Sio tyrimo
duomenys rodo, kad patomorfologiskai astma néra
vienalyté liga, t. y. alerginé ir nealerginé astma tar-
pusavyje skiriasi persistuojancio uzdegimo pobuidziu.

Modeliuodami tyrimo eiga, atkreipéme démesi i
tai, kad iki devintojo deSimtmecio atliktuose tyrimuose
uzdegimo mechanizmai astma sergantiems pacientams
dazniausiai buvo tiriami naudojant invazinius tyrimo
metodus: bronchoskopija, bronchy gleivinés biopsija
ar bronchoalveolini lavaza, todé¢l tai apribodavo gali-
mybe iStirti vyresnius ir sunkesne astma sergancius
pacientus. Sio tyrimo metu naudojome neinvazinio

Lentelé. Tirty asmeny pagrindinés charakteristikos

Charakteristika Alerzgrllr:m; ia)stma Neale(rrglir;eo )astma
Amzius (metai) 51,8+1,5 51,3+1,5
Vyrai/moterys 9/12 10/10
Pradinis FEV, (I) 3,53+0,1 3,77+0,5
Pradinis FEV, (proc. bitinojo dydzio) 98,0+4,5 90,0+3,1
Astmos simptomy trukmé (metai) 3,5+0,9 4,1+£1,2
PD,, (mg metacholino) 0,13+0,02 0,11+0,04

FEV, — forsuoto i8kvépimo tiris per pirmaja sekundg; PD,; — provokaciné metacholino doze, sukelianti
FEV, sumaz¢jima 20 proc. palyginti su pradiniu dydziu.
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1 pav. Indukuoty skrepliy lasteliy sudétis sergant alergine ir nealergine astma
* p<0,01 lyginant abiejy grupiy tyrimy duomenis.

2 pav. Indukuoty skrepliy méginio, dazyto May-Griinwald-Giemsa metodu, nuotrauka
(padidinimas — 1000 karty)
1 — eozinofilai, 2 — neutrofilai, 3 — limfocitai, 4 — makrofagai, 5 — epitelio lastelé.
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4 pav. Sasaja tarp eozinofily kiekio indukuotuose skrepliuose ir PD,,
sergant A — alergine, B — nealergine astma

tyrimo, t. y. skrepliy indukcijos metodika, kuria nau-
dojant tirti vyresnio amziaus pacientai. [verting
skrepliy indukcijos eiga tyrimo metu, hipertoninio
NaCl tirpalo poveikj kvépavimo funkcijai (FEV)) ir
gauty méginiy kokybe bei gautus duomenis palyging
su pasaulyje atlikty analogiSky tyrimuy duomenimis
(21, 22), galime teigti, kad indukuoty skrepliy tyri-
mas yra saugus ir efektyvus, siekiant jvertinti astma
serganciy pacienty kvépavimo taky uzdegiminius po-
ky¢ius nepriklausomai nuo tiriamyjy amziaus.

Sio tyrimo duomenimis, nealerginés astmos metu
vyraujancios lastelés yra neutrofilai ir limfocitai. llga

laika astmos patomorfologija tyrinéj¢ mokslininkai
nurodydavo, kad viena svarbiausiy lasteliy astmos
uzdegimo metu yra eozinofilas (7, 9). Taciau daugu-
mos tyréjy nebiidavo atsizvelgiama i astmos pobiidi,
isijautrinima alergenams. Sia nuomone pakeité S. E.
Wenzelis su bendraautoriais 1997 metais paskelbe
tyrimy duomenis, rodancius, kad sunkia astma ser-
ganciy pacienty bronchy sekrete vyrauja ne eozino-
filai, bet neutrofilai (23). Véliau kiti mokslininkai
irodé, kad neutrofily kiekis bronchy sekrete didéja ir
astmos patiméjimo metu (24). P. G. Gibsonas su bend-
raautoriais jrod¢, kad ir nesunkios eigos astmos metu
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indukuotuose skrepliuose gali vyrauti ir neutrofilai.
Taciau $iy tyréjy tyrime dalyvave astma sergantys pa-
cientai buvo gydyti inhaliuojamaisiais gliukokortikoi-
dais, kurie, sumazindami neutrofily apoptoze, galéjo
netiesiogiai padidinti juy skaiciy kvépavimo takuose
(25). Todél tyréjai negaléjo paneigti nuomonés, kad
pacienty bronchy sekrete rasta neutrofilija yra gydymo
pasekmé. O miisy atlikto tyrimo metu pacientams
nebuvo skiriama nei vietinio, nei sisteminio poveikio
gliukokortikoidu, todél lasteliy sudétis skrepliuose
iSliko nepakitusi.

Svarbu ir tai, jog nustatyta sasaja tarp indukuoty
skrepliy lasteliy sudéties ir astmos patofiziologiniy
poky¢iu. Iki Siol tyréju buvo nustatomos skirtingos
sasajos tarp padidéjusio bronchy reaktyvumo ir las-
teliy bronchy sekreto sudéties (26, 27). R. Louis ir
bendraautoriy atlikto tyrimo duomenys, kaip ir miisy
gauti duomenys rodo reik§minga rysj tarp bronchy
hiperreaktyvumo ir eozinofily kiekio alergine astma
sergantiems pacientams (28). Neutrofily vaidmuo
bronchy hiperreaktyvumo vystymuisi dar néra visiskai
aiSkus. Pastaraisiais metais atlikty eksperimentiniy
tyrimy duomenys rodo, kad egzistuoja sasaja tarp

bronchy hiperreaktyvumo ir I tipo T limfocity pagal-
bininky bei tarp bronchy hiperreaktyvumo ir neutrofily
(29). Taciau siai hipotezei patvirtinti reikia atlikti dau-
giau tyrimy.

Manoma, kad butent patomorfologiniai ir patofi-
ziologiniai astmos formy skirtumai lemia skirtinga
atsaka i iprastini gydyma (30). Tik iStyrus astmos
uzdegima reguliuojancius mechanizmus ir ju skirtu-
mus sergant alergine ir nealergine astma bus galima
sukurti naujus specifinius ir veiksmingus vaistus §iai

ligai gydyti.

ISvados

Atlikus tyrima, nustatyta sasaja tarp pakitusio bron-
chy reaktyvumo ir limfocity skaiciaus nealergine ast-
ma serganciy pacienty indukuotuose skrepliuose, taip
pat nustatytas reik§mingas rysys tarp eozinofily skai-
Ciaus skrepliuose bei PD, sergant alergine astma. Re-
miantis Siais duomenimis, galima teigti, kad skirtingy
astmos formu patogenezéje reikSminga vaidmenj at-
licka skirtingos lastelés.

Indukuoty skrepliy tyrimas saugus ir efektyvus, no-
rint jvertinti kvépavimo taky uzdegiminius poky¢ius.

Peculiarities of induced sputum inflammatory cell counts in allergic versus
non-allergic asthma

Algirda Krisiukéniené!, Brigita Sitkauskiené' 2, Kestutis Malakauskas', Raimundas Sakalauskas>
'Laboratory of Pulmonology, Institute for Biomedical Research, Kaunas University of Medicine,
’Department of Pulmonology and Immunology, Kaunas University of Medicine, Lithuania

Key words: allergic asthma, non-allergic asthma, induced sputum, inflammatory cell counts.

Objective. According to the Global Initiative for Asthma (GINA, updated 2004), although non-allergic
asthma has a different clinical profile than allergic asthma, it is not a distinct immunopathological entity. We
aimed to investigate the peculiarities of inflammatory cell counts in induced sputum from patients with allergic
and non-allergic asthma.

Methods. We investigated 41 steroid naive patients (mean age 51.8+1.5 years) with mild persistent asthma.
Depending on the results of allergic anamnesis and skin prick test, patients were divided into the two groups:
21 — with allergic asthma, 20 — with non-allergic asthma. Spirometry, bronchial provocation test with
methacholine (PD,) and sputum induction with hypertonic saline were performed. Cytospins of induced
sputum were stained with May-Griinwald-Giemsa for differential cell counts.

Results. In samples from non-allergic asthmatics we detected a significantly higher number of total cells
(1.97£0.33 vs 1.23+0.11x10%ml, p<0.01), neutrophils (1.34+0.18 vs 0.41£0.06x10%ml, p<0.01) and lym-
phocytes (0.36+0.04 vs 0.15+£0.03x10%ml, p<0.01), than in samples from allergic asthmatics. Number of
eosinophils and macrophages did not significantly differ between two groups. In non-allergic asthmatics,
number of lymphocytes correlated with PD, (R =0.41, p<0.05); in allergic asthmatics, number of eosinophils
in induced sputum correlated with PD, (R =0.71, p<0.05).

Conclusions. Our data suggest that lymphocytes might play a more important role in pathogenesis of non-
allergic asthma, while eosinophils — in allergic asthma.
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