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1. BEVEZETES

A cisztas fibrozis (CF) autoszomadlis recessziv 0roklodést,
kronikus és progressziv betegség, amely elsGsorban a 1€gz06-,
emészté- és  reproduktiv  rendszert érinti. Bar a
gyogyszerfejlesztések ¢és a fizioterapia fejlédése jelentosen
javitotta az ¢életkilatdsokat, a tiidokarosodas kovetkeztében
kialakuld 1égzési elégtelenség tovabbra is a vezetd halalok.
Magyarorszagon becslések szerint minden 5200 élvesziildttre jut
egy CF-beteg.

A betegséget a cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator (CFTR) gént érintd mutdciok okozzdk. A gén altal
koédolt fehérje az epitelidlis sejtek apikalis membranjaban
szabalyozza az aniontranszportot (Cl-, HCO;™ stb.). Hidnya vagy
miikodészavara viszkozus 1éguti nyak képzddéséhez vezet, ami
rontja a mucocilidris clearance-t, nyakdugdk kialakulasat
okozza, ¢és eldsegiti a mikrobak kolonizaciojat.

Az also légutakban megtelepedd koérokozok kozil kiemelt
jelentdésegliek a nem-tuberkulotikus mycobacteriumok (NTM),
mivel széles korben eléfordulnak a kérnyezetben, eradikacidjuk
gyakran sikertelen, hajlamosak a recidivara, ¢€s szerepet
jatszanak a tlidbetegség progresszidjaban.

A betegség pulmonalis érintettségében szamos tovabbi tényezd
i1s kozrejatszik: a pro- és anti-inflammatorikus citokinek (pl.
interleukin [IL]-1, IL-6, IL-8, tumor nekrézis faktor [TNF]-a,
IL-10) egyensulyanak zavara, az I. tipusu interferonvalasz
karosodasa, valamint a neutrofilek altal felszabaditott reaktiv
oxigén- €s nitrogéngydkok (ROS, RNS) és szerinprotedzok
(elasztdz, katepszin G, proteindz-3) szovetkarositdo hatasa.
Ezeket csak részben képesek ellensulyozni az endogén proteaz
inhibitorok, példdul az alfa-1 antitripszin. A neutrofil
extracellularis csapddk (NET-ek) felhalmozddasa tovabb
sulyosbitja a léguti obstrukciét ¢és fenntartja a kronikus
gyulladast.



Szamos tanulmany igazolta, hogy CF-ben az oxidativ stressz
mértéke fokozott mind lokélisan (tiidd), mind szisztémasan
(vér). Ennek hatterében az el6bb emlitett neutrofilsejtes
gyulladdshoz kot6d6 szabadgyoOk-termelés, a  glutation
extracellularis kiaramlasanak zavara, a lipidmetabolizmus és az
autofagia kéarosoddsa, valamint az A- ¢és E-vitamin
felszivodasanak elégtelensége allhatnak.

Az utobbi években Magyarorszagon is hozzaférhetové valt az
un. CFTR-modulator terdpia, ami forradalmasitotta a CF
kezelését. A harom komponensii készitmény kiilondsen jelentds
javulast eredményez a betegek életmindségében és a karosodott
tiildéfunkcio helyreallitdsdban. Egyre tobb bizonyiték tamasztja
ala, hogy a kezelés csokkenti a léguti gyulladast, kedvezden
befolyasolja a léguti mikrobiom Osszetételét, és eldsegiti a
kommenzalis baktériumok megtelepedését.



2. CELKITUZESEK

Korabbi, foként gyermekpopulacion végzett vizsgalatok alapjan
feltételezhetd, hogy a redox-homeosztazis zavara és a léguti
mycobacteriosisok egyarant hozzajarulnak a CF-re jellemzo,
progressziv tiidokarosodas kialakuldsdhoz. Ugyanakkor kevés
adat 4all rendelkezésre arrél, hogy a harmas CFTR-modulator
terapia (elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor, ETI) befolyasolja-¢ az
oxidativ stressz mértékét, illetve egyes NTM-fajok léguti
perzisztdlasit a  CF-betegekben. A  mycobacteriosisok
el6fordulasa és jelentdsége Onmagaban is sok szempontbol
tisztazatlan CF-ben, kevés az ezt elemzd epidemiologiai
tanulmany. Mindezek alapjan az értekezés célja a kovetkezd
kérdések megvalaszolasa volt:

1) Altéma (Oxidativ stressz vizsgalat)

a. Hogyan valtozik a légzésfunkcid, a szisztémas gyulladdsos
markerek szintje, a testtomeg index (BMI) és a kopet
sejtprofil ETI-kezelés mellett?

b. Képes-e mérsékelni az ETI-kezelés az oxidativ végtermekek
szintjét a légutakban (kopet) és/vagy szisztémdasan (vér), és
ezek a valtozasok dsszefliggenek-e a klinikai mutatokkal?

c. Befolyasolja-e az ETI-kezelés az antioxidans enzimek
aktivitasat a légutakban és/vagy a vérben?

2) Altéma (NTM vizsgalat)

a. Milyen gyakorisaggal fordul eld kopet NTM-pozitivitds a
hazai felnétt CF-populacidban?

b. Hogyan oszlanak meg az egyes NTM-fajok és milyen a
Mycobacterium abscessus komplex (MABSC) antibiotikum-
rezisztencia mintazata?

c. Melyek a léguti NTM kolonizacio/fert6zés rizikofaktorai?

d. Befolyésolja-e az ETI-kezelés az NTM-fajok elimindlodasat?



3. MODSZEREK
3.1. 1. altéma (Oxidativ stressz vizsgalat)

Prospektiv vizsgalatunkba 2022 augusztusa ¢s 2023 novembere
kozott olyan klinikailag stabil, felndtt CF-betegek keriiltek
bevonasra, akik az Orszagos Koranyi Pulmonologiai Intézet
(OKPI) Cisztas Fibrozis részlegén allnak gondozds alatt és
kordbban nem részesiiltek ETI kezelésben. A bevonasi és
kizarési kritériumokat, illetve a bevont betegek szdmat az 1. dbra
mutatja. Kontrollként 22 egészséges Onkéntes mintait
elemeztiik.

A klinikai mutatok regisztraldsa mellett a CF-betegeknél
plazma- és kdpetmintat gylijtottiink az ETI kezelés inditasa elott
(vizit 1), majd 2-3 (vizit 2), illetve 6 honappal (vizit 3) a kezelés
utdn az ambulans vizitek alkalméval.

A kopetmintakat dithiothreitol segitségével dolgoztuk fel, a
kopet sejtprofiljanak meghatdrozasakor a May-Griinwald-
Giemsa oldattal megfestett citospineken differencialt
sejtszamolast végeztiink.

A plazma- és kopetmintdkban az oxidativ biomarkerek (8-
izoprosztan [8-1P], 8-hidroxi-2'-dezoxiguanozin [8-OHdG] és
protein-karbonil) ¢és az antioxiddans enzimek (szuperoxid-
dizmutdz [SOD] és katalaz [CAT]) szintjét/aktivitasat ELISA
vagy kolorimetrids assay (Cayman Chemical, Ann Arbor, MI,
USA) segitségével hataroztuk meg.



Stabil CF-es beteg
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Eevalasztasi kritériumok:
*  Eletkor: =18 év
*  Genetika: egy F508del allél
Kizarasos kritériumok:
* Az ETI-dl eltérd CFTR r ator kezelés a bevalasztast megeldzd 3 hénapban
*  Szerv tran acio az Ezisben
* Dohanyzas az anamnézisben
* Terhesség
¥
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]
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A vizsgalatot teljesitett
CF betegek (n=26)

1. abra: Az 1. altéma vizsgalatat 6sszefoglalé folyamatabra.
CF: cisztas fibrozis, CFTR: cystic fibrosis transmembrane conductance
regulator, ETI: elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor

3.2. 2. altéma (NTM vizsgalat)

Ebben a multicentrikus, retrospektiv vizsgalatban 232 felndtt,
nem transzplantalt CF-beteg demografiai és klinikai jellemzdit
elemeztiik. A vizsgélati elrendezés a 2. abran lathato.

e FEls6 vizsgalati szakasz (2020. janudr — 2022. december):
CFTR-modulator-naiv, legalabb egy NTM-pozitiv (NTM+)
kopetmintaval — rendelkez6  betegek (n=39) adatait
hasonlitottuk 6ssze az NTM-negativ (NTM-) betegek (n=73)
adataival.



e Masodik szakasz (2023. jalius — 2025. julius): az els6
szakaszbol szdrmazo betegek koziil a tovabbra is CFTR-
modulétor-naiv (n=9), valamint a legalabb 6 hénapja ETI-
kezelésben részesiild (n=25) betegek NTM-statuszat
elemeztiik.

A savallo palcak kimutatasa Ziehl-Nielsen festéssel tortént.
Amennyiben savallé palca jelenléte igazolodott, nukleinsav
amplifikacidos modszerrel (GeneXpert, Cepheid, Sunnyvale, CA,
USA) keriilt megerdsitésre vagy kizarasra a Mycobacterium
tuberculosis complex. Az NTM tenyésztésé¢hez szilard
(Lowenstein-Jensen) ¢és  folyékony (MGIT) taptalajt
hasznaltunk. Pozitiv tenyésztési lelet 7 nap (gyorsan n6vé NTM)
vagy 6 hét (lassan nové NTM) mulva keriilt leolvasasra. A
kitenyészett telepbdl genotipusos species meghatarozas
(GenoType Mycobacterium CM, Hain Lifescience GmbH,
Nehren, Germany), valamint antibiotikum érzékenységi
vizsgalatok (feno-, genotipusos) torténtek.



Stabil CF-es betegek
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Bevilasztdsi kritériumol:
* Eletkor: >18 év
* Lepalibb epgy NTM pozitiv kopettenyésztés 2020 és 2022 kozott

l 1. vizsgalat1 szakasz:

Kizérasos kritériumok: 2020. janudr — 2022. december

* CFTR modulator kezelés a beva a 0el6z6 3 honapt
* Szerv transzplantacié az anamnézisben
* Dohényzas a kortorténetben

Az els6 vizsgalati periddusba bevilogatott és
kovetett CF-es betegek (n=39)

—

Kovetésbol kiesett betegek (n=5): T 7
A = = (I 2023 utan kovetett CF
Gmdozasri nem jart (n=4) ‘ betegek (n=34) ‘
Elhunyt (n=1) 2. vizsgalati szakasz:
[ 2023 julivs - 2025. julius
ETI il CF-es. ETI-naiv CF-es betegek (n=9)

betegek (n=25)

2. abra: A 2. altéma vizsgalatat 6sszefoglalé folyamatabra.
CF: cisztas fibrozis, CFTR: cystic fibrosis transmembrane
conductance regulator, ETI: elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor

3.3 Statisztikai analizis

Az adatok eloszlasat Kolmogorov-Smirnov teszttel hataroztuk
meg. A klinikai valtozok Osszehasonlitdsdhoz Student-féle t-
tesztet, ismételt méréses varianciaanalizist (ANOVA)
(parametrikus adatok), Friedman-tesztet (nem-parametrikus
adatok), valamint post hoc tesztet (Newmann-Keuls vagy Dunn)
hasznaltunk. A rizik6 faktorok elemzéséhez Fisher-féle egzakt
probat és logisztikus regressziot alkalmaztunk. A szamitasokat
Prism 7.0 (GraphPad, San Diego, CA, USA) és Stata 15.1
(College Station, TX, USA) szoftverekkel végeztik. Az
adatokat atlag + SD, atlag + SEM vagy median (interkvartilis
tartomany) formaban adtuk meg. A p<0,05 értéket tekintettiik
szignifikansnak.



4. EREDMENYEK

4.1. 1. altéma (Oxidativ stressz vizsgalat)

Az oxidativ biomarkerek szintje jelentdsen emelkedett volt a
CFTR modulétor naiv betegek kdpetében és plazméjaban az
egészségesekhez képest (p<0,01). Az ETI-kezelés mellett
szignifikansan csokkent mindharom marker koncentracidja
(p<0,05) a kopetben a 2. és 3. vizitek alkalmaval, ugyanakkor a
plazma szintekben nem mutatkozott csokkenés egyik vizsgalt
marker esetében sem (3. dbra). A csokkenés a 1¢éguti 8-OHAG és
a protein-karbonil szintjében mar 2-3 honappal az ETI-kezelés
utdn kimutathaté volt. A legnagyobb mértékli csokkenést a
protein-karbonil mutatta.
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3. abra: Oxidativ stressz markerek szintje a CF-betegekben az ETI-
kezelés elott (vizit 1) és alatt (vizit 2-3), valamint az egészségesekben. A-
C panel: kopet, D-F panel: plazma.
8-IP: 8-izoprosztan, 8-OHdAG: 8-hidroxi-2'-dezoxiguanozin CF: cisztas
fibrozis, ETI: elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor. "p<0,05, “p<0,01 és
"p<0,001 vs. egészséges kontroll; *p<0,05, #p<0,01 és ##p<0,001 vs. ETI
inditasa (vizit 1)

A CF-betegek kopetében és vérében jelentésen nagyobb volt a
SOD ¢és CAT aktivitas kiindulaskor az egészségesekhez képest.
Az ETI-kezelés mellett a SOD aktivitas szignifikans mértékben
csokkent (p<0,05) a kopetben, mig ez a valtozads nem volt
kimutathaté a CAT aktivitdsban; a plazmaszintek valtozatlanok
maradtak (4. abra).
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4. abra: Endogén antioxidans enzimek aktivitisa CF-betegekben az
ETI-kezelés elott (vizit 1) és alatt (vizit 2-3), valamint egészségesekben.
A és B panel: kopet, C és D panel: plazma.

CAT: katalaz, SOD: szuperoxid-diszmutaz, CF: cisztas fibrozis, ETI:
elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor. “p<0,01 és “p<0,001 vs. egészséges
kontroll; #p<0,05 vs. ETI-kezelés inditdsa (vizit 1)

A klinikai valtozok koziil szignifikdns mértékben emelkedtek a
CF-betegek 1égzésfunkcios paraméterei a kiindulasi allapothoz
képest mar 2-3 honapos ETI-kezelés mellett is (FVC: 2,7 + 0,22
vs. 3,14+ 0,22 L, p<0,001; FEV1: 1,59 £0,18 vs. 2,00 £ 0,21 L,
p<0,001). Ugyancsak javultak a betegek taplaltsagi mutatoi
(BMI: 20,4 + 0,52 vs. 21,1 £ 0,53 kg/m?; p<0,01). A kedvezd
klinikai valtozasok késébb, a 6. honapos vizitnél is
megfigyelhetéek voltak.
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A szisztémas gyulladasos markerek kiindulasi szintje jelentdsen
csOkkent az ETI-kezelés mellett mar a 2. vizitnél (WBC:
9,44+0,66 vs. 7,45+0,51 G/L, p<0,001; CRP: 14,0+2,34 vs.
5,36+1,88 mg/L; p<0,001). A 6 honapos vizitnél is hasonléan
csOkkent biomarker-szinteket detektaltunk.

A betegek felénél a 6. hénapra megsziint a kopetiirités, mig a
tobbieknél a kopet Ossz-fehérvérsejt- ¢€s neutrofilszdma
szignifikansan csokkent (p<0,05).

A hat honapos CFTR modulator kezelésnek nem volt
kimutathaté hatdsa a CF-hez tarsul6 diabetesre, a glikalt
hemoglobin szintje nem valtozott (35,58 (32,48-41,53) vs. 38,17
(32,41-42,85) mmol/mmol; p>0,05). A szekunder biliaris
cirrhosisra utald markerek szintje sem mutatott valtozast.
Ugyanakkor — feltehetéen gyogyszermellékhatas részeként -
emelkedett az ALT aktivitas (22,0 (15,5-28,8) vs. 26,5 (20,0-
34,0) U/l, p<0,05) és az 0ssz-bilirubin szint (8,7 (6,75-9,45) vs.
13,1 (9,25-7,7) pmol/L; p<0,001).

A kopet protein-karbonil szintje szoros pozitiv korrelaciot
mutatott a kopet 6ssz-fehérvérsejt- (r=0,65; p<0,05) és neutrofil-
szdmaval (r=0,83; p<0,05).

4.2. 2. altétma (NTM vizsgalat)

2020 ¢és 2022 kozott jelentésen emelkedett a kopet NTM
pozitivitdst mutatdé CF-betegek aranya (2020: 5,7%, 2021:
10,2%, 2022: 12,9%).

A vizsgalt id6északban 0Osszesen 898 kopetmintabol tortént
mycobacterium iranya diagnosztika. Az NTM+ CF-betegek
tobbségénél Mycobacterium avium complex (MAC) és MABSC
faj volt detektalhat6 a kopetben, de M. xenopi is meglepden
gyakran fordult eld (1. tablazat). A MABSC torzsek minden
esetben, a MAC izolatumok 68,75%-a okozott tiidobetegséget
(NTM-PD), mig az egyéb mycobacteriumok csak kolonizaltak a
légutakat, de nem okoztak betegséget.
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1.tablazat: A kopetben detektalt mycobacterium fajok megoszlasa
NTM kolonizalt és fertozott CF-betegekben (n=39).

NTM fajok (kopet NTM NTM-PD
NTM-pozitiv CF- kolonizalt diagnozisu
betegek szama) betegek betegek szama
szama (n=26)
(n=13)
MAC (16) 5 11
M. avium (9) 2 7
M. intracellulare (5) 2
M. avium + M. 1 1
intracellulare (2)
MABSC (15) 0 15
MABS spp. abscessus 0 13
(13) 0 1
MABS spp-. 0 1
massiliense (1)
MABS spp. bolletii (1)
M. xenopi (6) 6 0
M. chelonae (4) 4 0
M. gordonae (2) 2 0
M. kansasii (1) 1 0
Nem azonositott 3 0

mycobacterium (3)

MABSC: Mycobacterium abscessus komplex, MAC:
Mycobacterium avium complex, NTM: nem-tuberkulotikus
mycobacterium, PD: tiidGObetegség

A 15 NTM-PD-ben szenvedd betegbdl dsszesen 20 kiilonbdzo
MABSC-izolatumot  azonositottunk,  amelyek  jelentds
multidrog-rezisztenciat mutattak. (5. dbra).
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5. abra: A M. abscessus torzsek (n=20) antibiotikum érzékenysége.
SMX-TMP: sulfamethoxazole-trimethoprim

Az NTM+ és NTM- CF-betegek kozott nem volt szignifikans
kiilonbség a demografiai jellemzdokben, tarsbetegségekben, a
nem mycobacterialis kolonizalé agensek gyakorisdgaban és az
allando gyogyszerekben. Ugyanakkor az NTM+ betegek FEV -
értéke szignifikansan alacsonyabb volt az NTM- csoporthoz
képest a mycobacterium kimutatasakor (index datum) (48,0 +
20,3% vs. 64,9 = 26,5%; p<0,01). A korédbbi, index datumot
megelézd kopet NTM pozitivitds szintén gyakoribb volt az
NTM+ csoportban a kontrollokhoz képest (23% vs. 4%;
p<0,01).

A longitudinalis elemzés alapjan az NTM+ betegek FEV-értéke
az index iddpontban ¢és az azt megeldz6 két évben is
szignifikansan alacsonyabb volt az NTM- kontrollokhoz képest
(p<0,05). A két év alatt mért FEV;-csokkenés mértéke nem
kiilonbozott a csoportok kozott (p=0,98) (6. abra).
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6. abra: A FEV1(%) alakulasa az NTM kimutatasanak
idépontjaban és az azt megel6z6 két évben NTM-pozitiv (n=36) és
NTM-negativ (n=57) CF-betegekben.
FEV1: forszirozott kilégzési volumen 1 masodperc alatt, NTM: nem-
tuberkulotikus mycobacterium; *: p<0.05

A logisztikus  regresszids elemzés szerint a léguti
mycobacteriosis akviralas esélye szignifikdns mértékben nd
egységnyi FEV-érték csokkenéssel (OR: 0,97, CI: 0,95-0,99;
p=0,002), valamint a kordbbi NTM-pozitivitas is jelentdsen
fokozza a recidiva valdsziniiségét (OR=7,0; 95% CI. 1,77—
27,68; p=0,01).

A vizsgalat méasodik szakaszaban kovetett 34, korabban NTM+
CF-beteg koziil 23 beteg kopetében mar nem volt NTM faj
detektalhato. Az  ETI-kezelésben részesiilok  korében
tendencidézusan nagyobb volt az NTM-clearance esélye, mint a
modulator-naiv csoportban (OR=2,06; 95% CI: 0,50-9,61),de a
kiilonbség nem volt szignifikdns (p>0,05). Az ETI eldnye
kiilonosen azoknal volt kifejezett, akik nem kaptak specifikus
anti-NTM terapiat (OR=7,00; 95% CI: 0,19-147,6; p>0,05). A
kombinalt (CFTR-modulétor plusz anti-NTM) kezelés esetén az
ETT additiv hatdsa nem volt jelentds (OR: 1,375; 95% CI: 0,270—
7,512; p=0,9999).
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. KOVETKEZTETESEK

. A CF-betegek kopetében és plazmajdban emelkedett az
oxidativ végtermékek (8-IP, 8-OHdG és protein-karbonil)
szintje, valamint az endogén antioxidans enzimek (SOD,
CAT) aktivitasa az egészséges kontrollokhoz képest.

. Az ETlI-kezelés szignifikansan csokkenti az oxidativ stressz
mértékét a lIégutakban, a kedvezd hatds mar 2-3 honappal a
kezelés utan megjelenik és tartosan, legalabb 6 honapon
keresztiil kimutathat6. Az oxidativ stressz csokkenése a
légutakban hozzijarulhat az ETI-kezelés kedvezd klinikai
hatasaihoz a tiidoben. A vérmintdk elemzései ugyanakkor
arra utalnak, hogy az ETI-kezelés nem allitja helyre a
szisztémds redox-homeosztazist. Ez 0Osszefiigghet azzal,
hogy a CF-hez tarsuld extrapulmonalis szovédményeket
nem befolydsolja a CFTR modulator kezelés, ami a
szisztémas oxidativ stressz fennmaraddsdhoz vezethet.
Eredményeink felhivjak a figyelmet 0j, a szisztémas redox
folyamatokat is célzd terapias stratégiak/készitmények
sziikségességére.

. Az ETI-kezelés mellett jelentdsen javulnak a CF-betegek
FEVi, FVC- és BMI értékei, valamint a gyulladdsos
biomarkerek szintje is csdkken, mar 2-3 honapos kezelés
utan is. A betegek fele kopetmentessé valik a fél éves kezelés
utdn, mig a tobbieknél jelentdsen csokken a kopet
fehérvérsejt és neutrofilsejt tartalma.

. A magyar felndtt CF-betegek kozott emelkedd tendenciat
mutatott a NTM+ kopetek aranya 2020 és 2022 kozott.
Leggyakrabban MAC ¢és MABSC fajok voltak
detektalhatok, az utdbbiak tobbsége multidrog-rezisztens
volt, és minden esetben NTM-PD-t okozott.

. A tartésan alacsony FEV) és a korabbi NTM-pozitivitas
fliggetlen prediktorai a légati mycobacteriosisnak, ami
alatamasztja a rendszeres mikrobioldgiai surveillance és a
rizikoalapu CF-gondozas sziikségességét.
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6. Az ETI-kezelés onmagéaban kedvezden befolyasolhatja a
léguti NTM clearence-t, mig a kombinalt kezelés (ETI plusz
anti-NTM) mellett azonban érdemi additiv hatds nem volt
igazolhato.
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