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A COPD patogenezise soran a dohanyflist és mas karosité anyagok belégzése a 1égutak és tiidészovet
fokozott gyulladasos reakcidjat okozzak, ami a tiidéparenchyma pusztulasat (emphysema) és kisléguti
fibrozist, kovetkezményes bronchialis sziikiiletet general. A COPD poligenetikus betegség, de a
genetikus prediszpozicié részleteit kevéssé ismerjiik, a sulyos, orokletes ou-antitrypsin hidnnyal jar6
betegség kivétel. Ez utobbi recessziven 6roklddik, és korai, tin. panlobularis emphysemat okoz.

A COPD-t kisér6 kronikus 1éghti gyulladast a neutrophilsejtek, a macrophagok és a CD8" T-
lymphocytdk nagyszamu jelenléte jellemzi. A betegek 10-30%-aban az eosinophilsejtek szama is
megemelkedik a 1égutakban (1éguti eosinophilia). A 1égti eosinophilia az egyik legfontosabb kezelhetd
jellegzetesség (,.treatable traits”) a betegségben; jelentdsége, hogy az eosinophiliat mutatd betegek
inhalécios kortikoszteroid (ICS) érzékenysége nagyobb. Felismerésében a periférias vér abszolut
eosinophil sejtszamanak, mint biomarkernek egyre nagyobb szerepet tulajdonitanak.

Mint ismeretes, a COPD-re jellemz6 gyulladas fenntartisaban a dohanyfiistnek van
meghatarozé szerepe, melynek belégzése a bronchialis epithelsejtek karosodasat okozza, ami a nem-
specifikus (neutrophilsejtek és macrophagok) és az adaptiv (T-lymphocytak) immunsejtek
aktivalodasahoz vezet. Az epithelsejtekbdl és az aktivalt gyulladasos sejtekbdl kiillonbozo citokinek,
kemokinek, proteazok, vazoaktiv anyagok, reaktiv oxigén szarmazékok és egyéb szoveti karosodast
okozo agensek szabadulnak fel. Ezek koziil a legismertebbek a leukotrién-Bs (LTB4), az interleukin
(IL)-8, az IL-1pB, valamint a tumor nekrozis faktor-o. (TNF-o). A COPD-vel tarsulé szisztémas gyulladas
kialakulasaban az IL-6 jatszik fontos szerepet. A 1éguti gyulladas perzisztdldsa a betegség
progresszidjahoz és a tiidoszovet atalakulasahoz vezet.

A morfologiai valtozasok hatterében két alapvetd patomechanizmus, az oxidativ stressz és a
szOveti protedz/anti-proteaz egyensuly megbomlésa all. A COPD-ben felszabaduld endogén oxidansok
részben a légutakat infiltralé neutrophilsejtekbdl és macrophagokbdl, részben a l1éguti epithelsejtekbol
szarmaznak. Emellett a belélegzett dohanyfiist is nagy mennyiségben tartalmaz szabadgyokoket. A
reaktiv oxigén és nitrogén intermedierek (ROI és RNI) egyrészt direkt sejtkarositd hatasuak, masrészt
indirekt moédon hatva felelések a léguti gyulladas fenntartasaért, a COPD-re jellemz6 szteroid-
rezisztencia kialakulasaért és a proteaz-antiproteaz egyensuly eltolodasaért.

A COPD heterogén korkép, szamos fenotipusa ismert. Az 1950-es években leirt ,,pink puffer”,
azaz a dominansan emphysemas, €s a ,,blue bloater”, azaz a dominansan bronchitises tipusok mellett az
ismertebb fenotipusok kozé a (1) gyors FEVi-vesztd, (2) korai COPD, (3) ritkan exacerbalodo (4)

gyakran exacerbalddo és (5) eosinophiliat mutaté (asztmas karakterii) formak tartoznak. A gyakorlatban
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a legnagyobb jelentdsége a ritkan és gyakran exacerbalodd betegek elkiilonitésének van, a
differencialasban szerepe lehet a kilégzett leveg6bdl vagy vérbol kimutathatd biomarkernek is.

A COPD akut exacerbacioi (fellangolasai) meghatidrozo jelentdségiiek a betegség
korfejlédésében. Az exacerbaciok kedvezodtleniil befolyasoljak a betegek életmindségét, fokozzak a
funkcionalis romlés {itemét, rontjak a prognozist, novelik hospitalizaciok gyakorisagat és a mortalitast.
Az exacerbacid soran a légiti gyulladas stlyosbodésa és a 1éguti aramlaskorlatozottsag fokozodéasa
figyelhetd meg. Az exacerbaciok szintén kiilonbdz6 fenotipusokra oszthatok, bar ennek klinikai
jelentésége ma még nem ismert. Szintén kevéssé feltart, hogy a stabil és exacerbacioban 1évé betegek
léguti citokin mintdzata mennyiben kiilonbo6zik egymastol.

Mindezen megfontolasok alapjan, az OTKA palyazatban leirt vizsgalataink részben a fent
emlitett gyulladasos mediatorok és oxidativ stressz markerek kimutatasara iranyultak. Vizsgalataink egy
masik észében a léguti eosinophilidt mutato COPD-s betegek kimutatasaval és klinikai
karakterizalasaval, valamint a COPD genetikai hatterének elemzésével, mindenekel6tt az ai-antitrypsin
szerepével foglalkoztunk. Munkaink egy ujabb csoportjaban a kopetbdl kinyerheté RNS mennyiségének
és mindségének optimalizalasat tiiztiik ki célul kiilonb6zé metodikak alkalmazasaval.

A kutatasi tervben leirt célkitlizések — altémanként csoportositva — az alabbiak szerint keriiltek

megvalositasra:

1./ A kopetbdl kinyerheté RNS mennyiségének és minéségének optimalizalasa.

Molekularis vizsgalataink elso részeként a kopetbdl kinyerheté RNS mennyiségének és mindségének
maximalizalasat tiztiik ki célul a kdpet feldolgozas, az RNS izolalas, valamint a reverz transzkripcio-
real-time PCR (RT-qPCR) egyes 1épéseinek optimalizalasaval. A kopetmintakat dithiothreitollal (DTT),
N-acetil-ciszteinnel vagy RNAlater-rel dolgoztuk fel. Harom féle RNS izolalo moédszert/kitet (Tripep,
Trizol, Direct Zol) teszteltiink. A minta DNS szennyezettségét RT nélkiili PCR segitségével, GAPDH
és univerzalis bakterialis primerekkel ellendriztiikk, mig az izoladlt RNA mindségére a GAPDH
kiilonb6z6 bazispar hosszisagi amplikonjainak cycle treshold (Ct) értékeibdl kovetkeztettiink.
Eredményeink azt mutatjak, hogy a kdpet sejtszama és RNS tartalma nagy variabilitast mutat. A harom
feldolgozasi modszer koziil a DTT eredményezett tobb RNS-t. Az izolalo kit, a centrifugalasi sebesség
és homérséklet jelentdsen befolyasolta a kinyert RNS mennyiségét. Optimalizalt kopetfeldolgozassal és
RN kivonassal 2-3-szor nagyobb mennyiségii RNS volt nyerheté. A minta DNaz kezelése 30-50%-kal
csOkkentette a nukleinsav tartalmat. A legnagyobb kihivas a szennyezd bakterialis DNS tartalom
eliminalasa volt, a hosszadalmas emésztés a kinyert RNS mindségét is csokkentette. A RT-qPCR
1épéseit optimalizalva a specifikus primerekek, a Superscript VILO RT kit, valamint az Universal SYBR
Green Mastermix hasznalata mellett nyertiik a legjobb minéségli RNS-t. Osszességében, a kopetbdl
kinyerhet6 RNS mennyiségét/mindségét szamos faktor befolyasolja. A feldolgozas/RNS izolalas/RT-

gqPCR protokoll optimalizalasaval a kinyerhet6 RNA mennyiségét 7.4-szeresére tudtuk ndvelni, amellett,
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hogy az RNS mindsége is javult. A bakterialis DNS hatékony eltavolitasa jelentds mértékben
hozzajarulhat a génexpresszids vizsgalatok sikerességéhez.

Vizsgalataink folytatasaként a kopetbdl torténd RNS izolalas protokolljat fejlesztettiik tovabb,
és 1) modszert dolgoztunk ki a kopetmintakat nagymértékben kontaminalo bakterialis DNS hatékony
eltdvolitdsara. A modszer 1ényege, hogy a COPD-s betegekbdl nyert kopetmintak dithiothreitollal (DTT)
val6é homogenizalasa és feldolgozéasa utan a kdpet sejtes frakcidjat rovid ideig (~5 min), kisméretii (0.5-
1.0 mm), kereskedelmi forgalomban is kaphatd keramia gyongyokkel (Bashing beads) kezeljiik el
(vortexeljiik) még az RNS kivonasanak megkezdése eldtt. A gyongyok altal okozott mechanikai zuzo
hatas a bakterialis fal felszakadasat okozza, amelyet kdvetden a kopet RNS tartalmanak a kinyerése egy
specialis elvalasztd oszlopot (gDNA eliminator column) tartalmazé izolald kit (RNeasy Plus Mini)
segitségével kivaloan elvégezheté. A moddszer eldnye, hogy nincs sziikség a kdpet hosszadalmas,
tobbszori ciklusban végzett DNaz kezelésére, amely, - mint igazoltuk - nagymértékben (30-50%)
csokkenti a kinyerhetd RNS mennyiségét és mindségét. A vizsgalatainkban kiilonboz6 gyongyok és mas
izolalo kitek (Trizol, Tripep és Direct-Zol) kombinalasanak lehetdségét is teszteltiik, ezek azonban
elmaradtak a gDNA elvalasztd oszloppal vald extrahalas hatékonysagatol. Végiil, vizsgalatunkban az
izolalo protokoll néhany tovabbi lépését is optimalizaltuk a kdpetre vonatkozoan, €s meghataroztuk a
legkedvezébb DNS polimeraz tipusat is (Phire DNA polymerase). Vizsgalatainkban, - hasonléan a
korabbi munkéinkhoz -, a kopetmintak DNS szennyezettségét RT nélkiili PCR segitségével, GAPDH és
univerzalis bakterialis primerekkel ellendriztiik, mig az izolalt RNA mindségére a GAPDH kiilonb6z6

bazispar hosszisagu amplikonjainak Ct értékeibdl kovetkeztettiink.

2./ A oxidans/antioxidans statusz vizsgalata az oxidativ stressz markerek és antioxidans

enzimaktivitas monitorozasan keresztiil stabil és exacerbaciéban 1évé COPD-s betegekben.

A palyazat ezen altémajaban vizsgaltuk a malondialdehid (MDA), mint oxidativ stressz marker,
valamint a szuperoxid dizmutaz (SOD) és a katalaz (KAT), mint antioxidans enzimek aktivitasat stabil
allapoti és exacerbacioban 1évé COPD-s betegek kopetében, kilégzett levegd kondenzatumaban és
vérplazmajaban. Kontrollként egészséges, COPD-ben nem szenvedd betegek mintait hasznaltuk fel.
Eredményeink szerint a SOD ¢és a KAT enzimek aktivitasa a kopetben a stabil COPD-s betegekben és
az egészségesekben azonos. Exacerbacioban ugyanakkor az antioxidansok aktivitasanak szignifikans
emelkedését észleltiik, amely az exacerbacio korhazi kezelése soran csdkkent. Hasonldan a kdpet MDA
eredményezte. Exacerbacioban a kopet SOD és KAT aktivitasa szoros korrelaciét mutatott a kopet
szazalékos ¢és abszolut neutrophil és lymphocyta sejtszamaval, valamint MDA szintjével. Stabil
allapotban szintén korrelacié mutatkozott a kopet neutrophil sejtszdma ¢és az antioxidansok aktivitasa
kozott. A SOD és CAT értékek egymassal is korrelaltak, ami az enzimrendszerek kapcsolat jellegét
mutatja. A vérplazmaban a SOD ¢és a KAT enzimek aktivitisa nem valtozott exacerbacioban, ami arra

utal, hogy az oxidativ folyamatok monitorozasara a léguti mintak alkalmasabbak, mint a vérplazma. A
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kondenzatumban SOD és KAT aktivitds csak nyomokban volt kimutathatd. Osszességében, az
antioxidansok kapacitasanak novekedése exacerbacioban a szervezet protektiv valaszreakcidja lehet,
ami ellenstlyozza az exacerbacioval 6sszefiiggd oxidativ stressz-fokozodast.

Az oxidativ stressz markerek vizsgalatdval kapcsolatos munkaink kiterjesztéseként méréseket
végeztiink obstruktiv alvasi apnoe szindromaban (OSAS) szenvedd betegekben is. Eredményeink
szerint az OSAS 2, illetve 6 honapos folyamatos pozitiv 1égati nyomas (CPAP) terapiaval valo kezelése
Az 5 éve CPAP-pal kezelt betegekben ugyanakkor e marker szintje ismét megemelkedett és visszatért
az alapvonali tartomanyaba. A méréseket kiegészitettiik a beteg lipid profiljanak meghatarozasaval is,
tekintettel arra, hogy az OSAS-sal Gsszefiiggd cardiovascularis szovédmények kialakuldsdban az
oxidativ folyamatok mellett az atherogén lipideknek is szerepe lehet. Eredményeink szerint a stilyos
OSAS-ban szenved6 betegek CPAP-pal valo kezelése utan a vér teljes koleszterin és LDL koleszterin
szintje csokken a 2 és 6 honapos kezelési periodus végén, és ezen lipid frakcidk szintje még 5 évvel a
kezelés megkezdése utan is szignifikansan alacsonyabb szinten marad. Fontos megjegyezni, hogy a
CPAP terapia soran a betegek BMI-je nem valtozott, ami kizarja, hogy a kedvez6 lipid szint valtozasok
hatterében az obesitas mérséklodése allna. A trigliceridek, illetve a HDL-koleszterin szintjében érdemi
valtozasok a CPAP terapia soran nem latszottak. Ezenfeliil elemeztiik az 1 hetes CPAP terapia megvonas
alvasélettani és kardiovaszkularis paraméterekre gyakorolt hatasait is. Kimutattuk, hogy e betegeknél az
alvasparaméterek mar 1 hetes CPAP megvonds hatdsara is a diagnoziskori értékek kdzelébe emelkednek,
mellyel parhozamosan a kardialis paraméterek (elsdsorban szivfrekvencia, vérnyomas és arritmia index)
gyors romlésa is megfigyelheto.

Munkank tovabbi kiegészitéseként vizsgaltuk a szolubilis alpha-klotho, mint potencialis anti-
oxidans és anti-aging fehérje expresszidjat tjonnan diagnosztizalt tiidérakos betegnél. Eredményeink
alapjan a keringd klotho fehérje nem tlinik igéretes biomarkernek tiidérakban, mivel vérszintje az
egészséges €s a tiidodaganatos betegekben azonos, és az expresszido mértéke sem a betegség szovettani

tipusaval, sem annak kiterjedésével nem mutat 6sszefliggést.

3./ A nukleinsavak oxidativ karosodasanak vizsgalata COPD-s betegekben.

Munkank soran vizsgaltuk a nukleinsavak oxidativ karosodasakor keletkez6 termék, a 8-hidroxi-2’-
deoxiguanozin (8-OHdG) szintjét stabil allapoti és akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegek
kopetében és vérében. A 8-OHAG mérésével parhozamosan meghataroztuk a mintak SOD és KAT
koncentracidjat is. Eredményeink szerint a 8-OHdG szintje a kopetben exacerbacioban emelkedik, majd
az exacerbacio kezelése soran szignifikansan csokken, ami a nukleinsavak exacerbacioval-0sszefiiggd
oxidativ karosodasara utal. Hasonl6 kinetikaju valtozast mutatott a kopet SOD és KAT aktivitasa is, és
a 8-OHdG koncentracio, valamint az antioxidansok aktivitasa ko6zott szoros korrelacid volt. A
vérplazmaban sem a 8-OHdG, sem a SOD és a KAT enzimek aktivitasa nem valtozott exacerbacidban,
ami arra utal, hogy az oxidativ folyamatok monitorozasara a 1égati mintak alkalmasabbak, mint a

vérplazma.
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4./ A légutak gyulladasos citokin mintizatanak fehérje és mRNS szinten valé dsszehasonlitasa

stabil és exacerbaciéban 1évé COPD-s betegekben.

Pélyazatunk ezen altéméjaban a proteomikai analizis soran 120 citokin expresszidjat antitest microarray
technikaval mértiik a kdpet feliiliszoban, majd a szignifikans eltérést mutato citokinek egy csoportjaban
meghataroztuk ezen faktorok mRNS szintjét real-time PCR segitségével ugyanezen mintakban.
Osszevetettiik a fehérje és az mRNS szinten kapott adatokat a COPD-ben nem szenvedd (egészséges),
valamint a stabil klinikai allapotl és az exacerbacioban 1évd COPD-s betegekben. A fehérje szinten
kapott eredmények egyrészt arra utalnak, hogy a stabil €s az exacerbacios allapotot teljesen eltéré citokin
profil jellemzi, mivel mas citokinek mutattak szignifikans eltérést az egészséges vs. stabil, illetve a stabil
vs. exacerbalt osszehasonlitasokban. fgy példaul a stabil COPD-ben a vizsgalt citokinek/kemokinek
kozil csak az 1L-6 és a GROo mutatott szignifikans emelkedést az egészséges kontroll csoporthoz
képest. Exacerbacioban szignifikans emelkedést tapasztaltunk - tobbek kozott - a RANTES, MIG, M-
CSF, BMP-4, BMP-6, GDNF, Acrp30 és IL-1Ra faktorokban, mig cs6kkenés latszott az IL-8 szintjében.
Masrészt méréseink azt is kimutattdk, hogy az exacerbacid kezelése soran szamos citokin
expresszidjaban markans csokkenés jelentkezik (OPG, GDNF, Acrp30, M-CSF, MiG, stb.). A
csokkentést mutato citokinek a neutrophilsejtes gyulladas regulaldsaban jatszanak altalaban kdzponti
szerepet, bar emellett mas, a gyulladasos folyamatokban csak kozvetett modon érintett faktorok is
valtozast mutattak. A génexpressziora vonatkozd vizsgalatok azt is jelezték, hogy az mRNS szinti
valtozasok sokszor nem jelennek meg fehérje szinten vagy - ha detektalhatéak is hasonld iranyu
valtozéasok - azok eltér6é amplitaddval és/vagy kinetikaval jelentkeznek az exacerbacio kezelése soran.
A vizsgalt citokinek mRNS expressziojaban mind feliil-, mind alulreguldsat is ki tudtunk mutatni az
exacerbalt allapotban a stabil allapothoz viszonyitva. Az mRNS szinten szignifikans véltozast mutatod
citokinek az IL-1a, MIG, BMP-4 és a BMP-6 faktorok voltak.

A citokinekkel kapcsolatos kutatomunkank tovabbi folytatasaként elemeztik a COPD
exacerbaciot kovetd korai légzésrehabilitacio gyulladasos mediator-mintazatra gyakorolt hatasat. A
rehabilitacié id6tartama 6 hét volt, melynek nagy részét a betegek korhazi koriilmények kozott toltottek
és kontrollalt formaban vettek részt a kiillonb6z6 izomerdsitd és alloképesség javitd gyakorlatokon.
Eredményeink szerint a rehabilitacid novelte a 6 perces jarastavolsagot (6MWD), a mellkas fali kitérést
és a belégzési kapacitast, amely paraméterek koziil a 6GMWD és a szérum IL-8, M-CSF, BMP-6 és MIG
koncentracidja szignifikans negativ korrelaciot mutatott.

Ebben az altémaban munkaink Kiterjesztéseként méréseket végeztiink salyos OSAS-ban
szenvedo betegekben is, és meghataroztuk a matrix metalloproteinazok (MMP) ¢€s ezek inhibitorainak
szerint a rovid-tavu, azaz a 2-, illetve 6-honapos CPAP terapia csokkenti az MMP-8 és MMP-9 szintjét
ezekben a betegekben, mig az altalunk vizsgalt tobb faktor (MMP-1, MMP-2, MMP-3, MMP-10, TIMP-

1, TIMP-2 és TIMP-3) szintjében nem tapasztaltunk valtozast ezen idészak alatt. Ezzel ellentétben, az
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5 éve CPAP-pal kezelt betegekben az MMP-8, MMP-9 és TIMP-4 szintje pont ellentétesen valtozott,
azaz ezek a szérumkoncentraciok emelkedtek a kiindulési értékekhez (OSA diagnozisanak felallitasa)
képest. Az MMP ¢és a TIMP szintek a klasszikus alvdsparaméterekkel korrelaciét nem mutattak, mig
klinikai mutatok koziil a fehérvérsejtszam (WBC) és a C-reaktiv protein szintje dsszefliggést mutatott
kimutathatok. Ezenfeliil, kapcsolatot talaltunk a WBC és az MMP-3 és az MMP-9 szintje, valamint az
MMP-1 és a body mass index (BMI) kozott is, de csak az alapvonali allapotban. A kardiovaszkularis
paraméterek koziil az atlagos szivfrekvencia mutatott korrelaciét az MMP-9 és MMP-10 szintjével, de
ez is csak az OSA diagnézisanak felallitasakor. A vizsgalatban tovabbi alcsoportelemzések is torténetek
annak eldontésére, hogy a MMP vagy a TIMP koncentracio-valtozasok vonatkozasaban kapott
eredmények Osszefiiggnek-e a betegek életkoraval, BMI-jével vagy a hipertoniara szedett gyogyszeres

terapiajaval, de ilyen Osszefiiggéseket feltarni nem tudtunk.

5./ A as-antitrypsin szerepének vizsgalata a dohanyzas és a COPD Kkialakulasa szempontjabol.

Palyazatunk as-antitrypsin (A1AT) vizsgalataval kapcsolatos altémajahoz kapcsolodoan tobb mint 700
vérmintat tudtunk begytijteni az 5 betegcsoportban (dohanyzo COPD, ex-dohanyos COPD, dohanyzo
egészséges, ex-dohanyos és nem dohdnyz6 egészséges). A vizsgalt személyek klinikai, demografiai és
légzéstunkciods adatai rogzitésre keriiltek; minden személynél meghatarozasra keriilt az A1AT szint és
a COPD-s betegeknél megtortént az alacsony dozist mellkas CT felvételek radiologiai kiértékelése. Az
év soran tovabb folytattuk a vérmintakbol a DNS-t izolalasat, valamint az A1AT S, Z, M és 0 lokacidkon
SNP probakkal a génpolimorfizmusok vizsgalatat real-time PCR moédszerrel. Elézetes eredményeink
szerint az A1AT szint szignifikansan magasabb a COPD-s csoportban, mint az egészséges dohanyzoknal
és a nem dohanyzdoknal; mig az S, Z, M, 0 SNP-k kozott nem volt eloszlasi kiilonbség az egyes
csoportokban. Az A1AT szintek forditottan korrelaltak a FEV1 értékkel az egészséges dohanyosoknal
és az ex-dohanyos COPD-seknél. Az MZ és MS heterozigotak A1AT szintje alacsonyabb volt, mint az
MM csoportoké, viszont a FEV1/FVC arany magasabbnak bizonyult az MS csoportban. Az ALAT
szintek az emfizémas betegeknél magasabbak voltak, mint a nem emfizamas betegcsoportban. Adataink
arra utalnak, hogy az A1AT mutaciok heterozigota formaban nem kiilonboztetik meg a COPD-s vagy
nem COPD-s betegeket. Ugyanakkor az ALAT szintek kiilonboznek a klinikailag relevans COPD
fenotipusok kozott. Ezen vizsgalatokkal parhuzamosan a beszdmolasi idoszak végén megkezdtik a

BICD1, azMBL2, az A1AT aktivitds meghatarozasat is a fent emlitett betegcsoportok szérummintaiban.

6./ A légiti eosinophiliat mutaté stabil és exacerbaciéban 1lévé COPD-s betegek kimutatisa és
klinikai karakterizaldsa: a kilégzett levegé nitrogén-monoxid (FENO) koncentracidja és a vér

eosinophil szamanak diagnosztikai értéke a léguti eosinophilia kimutatasaban.
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crer

eosinophil sejtszamanak kapcsolatat stabil klinikai allapota és exacerbalt COPD-s betegekben.
Eredményeink szerint stabil allapotban és exacerbacidban eltérd Osszefiiggések vannak az emlitett
paraméterek kozott: stabil allapotban erds pozitiv korrelacio latszik a kdpet és a vér eosinophil sejtszama
kozott, mig exacerbacioban e két mutatod kozott kapcsolat nincs. Az erds korrelacio a stabil allapotban
magas prediktiv értéket (ROC AUC: >0.8) is jelent, azaz a vér eosinophil sejtszamanak mérésébol
viszonylag magas szenzitivitassal és specificitdssal (~75-80%) lehet a léguti eosinophilia (>3%
eosinophil szam) fennallasara kovetkeztetni. Ezzel ellentétben, a FENO szint stabil allapotban
korrelaciot nem mutatott sem a vér, sem a kdpet eosinophil szdmaval. Exacerbacioban ugyanakkor a
FENO j6 prediktiv értékii (ROC AUC: >0.8) biomarkernek bizonyult a 1¢€giti eosinophilia megjosolasa
szempontjabol. A megfigyelések hatterében a léguti és a szisztémas gyulladasos valaszok
kiilonb6zosége, illetve az exacerbaciot kisérd relativ neutrophil tulsuly hazodhat.

Ezt kdvetéen az eosinophil és non-eosinophil betegek klinikai adatait hasonlitottuk Ossze.
Kimutattuk, hogy (i) amig az eosinophil és non-eosinophil stabil betegek klinikai paraméterei hasonloak,
addig az exacerbacioban 1évo és eosinophil jelleget mutatd betegek enyhébb korlefolyast mutatnak és
kopetiikben a gyulladasos sejtek szdma kevesebb; (ii) a vér eosinophil sejtszdm meghatdrozasa - a
FENO-méréshez hasonldan - elsdsorban a 1éguti eosinophilia hianyat vetiti elére nagy biztonsaggal a
magas negativ prediktiv érték (89-95%) miatt; (iii) két biomarker egyiittes hasznalata nem javitja
érdemben a prediktiv értéket. Méréseinket két kiilonb6z6 hatarértek (>2% és >3% kopet eosinophil
sejtszam) mellett is elvégeztik, ez azonban az eredményeket lényegesen nem befolyasolta.
Vizsgalatunkban azt is igazoltuk, hogy a vér abszolut eosinophil szdmanak a pozitiv prediktiv értéke
magasabb a vér szazalékos eosinophil sejtszamahoz képest. Végiil pedig kiemelendo az is, hogy a stabil
betegek vérében meghatarozott optimalis eosinophil hatarérték nagyon kozel esett a GOLD ajanlasban

javasolt kiiszobértékhez, ami jol jelzi eredményeink validitasat.

7./ A vér eosinophil szam variabilitasanak elemzése COPD-s betegekben.

Az eosinophil szam reprodukalhatdsagat a korrelacids egyiitthatoval, a variacios koefficienssel (CV),
illetve a Bland-Altman teszttel elemeztiik. Eredményeink szerint a periférias vér eosinophil sejtszama a
3 honapos és a 3 kontroll soran hasonlé tartomanyban volt, az értékek kozott erds szignifikans korrelacio
mutatkozott (3 honap: r=0.902, p<0.0001 és r=0.889, p<0.0001; 3 év: r=0.635, p=0.0011 és r=0.729,
p<0.0001). Ennek ellenére, a 3 honapos kontroll soran a betegeknek csak a 65%-ka maradt ugyanabban
a GOLD-szerinti eosinophil besorolasban (<100, 100-300 és >300 sejt/ul). Ez az arany a 3 éves
kontrollnal 70% volt. Ha a besorolasnal csak az als6 eosinophil kiiszobdt vettiik alapul (<100 és >100
sejt/ul), az érték 71%-ra, illetve 83%-ra emelkedett. A Bland-Altman teszttel meghatarozott egyezési
tartomanyok az abszollt eosinophil szdmra vonatkozdan a 3 honapos mérésnél -0.48 és 0.33-nak, mig a
3 évesnél -0.18 és 0.13-nak bizonyultak. A CV értéke a 3 honapos kontrollnal 35-37%, mig a 3 évesnél

22-23% koriil mozgott. Osszességében, a COPD-s betegek vérében az eosinophil sejtszam viszonylag
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stabil értéket mutat rovid- és hosszu-tdvon. Ennek ellenére, az egymast kdvetd kontroll vizitek soran a
betegek kb. 1/3-da egy masik GOLD eosinophil tartomanyba keriilt at, ami nehézségeket okozhat a

terapia meghatarozasa soran.

8./ Vakcinalt egészségiigyi dolgozok SARS CoV-2 ellenes humoralis immunvalaszanak vizsgalata.

A palyazati idészakban - kutatdémunkank kiterjesztéseként - egy kdvetéses vizsgalatot végeztiink
vakcinalt egészségiigyi dolgozok SARS CoV-2 ellenes humoralis immunvélaszanak kimutatasara. A
humoralis immunvalaszt az Intézetiinkben rendelkezésre allo, a Beckman Coulter altal a virusfertozés
utélagos kimutatasara fejlesztett Access SARS-CoV-2 IgG szerologiai teszttel kovettik. Ez a
kemilumineszcencian alapuld teszt 100%-os szenzitivitassal és 99,6% specificitassal rendelkezik,
viszont sziik spektrumu, csak a SARS-CoV-2 tiiskefehérje receptorkétd helye ellen termelédott
ellenanyagokat detektalja (mértékegysége S/CO [signal/cut-off]). A résztvevok egy alcsoportjaban az
elso oltast megeldzden, a két oltas kozott féluton, illetve a 21. napon, azaz a masodik oltds napjan is
végeztink méréseket annak érdekében, hogy a specifikus, virusellenes IgG termel6dés kinetikajat
megbecsiiljiilk. Az eredmények azt mutatjak, hogy az IgG termelddés lassan fut fel, az elsé oltas utani
10. napon még negativ tartomanyban van (atlag 0,68 S/CO), a 21. napon viszont mar pozitiv, védettséget
feltételez6 tartomanyba keriil (atlag 9,5 S/CO). Nagyobb szamli minta alapjan elmondhato, hogy a
masodik oltast kovetd 7. napra az IgG termelddés felgyorsul, az egy héttel korabbi értéknél jelentésen
magasabb értéket mutat (atlag 49,9 S/CO). Ehhez képest elozetes eredmények alapjan, a masodik oltast
kovetd 5. hétre a kering6 IgG szint szignifikdnsan, atlagosan mintegy 30%-al cs6kken, ami a humoralis
immunvalasz egyénenként eltérd intenzitasu lecsengésére utal.

A Pfizer-Biontech vakcinaval tortént kezdeti oltasok idején 177 résztvevo, az emlékeztet oltas
beadasakor 107 résztvevo keriilt bevonasra. Az RBD-specifikus IgG antitestek szérumszintjét az oltasok
elott, illetve az oltast kovetéen meghatarozott idépontokban mértiik. El6zetes eredményeink szerint a
korabban SARS-CoV-2-vel nem fert6zottek esetében az elsd oltasra valaszul az IgG termelés lassan
indult be, és csak roviddel a masodik oltas el6tt, a 21. napon érte el a pozitiv tartomanyt. Az elsé oltast
kovetden az [gG-termelés a 28. napon érte el a csticspontjat, mig az emlékeztetd oltast kovetden az IgG-
szintek gyorsabban, de szignifikansan alacsonyabb szinten tet6ztek. A nemek, illetve a median életkor
alapjan torténo felosztas a maximalis [gG-szintek tekintetében nem mutatott ki kiilonbséget a csoportok
kozott. A legtdbb résztvevonél az [gG-szintek gyorsan csdkkentek mind a kezdeti, mind az emlékeztetd
oltas utan. Az emlékeztetd oltas utan 4 honappal az IgG tipust antitestek a 28. napi 1gG szintek
szazalékaban mérve nagyobb aranyban voltak jelen a keringésben. A COVID-pozitiv esetek szama 4
hénappal az oltds utdn jelentésen magasabb volt az emlékeztetd vakcina esetében. Osszességben, az
IgG-titerek alapjan igy tinik, hogy a Pfizer-Biontech emlékeztetd vakcina a kezdeti oltasokhoz képest
hosszabb ideig tart6 humoralis immunvalaszt biztosit, de ez nem jar egyiitt az 0j virusvariansokkal

szembeni hatékonyabb védelemmel.
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A fenti, tételes eredmények publikalasa az International Journal of Chronic Obstructive Pulmonary
Disease, Scientific Reports, Journal of Sleep Research, Journal of Chronic Obstructive Pulmonary
Disease, Pathology and Oncolgy Research, American Journal of Respiratory Cell and Molecular
Biology és a PL0S One c. folyoiratokban tortént. E folyoiratok kett6 kivétel (Pathology and Oncolgy
Research, Journal of Chronic Obstructive Pulmonary Disease) Q1 besorolasuak.

Ezenfeliil, az OTKA palydzat tamogatdsdval Osszefoglald kozlemény is sziiletett. A
kozleményben részletesen targyaltuk a FENO- és a vér eosinophilszam-mérés diagnosztikai szerepét a
1égti eosinophilia kimutatasaban, és az eosinophil COPD, mint Gj fenotipus klinikai jelentdségét. A
kozleményt a Biomedicines c. folyodiratban publikaltuk, amely szintén Q1 besorolasit nemnetkozi
folyoirat. A nemzetkdzi kdzlemények mellett szamos hazai folyoiratban (Medicina Thoracalis, Orvosi
Hetilap, Medical Tribune) is publikaltunk &sszefoglalokat.

Végiil meg kell emliteni, hogy a palyazatban leirt célkitizések megvaldsitasat a COVID
vilagjarvany és az emiatt fennallo egészségiigyi veszélyhelyzet 2020 tavaszatol kdzel 3 éven at szamos
formaban nehezitette. A palyazatunk fokuszaban 1évé COPD-s betegek ambulans forgalma csokkent, a
bentfekvd betegek hozzaférhetdsége korlatozotta valt, 1éghti minta (pl. kdpet) gyiijtésére nem volt
lehetdség, a mintagyljtésben segédkezd asszisztenseket oltopontokra vagy a COVID ellatasba
atvezényelték, bizonyos mérések (pl. 1égzésfunkcio, diffiizios kapacitas) elvégzését tesztekhez kototték,
amelyek megszervezésére viszont legtobbszor nem volt lehetéség. Egy ideig a kutatasi helységek fizikai
megkdzelitése is problematikus volt, és csak specidlis jarvanyiigyi szabalyok betartasaval letett dolgozni.
Mindezen tényezok kovetkeztében egyes altémak esetében a tervezett mintak szamat nem értiik el vagy
vérmintak gytjtésére kellett attérniink. Ezzel parhuzamosan ugyanakkor kutatdémunkank

kiegészitéseként a SARS CoV-2 ellenes humoralis immunvalasz vizsgalatara is lehetdségilink nyilt.



