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crey

obstruktiv tiidébetegség (COPD) alapvetd patofizioldgiai jellegzetessége. A léguti
gyulladas kialakulasdban szamos gyulladasos sejt és mediator vesz részt. A gyulladadsos
mediatorok legtobbszor citokinek, kemokinek, novekedési faktorok, oxidansok vagy egyéb
vazoaktiv anyagok, melyek részben a horgényalkahartyat infiltralé gyulladdsos sejtekben,
részben a tiidé parenchyma strukturalis sejtjeiben termelédnek. Mivel a COPD aktivitasanak
megfelelden valtozik a gyulladdsos sejtek ¢és medidtorok ardnya a légutakban, és mivel a
COPD-nek tobbféle fenotipusa is ismert, az egyes betegekben eltérd gyulladdsos sejt és
mediator mintdzatok fordulnak eld.

Kozismert, hogy a mindennapi klinikai gyakorlatban a tiidobetegekben zajlo 1éguti
gyulladasra nem vagy csak indirekt modon lehet kovetkeztetni. A tiid6betegségek
diagnosztikdjdban hasznalt spirometrias paraméterek ugyan fontos jellemzdk, azonban a
léguti gyulladds megitélésére nem alkalmasak. Hasonloan, a vérvizsgalatok sem adnak
megfeleld informaciot e gyulladasos folyamatokrol.

Mindezekkel szemben, a kilégzett gazok, a kilégzett levegé kondenzatum (EBC)
vagy az indukalt kopet vizsgalataval a légutakban zajlo gyulladasos folyamatok kozvetleniil
megitélhetdk. E non-invaziv vizsgdlomodszerek koziil az indukalt kopet vizsgalata és a
frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid (FENO) mérése néhany gyogyintézetben mar a
klinikai gyakorlatban is hozzaférhetd, bar hasznossaguk még az asztmds tipusu léguti
gyulladas vizsgalataban is mai napig vitatott. A FENO-mérés szerepe mas tiidobetegségek,
igy példaul a COPD-t illetden még bizonytalanabb.

Az elmult években szdmos kutatocsoport kozolt mérési eredményeket gyulladasos
mediatoroknak a kopetben és/vagy az EBC-ben valdé kimutathatésagarol kiillonbozo
tiildobetegségekben. Egyes szerzok a kimutatott medidtoroknak bioldgiai nyomjelzd, Un.
biomarker funkciot is tulajdonitanak. A biomarkerek a gyulladas fenotipizalasaban és
monitorozasaban, vagy a betegek terdpids valaszkészségének megitélésében segithetik a

klinikusokat. Az eikozanoidok a mediatorok fontos csoportjat képviselik, szerepiikk az



asztmaban jol ismert, mig mas koérképekben, igy példaul a COPD-ben funkcidjuk sok
szempontbol tisztazatlan.

Az EBC egyik legigéretesebb biomarkere a kémhatasa, azaz a pH-ja. A feltételezések
szerint a légutak savasodasa a léguti gyulladas egyik jellemz6 kisérdje. Az eddigi adatok
azonban ellentmondasosak, és tgy tlinik, hogy az alkalmazott méréstechnika jelentdsen
befolyasolja a kapott eredményeket. Megfelelden standardizalt modszer kimunkaldsaval
korabban széleskorti méréseket nem végeztek.

Az eddig ismert biomarkerek egy masik csoportja a tiidoben zajloé oxidativ stressz
mértékérdl ad informéciot. Az oxidativ stressz lényege az oxiddns anyagok léguti
felhalmozo6dasa, ami a gyulladas fenntartasan, kiilonb6z6 vazo- és bronchokonstriktor hatast
mediatorok termelddésén és a tiido szoveti strukturdinak kozvetlen karositasan keresztiil jarul
hozza a tiid6betegségek kialakuldsdhoz. Az oxidativ stressz kiilondsen a COPD-ben jatszik
kozponti patofiziologiai szerepet a dohanyfiist nagy mennyiségii oxidans tartalma miatt. Az
oxidativ stressz monitorozasanak egyik modszere lehet a malondialdehidnek (MDA-nak) —
mint a lipidperoxidacié egyik ismert melléktermékének — a léguti mintdkban valo
koncentracio6 valtozasanak mérése.

Mindezen megfontolasok alapjan, az OTKA palyazatban leirt vizsgélataink részben a
fent emlitett gyulladdsos mediatorok és oxidativ stressz markerek mennyiségi kimutatasara,
részben a léguti pH mint biomarker szerepének tisztdzdsara iranyultak. Vizsgalataink egy
masik csoportjdban a FENO-mérés lehetséges klinikai felhasznalasat elemeztiik COPD-s
betegekben.

A kutatasi tervben leirt célkitlizések — biomarkerenként csoportositva — az alabbiak

szerint keriiltek megvalositasra:

sre s

valamint a kopet eosinophilia szerepének megitélése.

Kovetéses vizsgalatunkban kimutattuk, hogy az exacerbacioban 1évd és kdpet eosinophiliat
(>3%) mutato COPD-s betegek funkcionalis valaszkészsége (AFEV3) nagyobb a kopet
eosinophilidval nem rendelkezd, azaz kizarolag neutrophil 1éguti gyulladassal jellemzett
betegekhez képest. Vizsgalatunk soran azt is igazoltuk, hogy (i) a FENO szint szoros pozitiv
korrelaciét mutat a kOpet eosinophilsejtszamaval, tovabba (ii) a FENO jo prediktiv értéki
biomarkere (ROC AUC: 0.89) a kopet eosinophilianak exacerbacidban 1évé COPD-s
betegekben. A korrelacié kimutathatosagat nem befolyasolta a betegek inhalacios

kortikoszteroid (ICS) statusza a korhazi felvétel elott. A kopet sejtprofiljat tekintve a kopet
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neutrophilsejtszdma csokkent a COPD akut exacerbacdjanak kezelése soran, mig a
lymphocytédk, makrophagok és eosinophilsejtek szama ¢és szazalékos megoszlasa a kdpetben
nem valtozott. A kopet eosinophiliaval jellemzett alcsoportban ugyanakkor a kezelés hatasara
csokkent az eosinophilsejtszam. Kopet eosinophilia megjelenésével az exacerbacidban 1évé

COPD-s betegek 20.4%-aban talalkoztunk.

2. A FENO és a sulyos akut exacerbaciok gyakorisagianak vizsgilata COPD-s
betegekben.

Harom éves kovetési idot alapul véve vizsgalatunk eredményei azt mutatjak, hogy a FENO
szint alapjan alcsoportokra bontott COPD-s betegek exacerbacios gyakorisaga kiillonb6zo. A
magas FENO (>26.8 ppb) szinttel jellemzett betegek ritkabban keriilnek hospitalizaciora akut
exacerbacié miatt, mig az alacsony FENO (<26.8 ppb) szinttel jellemzett betegben az
exacerbacids gyakorisdg nagyobb. Az exacerbacié soran mért magasabb FENO szint
viszonylag jo szenzitivitassal (66%) és specificitassal (78%) vetiti elére (ROC AUC: 0.81) a
magasabb exacerbacios gyakorisagot (>2 exacerbacio/év) e betegekben. Az alacsony FENO
szinttel jellemzett betegek tobbszor részesiilnek antibiotikus kezelésben, gyakoribb a pozitiv
kopet tenyésztési lelet, és magasabb az intenziv osztalyos ellatas igénye is a hospitalizacid

id6tartama alatt.

3. Az EBC pH-janak vizsgalata COPD akut exacerbacidjaban.

Kovetéses vizsgalatunkban kimutattuk, az exacerbacioban 1évé ¢s korhazi ellatasra szorulod
COPD-s betegek EBC mintai nem savasabbak az egészségesekhez képest. Az exacerbacid
kezelése soran a betegek EBC pH-ja nem valtozott, ami nem tamogatja e betegcsoportban a
pH lehetséges léguti biomarker szerepét a korkép monitorozasaban. Munkank soran azt is
igazoltuk, hogy (i) az R-Tube tipusi kondenzatorral gyijtétt EBC mintak pH-ja
szamszeriiségét tekintve kisebb az EcoScreen késziilékkel gyiijtott mintakéhoz képest, (ii) a
dohanyzas csokkenti a kondenzatum pH-jat, (iii) az EBC mintak nyallal valé kontaminacioja
kizarhatod, tovabba (iv) a pH a spirometriai paraméterekkel korrelaciot nem mutat.

Tekintettel ezen eredményekre, mas tiidébetegségekben is végeztink EBC pH-
méréseket, annak megitélésére, hogy a kapott eredmények mennyire specifikusak a COPD-re.
Keresztmetszeti vizsgalataink eredményei szerint: (i) az EBC pH-ja cisztas fibrézisban (CF)
vagy rosszindulatu tiidédaganatban szenvedd betegekben sem tér el az egészségesekben mért

értéktol, (ii) a tiddtranszplantalt betegeken végzett kovetéses vizsgalataink szerint a



bronchiolitis obliterans szindroma (BOS) kialakulasa sem okoz savasodast, valamint (iii) a
szamszerll pH értékek vizitek kozotti variabilitasa a BOS-ban szenvedd ¢s a BOS-mentes
betegekben is hasonlo. Mivel a transzplantaltak nagy része BOS 1 stadiumba keriilt a
vizsgalat soran, megallapitasunk mindenekel6tt a BOS korai iddszakdban helytallo.
Osszességében, e mérési eredmények nem tdmogatjak a pH-mérés esetleges alkalmazasat e
korképek diagnosztikajaban. A fizikai terhelés hatasara kialakuld bronchokonstrikcio
patomechanizmusdban ugyanakkor szerepe lehet a 1éguti savasodasnak, mivel
bronchokonstrikcidval vélaszold betegek kondenzatumanak pH-ja csokkent, és a csokkenés
mértéke aranyos a bronchokonstrikcio sulyossagaval. Munkank sordn azt is bizonyitottuk,

hogy a pH-csokkenés a kondenzatum higulasatol fiiggetlen.

4. Oxidativ stressz vizsgalata COPD-ben a léguti malondialdehid koncentracio

meghatarozasa alapjan.

Kovetéses vizsgalatunkban kimutattuk, hogy (i) a kopet MDA koncentracidja stabil COPD-s
betegekben szignifikansan magasabb az egészséges emberekéhez képest, (i) COPD akut
exacerbacidja soran a kopet MDA szintje tovabb emelkedik, majd (iii) az exacerbacio kezelés
utan az MDA szint csokken. Az MDA szintjének csokkenése leginkabb azokban a betegekben
volt kimutathato, akiknek a léguti aramlaskorlatozottsaga (AFEV;) is jelentdsen javult a
kezelés soran. Az MDA meghatarozasara HPLC technikat hasznaltunk, a mérések intra- és
inter-assay variabilitasa, valamint napok-kozotti reprodukalhatosaga igen kedvezd volt a
kopetben. A kopetindukcio, mint szemi-invaziv beavatkozas dnmagaban nem befolyasolta a
kopet MDA szintjét. Osszességében, eredményeink arra utalnak, hogy a kdpet MDA
nyomon kovetheté (monitorozhatd) COPD-s betegekben.

Mindezen klinikai szempontbol kedvezd megallapitasainkkal ellentétesek azok a
mérési eredményeink, amelyek COPD-es betegek ¢és egészségesek EBC mintaiban az MDA
koncentracioinak Osszehasonlitdsaira vonatkoznak. A nevezett két vizsgalati csoport EBC
mintdinak MDA szintje nem mutatott kiilonbséget, aminek elsédleges okat a markernak az
EBC-ben észlelt nagyfokt napi koncentracid-variabilitdsdban lehet keresni.

Az oxidativ stressz patofiziologiai szerepének szélesebb korli megitélése céljabol
és a CF-ben is. A CF-es betegek kopetében és kondenzatum folyadékaban az MDA szintje
magasabbnak bizonyult a COPD-s betegekéhez képest, mig az asztmasokban a marker szintje

alacsonyabb volt. Az MDA értékek a spirometriai paraméterekkel, illetve a kdpet neutrophil-
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¢és eosinophilsejtszamaval korrelacidt egyik betegcsoportban sem mutattak. Eredményeink

arra utalnak, hogy az oxidativ stressz mértéke a kiilonboz6 tiidobetegségekben eltéro.

5. Oxidativ stressz vizsgalata a 1éguti hidrogén-peroxid mérésén keresztiil.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy a hidrogén-peroxid (H,O;) konnyen mérheté az EBC-
ben, bar a mérések napszaki variabilitasa igen jelentés (20-30%). Jollehet a mérések
reprodukalhatosaga megfeleld, vizsgalataink soran azt is kimutattuk, hogy a mért
koncentracio értékeket jelentésen befolyasolja az EBC gytijtése soran alkalmazott 1égzési
mandver, amelynek standardizalasa elengedhetetlen, és alapvetéen meghatarozza a modszer

klinikai felhasznalhatdsagat a jovében.

6. Eikozanoidok és a 8-izoprosztan mint lipidperoxidacios marker koncentraciéjanak

vizsgalata COPD-s betegek kopetében.

Vizsgalataink soran kimutattuk, hogy stabil allapott COPD-s betegek kopetében a
prosztaglandin E, (PGE;) koncentracidja nagyon alacsony, ugyanakkor a koncentracié szintje
exacerbacid esetén kifejezetten megemelkedik, majd az exacerbacid kezelését kovetden
csokken. A kopet leukotrién By (LTB,) és 8-izoprosztan szintje szintén emelkedik COPD
exacerbacioban, azonban e mediatorok koncentracidja a betegek kezelése utan tovabbra is
magas marad.

A stabil COPD-s betegek kopetének neutrophilsejtszama és a kopet 8-izoprosztan és
LTB, szintje kozott szignifikans pozitiv korrelacio volt. A kdpet lymphocytasejtszdma szintén
korrelaciot mutatott a 8-izoprosztan szinttel. Az exacerbacioban 1évé COPD-s betegek kozott
szignifikans Osszefliggést igazoltunk a kopet PGE, és a kopet neutrophil-, illetve
lymphocytasejtszama kozott. Emellett a kdpet neutrophilsejtszama és a kopet LTB,4 szintje
kozott is korrelacié mutatkozott. Az eikozanoid mérések inter-assay reprodukalhatésaga 10-
20% kozott mozgott, a leggyengébb reprodukalhatosdg a LTBs-mérést jellemezte, mig a
legjobb reprodukélhatdsagi mutatdja a PGE, mérésének volt.

A ciszteinil-leukotrién (cisz-LT) szintek a kopetben exacerbacioban szamottevoen
nem valtoztak, ami arra utal, hogy az eikozanoidok ezen csoportja feltételezhetéen nem
jatszik meghatarozd szerepet az exacerbacioval Osszefliggd gyulladasos folyamatokban és
légzésfunkcios romlasban COPD-s betegekben. Eredményeink alapjan viszont igéretesnek
tlinik a PGE>-nek 1éguti biomarkerként vald alkalmazasa a jovOben, bar ennek is még tovabbi

vizsgalata sziikséges.



A fenti eikozanoid-méréseket korlatozott szamban stabil COPD-sekbdl szarmazod
bronchoalveolaris lavage (BAL) folyadékban is el tudtuk végezni &sszehasonlitas céljabol. A
mérések soran megallapitast nyert, hogy az eikozanoidok szintje rendre magasabb a kopetben,
mint a BAL-ban. A legalacsonyabb koncentracié az EBC-ben volt mérhetd. A kdpet sejtprofil
a BAL-ban mért koncentraciéval korrelaciot nem mutatott. Eredményeink alapjan a léguti

gyulladas és oxidativ stressz monitorozasara a kopet 1étszik a legmegfeleldbb 1éguti mintanak.

7. Antioxidansok aktivitasanak vizsgalata COPD-s betegekben.
Az oxidativ stressz tovabbi vizsgalata céljabol meghataroztuk a szuperoxid-dizmutadz (SOD)
enzim aktivitasat stabil allapota és exacerbacioban 1évé COPD-s betegek kopetében, valamint
egy egészséges kontroll csoportban. Kovetéses vizsgalatunkban kimutattuk, hogy (i) a SOD
aktivitasa nagyobb a stabil COPD-s betegekben az egészséges emberekhez képest, valamint
(i) COPD akut exacerbacidja soran a kopet SOD aktivitasa megemelkedik. Az exacerbacid
kezelése utan az enzimaktivitas a betegeknek csak egy alcsoportjaban csokkent szignifikansan.
A palyazatban leirtaknak megfelelen a glutation méréshez sziikséges HPLC oszlopok
és kitek is beszerzésre kertiltek, és a méréstechnika is beallitasra keruilt. Problémat okozott
azonban, hogy sem a kopetfeliiliszoban, sem a kondenzatumban nem kaptunk detektalhatod
jelet. A protokollt mddositva és a kopet sejtes frakcidjaban a méréseket megismételve mar
értékelhetd koncentracio értékeket kaptunk. A modszer bedllitdsat azonban neheziti, hogy
megfeleld szamu sejtet tartalmazo kopet nem minden COPD-s betegtl nyerhetd. A kopet
sejtes frakcidjanak mennyiségét és minéségét kiilonbozo (dithiothreitol [DTT]-alapta és DTT-
mentes) feldolgozasi technikdk alkalmazéasaval, illetve az izoldlas egyéb paraméterinek
valtoztatasaval probaltuk novelni. Eddigi eredményeink alapjan elmondhatd, hogy a
kiilonb6zé kopet feldolgozasi modszerek jelentdsen befolydsoljadk mind a kopet sejtes

frakciojanak mindségét, mind a feliiliszobol kinyerhetd fehérjék és nukleinsavak mennyiségét.

8. Szisztémas biomarkerek szerepe a léguti gyulladas monitorozasiban COPD-s

betegekben

Vizsgalatainkban részben azt mutattuk ki, hogy a pozitiv tenyésztési lelettel rendelkezd
COPD-s betegekben a szérum C-reaktiv protein (CRP) szintje szignifikansan magasabb a
negativ lelettel rendelkezé betegekhez képest, illetve hogy a CRP jo prediktiv értékkel (ROC
AUC=0.8) vetiteti elére a pozitiv tenyésztési eredményt exacerbacié miatt hospitalizalt
COPD-s betegekben. A betegekben leggyakrabban Haemophilus influenzae, Streptococcus

pneumoniae és Pseudomonas aeruginosa tenyészett ki. A teszt szenzitivitasa, specificitasa,



pozitiv és negativ prediktiv értéke 69 és 76% kozott mozgott. A felvételi vérképben
meghatarozott fehérvérsejtszam (WBC) prediktiv értéke a tenyésztési lelet szempontjabol
joval gyengébbnek bizonyult (ROC AUC=0.54).

Megallapitottuk tovabba, hogy az oxidativ stressz vizsgalatara a kopetbol (AUC: 0.94,
p<0.0001) ¢és EBC-bol (AUC: 0.98, p<0.0001) tortén6 MDA-mérés szenzitivebb és
specifikusabb modszer, mint a plazmabdl torténd meghatarozas (AUC: 0.68, p<0.05). A
betegeket a FEV1% alapjan két csoportra bontva a sulyosabb betegekben (FEV1<50%)
szignifikansan magasabb volt a kopet és az EBC MDA szintje, mint az enyhe és kozépsulyos
betegekben (FEV1%>50). A plazma MDA szintje a stlyos és az enyhe-kozépsulyos
betegesoportok kozott kiilonbséget nem mutatott, ami szintén arra utal, az oxidativ stressz

markerek mérése 1éguti mintakbol eldnydsebb a plazmabdl torténdé meghatarozashoz képest.

9. Kilégzett szén-monoxid valtozasa COPD akut excerbacio kezelése soran

Vizsgalati eredményeink szerint a kilégzett szén-monoxid (eCO) szintet els6sorban a beteg
dohanyzasi aktivitasa hatdrozza meg: a dohanyzokban a marker szintje mindig sokkal
magasabb, mint az ex-dohanyosokban vagy a nem dohanyzokban, fiiggetleniil a COPD-s
beteg aktualis klinikai allapotatdl (stabil allapot vs. exacerbacid). Az exacerbacid kezelése
nem befolyasolja az eCO szintet. Tovabbi, egészségeseken végzett méréseink soran azt is
kimutattuk, hogy a kiilonb6z6 dohanyzasi formaknak az eCO szintre gyakorolt hatdsa eltérd:
igy a vizipipazas, mint egy ujszerti, fiatalok kdrében egyre gyakrabban eléfordulé dohdnyzasi
forma 3-4-szer nagyobb CO szint-emelkedést general a kilégzett levegében, mint cigarettazas
hasonl6 kisérleti koriilmények €s elégetett fajlagos dohanytartalom mellett. A nagyobb CO
terhelés kifejezettebb fiistexpoziciora utal, és egyben felveti a stilyosabb egészségkarosito,
esetleg karcinogén hatdsok lehetdségét is. A vizipipazo egyénekkel zart térben valo
tartozkodas (passziv vizipipazas) a dohanyzassal megegyezd eCO szint-emelkedést okozott az
egészségesekben. A vizelet kotinin szint-emelkedés 12 6raval a dohdnyzas befejezése utan

érte el csucspontjat, és mind a cigarettdzoknal, mind a vizipipazoknal hasonld mértékii volt.

10. Kopet és EBC citokin mintiazatianak elemzése stabil és exacerbacioban 1évé COPD-s

betegekben

A kopetben elvégzett mérések eredményeit tekintve a 120 citokinbdl 96 adott megfeleld
intenzitasu jelet mind az exacerbacioban (korhazi felvétel), mind az exacerbacio kezelése utan

(korhazi tavozas) COPD-s betegekben. A kezelés soran 12 citokin szintje csokkent



szignifikansan, melyek koziil kiemelendéek az IL-1, IL-2, Acrp30 és a TGF-beta-1 és -3
faktorok. A citokin mintdzatok tekintetében kiilonbség mutatkozott a bakterialis és a nem
bakteridlis (feltehetéen virdlis) exacerbaciok kozott, és a citokin profilbol a betegek
funkcionalis valaszkészségére (AFEV;) is kovetkeztetni lehetett. A kopet differencialt
sejtprofilja ugyanakkor a citokin mintdzatokkal Osszefiiggést nem mutatott. Az assay
reprodukdlhatosagi indexe a detektalhato citokinekre nézve 6-8% kozott mozgott. A
kopetfeldolgozas soran rutinszerlien alkalmazott DTT kezelés nem befolydsolta a kapott
eredményeket. Az indukcid soran nyert €s a spontan Uton lritett kopet citokin mintazata
hasonlo volt.

A stabil COPD-s betegek szintén elkiilonithetének bizonyultak az egészséges kontroll
személyektdl a kopet citokin mintdzat alapjan. Eredményeink szerint az IL-13, IL-6, Gro-a,
BMP-4 és CK 8-1 citokinek szintje a kdpetben szignifikansan magasabb volt a stabil, ex-
dohanyos COPD-sekben, mint az ex-dohanyos egészségesekben. Osszességében, az
eredmények tiikrében, a kopetfeliiliszo antitest microarray technikaval valé vizsgélata a
légutak proteomikai analizisére alkalmas mddszer. Mindezen kedvez6 mérési eredményekkel
ellentétben, az EBC citokin mintazata a COPD-s betegekben nem kiilonbozott szignifikansan
az egészséges kontroll mintdban felvett mintdzattdl, ami arra utal, hogy a kondenzatum
folyadékban a citokinek jelintenzitdsa nagyon alacsony, amely megbizhat6é detektalast nem

tesz lehet6vé.

A fenti, tételes eredmények publikalasa a Lung, Respiration, Respirology, Inflammation, Acta
Physiologica Hungarica, American Journal of Transplantation, Transplanation,
Inflammation Research, Lung Cancer és Journal of Aerosol Medicine and Pulmonary Drug
Delivery c. folyoiratokban tortént. Ezen feliill, az OTKA palyazat tamogatasaval tobb
Osszefoglald kozlemény is sziiletett. A kozleményekben részletesen targyaltuk az oxidativ
stressz markerek, ismertettiik e markerek bioszintézisének I1épéseit, a 1éguti mintakban valo
kimutathatésagukat és lehetséges klinikai felhasznalasukat. A kozleményeket a Current
Medicinal Chemisrty és Oxidative Medicine and Cellular Longevity c. folyoiratokban
publikaltuk.



