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1. BEVEZETES

A vilagszerte komoly egészségiigyi problémat jelenté kronikus obstruktiv
tildébetegség (COPD) patomechanizmusanak felderitésében az elmult évtizedben
szamos elGrelépés tortént. Napjainkban egyre tobben feltételezik, hogy a COPD-re
jellemzd strukturalis valtozasok kialakuldsaban a lipid mediatornak, Ggymint a
prosztaglandinoknak és a leukotriéneknek, valamint az oxidativ stressz hatasara
kialakulé izoprosztanoknak ¢és a lipidperoxidacié kovetkeztében termel6dd
aldehideknek szerepe lehet.

A lipid mediatorok mintdzata azonban a kiilonb6z6 1éguti mintdkban eltérd
lehet. A klinikai gyakorlatban leginkabb alkalmazott 1égati mintavételi lehetéségek
koézlil az invaziv mintavételi eljardsok, uUgymint a tiidGbiopszia, valamint a
bronchoalveolaris lavage (BAL) sz6vodményeket okozhatnak, és nagy megterhelést
jelentenek a betegek szamara, igy alkalmazhatosaguk korlatozott. Az elmult években
ezért a pulmonologiai kutatasok terén egyre nagyobb teret hoditanak a Iégutakbol
torténd non-invaziv mintavételi eljarasok, igy példaul a kopet vagy a kilégzett levegd
kondenzatum (EBC) alkalmazasa. Bar a legtobb vizsgalatban e lipid mediatorok
arachidonsav-szarmazékoknak a COPD-ben betoltott szerepével és mennyiségi
valtozasaval kapcsolatban.

A COPD kezelésének egyik nagy kihivasa az akut exacerbaciok
gyakorisidganak csokkentése a klinikailag stabil allapoti COPD-s betegekben. Az
exacerbacioban szerepet jatszo faktorokrol viszonylag keveset tudunk. Egyes
irodalmi adatok arrél szamolnak be, hogy a lipid mediatorok és oxidativ stressz
markerek koncentracidja az exacerbacio soran megemelkedik.

A lipid mediatorokra vonatkozé vizsgalati eredmények lehet6vé teszik az
exacerbacioban 1évé COPD-s betegek fenotipus alapjan vald alcsoportokra bontésat,
amelynek a késObbiekben egyes gyogyszer és gyogyszer-kombinaciok célzott

beallitdsaban vagy az oxidativ stresszel szembeni érzékenység kimutatasaban, esetleg
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szarmazékok fobb regulalo folyamatainak megismerése, hatdsmechanizmusuk
tisztazasa a rajuk iranyuld célzott kezeléshez vezetd utat nyithatja meg a jovében.

A disszertaiciomban ismertetett kutatomunkaban a légiti biomarkerek egy
csoportjanak  klinikai  felhasznalhatosagat vizsgaltuk kiillonb6z6 COPD-s
befolyasolja-e a mintavételi eljards. Masrészt, az eikozanoidoknak és a
malondialdehidnek (MDA) a gyulladas és az oxidativ stressz monitorozasaban
betdltott szerepét kivantuk jobban megismerni akut exacerbacidé miatt hospitalizalt

COPD-s betegekben.

2. CELKITUZESEK

Els6 altéma: Invaziv és non-invaziv 1éghiti mintavételi modszerek
osszehasonlitasa kiilonb6zo6 eikozanoidok kimutathatésagara vonatkozoan.
Maisodik altéma: Kopet leukotriéne B, (LTB,), ciszteinil-leukotriének (cisz-LT),
prosztaglandin E, (PGE,) és 8-izoprosztan szintjének vizsgialata COPD akut
exacerbaciéjaban és az exacerbacio kezelése utan.

Harmadik altéma: Az oxidativ stressz vizsgalata COPD-ben a léguti

malondialdehid (MDA) koncentracié mérésén keresztiil.

3. MODSZEREK

Elsé altéma

Betegek és vizsgalati protokoll

Keresztmetszeti vizsgalatunkba stabil allapoti, 40 évnél idésebb, GOLD II-llI
stilyossagu, ex-dohanyos COPD-s beteget vontunk be, akik minimum 6 hoénapja
felhagytak a dohanyzassal, nem volt egyéb tiidobetegségiik, valamint 2 honapja nem
részesiiltek szisztémas kortikoszteroid vagy antibiotikum terapiaban. A résztvevok az
els6 vizit alkalmaval kilégzett frakcionalt nitrogén-monoxid (FENO) koncentracio és

vérgaz mérésen, valamint légzésfunkcids vizsgalaton vettek részt, majd a betegekt6l
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indukalt kopetet és EBC-t gy(jtottink. A bronchoszkopiara a masodik vizit

alkalmaval keriilt soran.

Légzésfunkcios vizsgalatok
A 1égzésfunkcids vizsgalat elektronikus spirométerrel (Medicor, MS-11, Piston Ltd.,

Budapest, Magyarorszag) tortént.

FENO-mérés
A FENO mérését 50 mL/s kilégzési aramlasi sebesség mellett, kemilumineszcens

analizatorral végeztiik (Model LR2500, Logan Research, Rochester, UK).

Bronchoszkopia

A bronchoszkopia soran a betegek bal felsé tiid6lebenyébe S5x20mL 0,9%-0s
sooldatot (NaCl) fecskendeztiink, majd lassu visszaszivassal bronchoalveolaris lavage
(BAL) mintat nyertiink. A BAL mintakat steril gézen atfiltraltuk és lecentrifugaltuk
(400g, 4°C, 15 min).

EBC gyiijtése
Az EBC gyljtése EcoScreen kondenzaldo eszkdzzel (Jaeger, Hoechberg,

Németorszag) tortént.

Indukalt képet gyiijtése, feldolgozdsa

A stabil COPD-s betegektdl indukalt kopetet gytjtottink. Az indukcid egy
ultrahangos porlasztobol torténd (Ultra-Neb 2000, DeVilbiss Healthcare Ltd., Tipton,
UK) hipertonias (2-4%) NaCl oldat inhalalasaval tortént. A mintat akkor tartottuk
megfelelének, ha a laphamsejtek aranya kevesebb, mint 20% volt. A kopetet 120
percen belill dolgoztuk fel. A homogenizalast, szlrést, centrifugalast kdvetben
citospint készitettiink. A May-Griinwald-Giemsa oldattal megfestett citospineken

differencialt sejtszamlalast végeztiink.



Eikozanoidok mérése
A 1égiti mintdk LTB,, cisz-LT, 8-izoprosztan és PGE, stabil derivatuméanak

Arbor, MI, USA) hataroztuk meg.

EIA mérések reprodukalhatosaganak vizsgalata
Az EIA mérések reprodukalhatosagat egy eldkisérlet soran vizsgaltuk meg, melynek
soran Osszesen 6 COPD-s betegtdl gyiijtottiink kopetet. Minden mintat két részre

osztottunk, melyekb6l parhuzamosan eikozanoidok mérése tortént.

Misodik altéma

Betegek és vizsgalati protokoll

A vizsgalatba 37 akut exacerbaci6 miatt az Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonologiai
Intézetbe felvett COPD-s beteget vontunk be. Kontrollként a vizsgalatban 25
klinikailag stabil COPD-s beteg vett részt. Az exacerbacids betegek két alkalommal,
(i) el6szor a korhazi felvételkor, majd (ii) a kezelés utan a korhazi tavozaskor vettek
részt vizsgalatokon. A vizitek alkalmaval a betegektdl spontan kopetet gyiijtottiink a
rutin klinikai vizsgalatok (légzésfunkcio, vérgaz, stb.) mellett. A stabil allapota

betegt6l indukalt kopetet gyiijtottiink a klinikai paraméterek mellett.

FENO-mérés, légzésfunkcios vizsgalat, EBC gyiijtés, kopet feldolgozas és EIA-mérés

A felsorolt vizsgalatokat és méréseket az elsd altémaban foglaltak szerint végeztiik.

A képetindukcié hatasanak vizsgalata
A kopetindukcidé hatasanak elemzéséhez tovabbi 8 stabil COPD-s betegtél

gyljtottink spontan és indukalt kopet mintat, és parhuzamosan mértiilk e mintak
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Harmadik altéma

Betegek és vizsgalati protokoll

A vizsgalatot 34 akut exacerbacié miatt az Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonoldgiai
Intézetbe felvett és kezelt COPD-s betegen végeztilk el. A vizsgalatba a fentiek
mellett 21 stabil COPD-s beteg, valamint 20 egészséges kontroll személy keriilt még

bevonasra. A vizsgalati protokoll megegyezett a masodik altéma protokolljaval.

Légzésfunkcios vizsgalatok, FENO-mérés, EBC és kopet gyiijtés, minta feldolgozas
A 1égzéstunkcios vizsgalatokat, a FENO-mérést, az EBC és a kopet gytijtését az elso

altémaban leirt modon végeztiik el.

MDA meghatarozads az EBC-ben és a kopetben
hataroztuk meg. A méréseket fluoreszcens detektorral felszerelt HPLC késziilékkel

(Jasco FP-2020 Plus, ABL&E-Jasco Ltd., Budapest, Magyarorszag) végeztiik.

MDA-mérések intra-assay és inter-assay és napok-kozatti variabilitasa
Mivel a kopetbdl HPLC technikdval torténd MDA meghatarozast korabban mas
laboratoriumunk nem végeztek, vizsgaltuk az MDA-mérések intra- és inter-assay,

valamint napok-ko6zotti variabilitasat.

Kopetindukcio hatasanak vizsgalata
A kopetindukcionak az MDA szintre gyakorolt hatasat eldkisérletben vizsgaltuk.

Ennek soran 10 betegtdl gytjtottiink parhuzamosan spontan és indukalt kdpetet, és

srer

Az els6, a masodik és a harmadik altémdaban leirt vizsgalatok értékelésénél hasznalt
statisztikai modszerek

Az adatokat atlag+SEM vagy median (interquartilis tartomany) formaban adtuk meg.
Az adatokat varianciaanalizis, Student-féle t-proba, Wilcoxon el6jeles rang-proba,

Mann-Whitney vagy Newman-Keuls teszt segitségével elemeztiik. A korrelacids
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koefficienseket a Pearson- vagy a Spearman-modszer szerint szamoltuk. A prediktiv
értéket a Receiver Operating Characteristic gorbe analizise alapjan, mig a
reprodukalhatosagot és a variabilitast a variacios koefficiens és a Bland—Altman teszt
segitségével hataroztuk meg. A kiilonbségeket p<0.05 esetén tekintettiik
szignifikansnak. A statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 4.0 (GraphPad
Software Inc.) hasznaltuk.

4. EREDMENYEK

Elsé altéma

A cisz-LT-ek, a LTB, és a 8-izoprosztan koncentracidja magasabb volt a kdpetben,
mint a BAL-ban (cisz-LT: 211,9 [128,6-827,1] pg/mL vs. 122,5 [60,4-256,1] pg/mL;
8-izoprosztan: 29,7 [13,8-60,8] vs. 22,0 [12,7-57,7] pg/mL, p>0,05), bar
statisztikailag szignifikdns kiillonbséget csak a LTB, esetében tudtunk kimutatni
(276,1 (105,4-594,7] vs. 27,5 [10,7-84,3] pg/mL, p<0,05; 1/b. dbra). A PGE,
koncentracioja a BAL-ban kismértékben magasabb volt, mint a kopetben, a
kiilonbség azonban nem volt szignifikans (3,0 [0,8-14,6] vs. 11,3 [7,1-18,3], p>0,05).
EBC-ben a négy marker koziil csak a cisz-LT-eket tudtuk minden mintdban a
detekcios limit feletti tartomanyban kimutatni, szintjiik az EBC-ben szignifikansan
alacsonyabb volt a kopethez és a BAL-hoz képest (33,8 [19,9-58,1] pg/mL, p<0,05 és
p<0,001; //a. abra). A 8-izoprosztan az EBC mintak 73%-ban volt kimutathato a
detekcios limit felett, a mediator szintje azonban itt is alacsonyabb volt, mint a BAL-
ban vagy a kopetben (p<0,05 és p<0,001; I/c. abra) A LTB, és a PGE, az EBC

mintakban nem volt kimutathato a kitek detekcios limitje feletti méréstartomanyban.

Az eikozanoid-mérések reprodukalhatosaga

Ugyanazon kopetminta két részre osztdsa utan a két aliquotbdl tortént eikozanoid-
mérés hasonl6 eredményt adott (p>0,05), a variacios koefficiens (CV) értéke 15,4 és
20,8% kozott mozgott, az egyezési tartomany (Bland-Altman teszt) a LTB,-nél volt a
legnagyobb.
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1. abra. Az eikozanoidok (,,a-d” panel) koncentracidja a stabil allapoti COPD-s
betegek kopetében, bronchoalveolaris lavage (BAL) és kilégzett leveg6
kondenzatum (EBC) mintaiban. "p<0,05 EBC vs. BAL, ~p<0,001 EBC vs. képet,
#p<0,05 BAL vs. kopet

Korreldaciok a mediatorok, valamint a képet sejtprofilok kozott

A kopet LTB, és a 8-izoprosztan szintje szignifikans pozitiv korrelaciét mutatott a
p<0,005). A kopetben tovabbi szignifikans osszefliggést talaltunk a 8-izoprosztan és a
LTB, koncentraciok kozott (r=0,645, p<0,001). A kdpet neutrofil- és teljes sejtszama
szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a kopet cisz-LT (r=0,466, p<0,05; r=0,435,
p<0,05; 2/a. dabra), 8-izoprosztan (r=0,475, p<0,05; r=0,452, p<0,05; 2/b. dabra) és

.....

medidtornak a kiilonb6z6 1éghti mintaiban mért szintjeit elemezve szignifikans



korrelaciot kaptunk a kopetben és BAL-ban mért cisz-LT koncentraciok kozott
(r=0,846, p<0,001; 2/d. dbra).
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2. abra. Korrelaciok a kopet neutrofilsejtszima és a kopet eikozanoid koncentraciéi kozott.

Misodik altéma

Eikozanoidok koncentracjanak meghatdrozasa

Az exacerbacidban 1évé betegek kopetében szignifikdnsan magasabb 8-izoprosztan
koncentracid volt mérheté, mint a stabil COPD-s betegekben (89,5 [36,9-184,7] vs.
29,7 [13,8-68,8] pg/mL, p<0,01; 3/a. dbra). A korhazi kezelést koveten a 8-
izoprosztan koncentracidja nem valtozott (84,1 [34,1-185,3] pg/mL, p>0,05).

A cisz-LT szint az exacerbacids csoportban emelkedést mutatott a stabil allapoti
csoporthoz viszonyitva, a valtozas statisztikailag nem volt szignifikans (211,9 [128,6-
827,1] vs. 469.9 [169,2-906,8] pg/mL, p>0,05; 3/a. dbra). A korhazi kezelés nem

pg/mL, p>0,05).
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3. dbra. Az eikozanoidok koncentraci6ja (,,a-c* panel) a stabil klinikai allapoti (stabil) és
az exacerbaciéban 1évé COPD-s betegek kopetében. Az exacerbacioban 1évé betegektol
kérhazi felvételkor (ex), valamint a kérhazi kezelés utan (kezelt) gyijtottiink mintat.
“p<0,05, "p<0,01 és ~"p<0,001 COPD exacerbacié vs. stabil COPD, “p<0,01 exacerbacié vs.
kezelés utan
A PGE,-t a stabil allapoti betegek koziil csupan 16 esetben, mig az exacerbacios
csoportban minden betegnél detektdlni tudtuk. COPD exacerbacioban a PGE,
koncentracidja jelentésen magasabb volt, mint a stabil allapoti betegekben (39,8
[13,3-103,3] vs. 3,82 [1,77-6,63] pg/mL, p<0,001; 3/c. dbra), a korhazi kezelés pedig
ezt az emelkedett szintet szignifikansan csokkentette (19,6 [4,6-52,5] pg/mL, p<0,01).
Az exacerbacids csoportban szignifikdnsan magasabb LTB, szintet mértiink, mint a
stabil betegekben (587,7 [252,9-774,8] vs. 276,1 [105,4-594.7] pg/mL, p<0.05; 3/d.
abra). A korhazi kezelés ugyanakkor nem befolyasolta a LTB, koncentracidjat (661,5

[182,6-758,1] pg/mL, p>0,05).



Spontan és indukalt képet eikozanoid koncentrdciojanak dsszehasonlitisa

Nem taladltunk szamottevd eltérést indukalt és spontan kopetmintdk eikozanoid
koncentracioi kozott (p<0,05), ugyanakkor szoros korrelaciot figyeltiink meg a két
mintaban mért értékek kozott (r>0,72, p<0,05).

Korrelaciok

Stabil betegekben a kopet 8-izoprosztan és a LTB, koncentracidja szignifikdnsan
korrelaciot mutatott a kdpet neutrofilsejtszamaval (p<0,005 és p<0,05; 4). COPD akut
exacerbacioban szenvedd betegek esetében szignifikdns dsszefiiggést figyeltiik meg a
kdpet PGE, szintje és a kdpet neutrofil-, valamint limfocitasejtszama kozott (p<0,005
¢és p<0,001) (4/a. és 4/b. abra). Tovabbi 0sszefliggés mutatkozott a kopet cisz-LT és
LTB, koncentracidja valamint a neutrofilsejtek szdma kozott is (p<0,005 és p<0,05)
(4/c. és 4/d. abra). Az eikozanoidok és a 1égzésfunkcios értékek vagy mas klinikai

paraméterek kozott korrelacio nem volt (p>0,05).
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4. abra. Korrelaciok a kopet eikozanoidok koncentraciéi és a képet neutrofil- (,,a, ¢ és d”
panel) és limfocitasejtszama (,,b” panel) kozott az akut exacerbacioban 1évé COPD-s
betegekben.
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Harmadik altéma
A spontan és indukalt kopet MDA szintjének osszehasonlitisa
Nem talaltunk szamottevd eltérést az indukalt és a spontan kdpetmintdk MDA

koncentracioi kozott (p>0,05).

A COPD-s betegek kopetének MDA szintje szignifikinsan magasabb volt, mint az
egészséges kontrollok kopetében mért koncentracido (144,6+14,3 nmol/L vs.
85,9+11,3 nmol/L, p<0,05; 5. dbra). Akut exacerbacidban az MDA szint tovabbi
emelkedést mutatott a stabil allapotban mért értékekhez képest (220,0+17,5 nmol/L,
p<0,01). A kezelés hatdsara az MDA szint csokkent (190,7+6,3 nmol/L, p<0,05). A
kopetindukcionak nem volt hatdsa az MDA koncentraciora.

A vizsgalat soran nem talaltunk szignifikans Osszefliggéseket a kopet MDA
koncentracidja, valamint a kiilonb6z6 klinikai paraméterek (FENO, 1égzésfunkcio,
vérgaz), illetve a kopet sejtpofilja kozott sem a stabil, sem az exacerbacioban 1évo

COPD-s betegekben.
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5. abra. Az MDA Kkoncentracidja az egészséges személyek (kontroll), a stabil (stabil) és az
akut exacerbaciéban 1évé COPD-s betegek kopetében. Az exacerbacioban 1évé betegektdl
korhazi felvételkor (ex), valamint a korhazi kezelés utian (kezelt) gyiijtottiink mintat.
“p<0,05 és "p<0,001 stabil COPD vs. egészséges kontroll, “p<0,01 exacerbacié vs. stabil
COPD, #p<0,05 kezelt vs. exacerbacio, $p<0,05 kezelt vs. stabil COPD
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MDA koncentrdcidjanak valtozasa EBC-ben

Az EBC-ben mért MDA koncentraciok az egészségesekben (73,1£5,1 nmol/L), a
stabil (96,1 + 11,6 nmol/L), valamint az exacerbacioban 1évé betegekben (93,3+7,6
nmol/L) hasonléak voltak (p>0,05; 6. dbra). A kezelésnek nem volt szamottevd

hatésa az exacerbacio alatt mért MDA szintre (85,3+7,1 nmol/L, p>0,05).
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6. dbra. Az MDA koncentracidja az egészséges személyek (kontroll), a stabil (stabil) és az
akut exacerbaciéban 1évé COPD-s betegek EBC-jében. Az exacerbacioban 1évé betegektdl
korhazi felvételkor (ex), valamint a korhazi kezelés utan (kezelt) gyiijtottiink mintat.

MDA-meérések intra- és inter-assay reprodukdlhatosaga, valamint napok-kézotti
variabilitasa

A kopet és az EBC mintak két hétig 4°C-on vald térolasa (intra-assay variabilitas)
vagy EBC minta két részre osztdsa utan a két aliquotbol tortént MDA-mérés is
hasonlé eredményt adott (inter-assay variabilitas), mig a napok-kozotti variabilitas
meghatarozasa esetén a mérések CV értéke az EBC-ben szignifikansan nagyobb volt,
mint a kdpetben (24,3 vs. 9,3%, p<0,05). Hasonloan, az egyezési tartomanyok is

szélesebbek voltak az EBC-ben, mint a kdpetben.

Osszefiiggés a AFEV, és MDA koncentrdicié kozott
Az exacerbacioban 1év6 betegeket a kezelés alatt elért FEVi-novekedés (AFEV,)

mértéke alapjdn harom alcsoportra osztottuk. A  kiillonbozé funkcionalis
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valaszkészségli betegekben eltéré volt az MDA koncentracio-csokkenés mértéke:
azokban a betegekben, akiknél a FEV;j-véltozas kozepes vagy nagyfoku volt,
szignifikdns MDA szint-csokkenés volt megfigyelhetd a kezelés hatdsara (p<0,05),
mig abban az alcsoportban, ahol a FEV;-ndvekedés csak kisfoku volt, az MDA

koncentracio szignifikans valtozast nem mutatott a kezelés soran (p>0,05).

Korreldacio a MDA szintek és a klinikai paraméterek kozott
Nem talaltunk szignifikans korrelaciot a kopet és EBC MDA koncentracioi és klinikai
paraméterek, ugy mint FENO, légzésfunkcids, vérgdz paraméterek illet a kopet

sejtprofil kozott.

5. KOVETKEZTETESEK

1. Eikozanoidok kimutathatok a kopetben és a BAL-ban, mig az EBC-ben
csak a cisz-LT-ek, illetve a 8-izoprosztan detektalhato biztonsagosan. Az
eikozanoidok szintje a PGE; kivételével a kdpetben a legmagasabb, mig
az EBC-ben a legalacsonyabb.

2. Stabil COPD-s betegekben a kopet neutrofilsejtszama pozitiv korrelaciot
mutat a kopet cisz-L T, LTB, és 8-izoprosztan szintjével, ami megerdsiti a
kopetbdl torténd arachidonsav-szarmazékok meghatarozasanak szerepét a
gyulladas vizsgalataban.

3. COPD exacerbacioban a kopetben emelkedett PGE,, 8-izoprosztan és LTB,
szint mérhetd. Korhazi kezelés hatdsara a PGE, szint szignifikdnsan
csokken, ami felveti a PGE,-nek léguti biomarkerként valo alkalmazasat
a jovoben.

4. Stabil COPD-s betegekben a kdpet MDA koncentracidja szignifikinsan
magasabb, mint egészséges kontroll személyekben, igazolva ezzel a
COPD-ben fennall6 fokozott oxidativ stresszt.

5. COPD exacerbacioban a kopet MDA koncentracidja tovabb emelkedik a
stabil allapothoz képest, majd a betegek korhazi kezelés utdn a marker

szintje csokken. Eredményeink alapjan a kdpet MDA-mérésén keresztiil
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az oxidativ stressz mértéke jol nyomon kdvethetd (monitorozhato)
COPD-s hetegekben.

6. EBC-ben nem mutathatd ki MDA koncentracio-kiilonbség az egészségesek
és a stabil allapotd, valamint az akut exacerbacioban 1évé COPD-s
betegek kozott, melynek hatterében valdsziniileg a markernek az EBC-

ben észlelt nagyfoku napi variabilitasa all.
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