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1. ROVIDITESEK JEGYZEKE

ap-antitripszin

4-hidroxi-2-hexenal

4-hidroxi-2-nonenal

5-hidroperoxi-eikozatetraénsav

S5-lipoxigenaz

antitest (antibody)

acetilkolin-észteraz

aktivator protein-1

léguti folyadékfilm (airway surface liquid)

Amerikai Tidégyogyasz Tarsasag (American Thoracic Society)
bronchoalveolaris lavazs (bronchoalveolaris lavage)
katalaz

COPD Assassment Test

kemokin ligand

ciszteinil-leukotriének

1-es tipusu ciszteinil-leukotrién receptor

szén-monoxid (carbon-monoxide)

kronikus obstruktiv tiidébetegség (chronic obstructive pulmonary disease)
ciklooxigenaz

C-reaktiv protein

variacios koefficiens

kemokin ligand

dithiothreitol

kilégzett levegd kondenzatum (exhaled breath condensate)
extracellularis matrix

eozinofil-kation-protein (eosinophil cationic protein)
epidermalis novekedési faktor (epidermal grow factor)
enzim immunoassay

endotelialis leukocita adhézios molekula-1

enzimmel kapcsolt immunoszorbens assay (enzim linked immunosorbens

Eurodpai Tiidégyogyasz Tarsasag (European Respiratory Society)
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FENO: frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid (fractional exhaled nitric oxide)
FEV;: forszirozott exspiracios volumen egy masodperc alatt (forced expriatory
volume)

FLAP: 5-lipoxigenaz-aktivald protein

FVC: forszirozott vitalkapacitas

GM-CSF:  granulocita-makrofag kolonia stimulalé faktor

GOLD: Global Initiative for Chronic Obstructive Lung Disease

GSH: glutation peroxidaz

HDAC: hiszton-deacetilaz

HPLC: nagy teljesitményii folyadékkromatografia (high performance liquid
chromatography)

HRCT: nagy felbontoképességili szamitogépes tomograf (High-resolution computed
tomography)

ICAM-1: intercellularis adhézids molekula-1

IFN-y: interferon

Ig: immunglobulin

IL: interleukin

IP-10: interferon (IFN)-y-indukalta protein-10

LOOH: lipid hidroperoxid

LT: leukotrién

MCP: monocita kemotaktikus protein

MDA: malondialdehid

MHC: major hisztokompatibilitasi komplex

MMP: matrix-metalloproteinaz

MmRC: Modified medical Research Council

MPO: mieloperoxidaz

NE: neutrofil-elasztaz

NF-kB: nuklearis faktor-kappa B

NK: természetes 6losejtek (natural killer cells)

NO: nitrogén-monoxid

OSAS: obstruktiv alvasi apnoe szindroma (obsrtuctive sleeping apnoe syndrome)
PBS: foszfat-puffer

PCR: polimeraz lancreakcio (polimerase chain reaction)

PG: prosztaglandin
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foszfolipaz A;

részecske per billié (pars per billion)

reaktiv oxidativ szabadgyok (reactive oxidative species)
szuperoxid-dizmutaz

tiobarbituratsav

T-sejt receptor (T-cell receptor)

transzformalo novekedési faktor-a (transforming growth faktor-f3)
T-helper limfocita

tumor nekrozis faktor-a

tromboxan

vaszkularis endotelialis ndvekedési faktor (vascular endothelial grow factor)

Egészségiigyi Vilagszervezet (World Health Organisation)
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2. BEVEZETES

A kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD) nagyrészt irreverzibilis l1éguti sziikiilettel és
kronikus 1éguti gyulladdssal jaré korkép, amely komoly egészségiigyi problémat jelent
vilagszerte. Bar a COPD patomechanizmusa minden részletében jelenleg sem ismert, az
elmult évtizedben a COPD koérfolyamatanak felderitésében szamos eldrelépés tortént.
Ismertté¢ valt, hogy a COPD legfébb patologiai jellemzdjének tartott kronikus léguti
gyulladast a kiilonb6z6 fenotipusokban eltérd sejtes és medidtor képzési aranyok jellemzik,
amelyek eltéré korlefolyashoz ¢s kiilonb6zé exacerbacios gyakorisaghoz vezetnek.
Napjainkban egyre tobben feltételezik, hogy a kronikus gyulladés és a COPD-re jellemz6
strukturalis valtozasok kialakuldsdban szdmos lipid mediatornak, igy példaul a 20 szénatomos
arachidonsav-szarmazékok k6zé tartozo prosztaglandinoknak (PG) és leukotriéneknek (LT) is
szerepe van. A PG-ok ¢és a LT-ek mintdzata azonban a kiilonbozd 1égiti mintakban eltérd
lehet.

A légiti mintavételi lehetéségek kozill az invaziv mintavételi eljarasok, ugymint a
tiiddbiopszia, valamint a bronchoalveolaris lavage (BAL) 6nmagukban is gyulladaskeltdek és
megterhelést jelentenek a betegek szdmara, igy alkalmazhatdsdguk korldtozott. Az elmult
é¢vekben a pulmonolégiai kutatasok terén egyre nagyobb teret hodit a 1égutakbdl térténd non-
invaziv mintavételi eljarasok alkalmazasa. A COPD korfolyamatanak megismerését célzo
vizsgalatok jelentds részében a PG-ok és a LT-ek mérésére non-invaziv Uton nyert léguti
mintakban, igy a kilélegzett levegd kondenzatumban (EBC) és az indukalt vagy spontan
emelkedését igazoltdk, szamos ellentmondas is felmeriilt az arachidonsav-szarmazékok
COPD-ben betoltott szerepét, mennyiségi valtozasat illetden.

A COPD kezelésének egyik nagy kihivasa az akut exacerbaciok kialakulasanak
megakadalyozdsa a klinikailag stabil allapott COPD-s betegekben. Az exacerbacidoban
szerepet jatszo faktorokrol viszonylag keveset tudunk. Egyes irodalmi adatok arrél szamolnak
be, hogy a PG-ok és LT-ek koncentracidja az exacerbacié soran megemelkedik. A lipid
mediatorokra vonatkoz6 vizsgéalati eredmények lehetdvé teszik az exacerbacidoban 1évd
COPD-s betegek fenotipus alapjan vald alcsoportokra bontasat, amelynek a késdbbiekben
egyes gyogyszer €s gyogyszer-kombinaciok célzott bedllitasdban vagy az oxidativ stresszel
lenet klinikai haszna. Az exacerbaci6 patomechanizmusaban az arachidonsav-

szarmazékoknak szerepe lehet a keringésben 1évé gyulladdsos sejtek toborzdsdban, a
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bronchokonstrikcié fokozasaban, a nyak szekrécio, valamint a légutak ¢és a tiidéparenchima
strukturalis €s vaszkularis elvaltozasainak kialakitasaban. Az arachidonsav-szarmazékok fobb
regulalé folyamatainak megismerése, hatdismechanizmusuk tisztdzasa a rajuk iranyulo célzott

kezeléshez vezetd utat nyithatja meg a jovoben.

2.1. A COPD klinikai jellemzo6i és diagnosztikaja

2.1.1. A COPD definicioja

A COPD-t idiilt léguti gyulladas, nagyrészt irreverzibilis 1égiti aramlaskorlatozottsag és
periférias horgészikiilet és a légutak tamasztd szoveteinek pusztulasa. Attol fliggden, hogy a
betegség kialakuldsdban mely elemek domindlnak, a COPD-n belill két f& alcsoport
kiilonithetd el: a bronchitises és az emfizémas tipus. A krénikus bronchitis vezetd tlinete a
legalabb két egymast kovetd évben, évente minimum harom hoénapon at fennallé produktiv
kohogés, amely nem sziv- ¢és érrendszeri eredetli, illetve nem mas tiidébetegség
kovetkezménye. Mig a kronikus bronchitis kezdeti szakaszaban a szubmukozalis mirigyek
hipertréfidja €s a valadékpangas domindl, a kés6 szakaszban a gyulladés egyre inkdbb raterjed
a horgdfalra, ami gyulladdsos 6démat, simaizomsejt hipertrofiat, fibrozist és hegesedést valt
ki, és egyre sulyosbodd léguti obstrukciot okoz. Az emfizémat ugyanakkor a terminalis
bronchiolusoktdl disztalisan elhelyezkedd légterek tultagulasa és faluk primer pusztulasa
jellemzi, lényeges mértekli fibrozis kialakuldsa nélkiil (2). Bar a két korkép korfejlédése
eltérd, altalaban egyszerre vannak jelen, és az egyik vagy a masik dominanciaja allapithato
meg az egyes betegeknél. A kronikus bronchitist és az emfizémat elészor 1950-ben Briscoe

emlitette 6sszefoglaloan COPD név alatt (3).

2.1.2. A COPD prevalenciaja

A COPD prevalencidjanak nagyfoku novekedése vilagméretli népegészségiigyl probléma. A
betegség az epidemiologiai adatok szerint a felnétt lakossag 9-10 %-at érinti (4, 5). A COPD
globalis halalozasa 1990-ben sorrendben a negyedik, mig 2010-ben a harmadik helyen allt (6,
7). A COPD jelenleg a kronikus morbiditas €s mortalitas negyedik vezetd oka az USA-ban
(8). Az Egészségiigyi Vilagszervezet (WHO) tanulmanya szerint a COPD prevalenciaja
folyamatosan n6, és 2020-ra varhatoan a 3. vezet6 halalokka valik a vilagon (9). Jelenleg a 45
év feletti populacio 10%-a, a 45 év feletti dohanyos populécié csaknem 50%-a érintett COPD

kialakulas szempontjabol (10). Az eldrejelzések szerint 2030-ra a vilag 40 év feletti
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lakosainak kozel 22%-ka szenvedhet COPD-ben (11). Magyarorszagon is né a COPD
prevalenciaja. 2009. évi hazai adatok alapjan a COPD ellatasa a tiidégyogyaszati fekvobeteg
ellatasnak kb. 21%-at teszi ki (12). A nyilvantartott COPD-s betegszam 2014-ben 6034 esettel
gyarapodott a 2013-as évhez viszonyitva (a nyilvantartott allomany 2013-ban 1747 %000,
2014-ben 1832 %o000) (13). Amennyiben a Burden of Obstructive Lung Disease (BOLD)
vizsgalat feln6tt lakossagra vonatkoztatott prevalencia értékét a magyar, 40 évesnél idGsebb
korosztalyra vetitve a GOLD II/l1I-IV stlyossagit COPD-s betegek szama 5-600000 lehet,
amely 2-3-szorosa a 2013-ban nyilvantartott 174949 betegnek (14). Az eltéré diagnosztikus
kritériumok €és modszerek megnehezitik a kiilonbozd orszadgok altal kozolt epidemiologiai
adatok értékelését és Gsszehasonlitasat (14). A becsiilt és nyilvantartott betegszam, mortalitasi
adatok kozotti kiillonbség hatterében tobb tényezd allhat. Egyrészt a COPD gyakran csak
masodik-harmadik korhazi diagnozis a COPD-mortalitast gyakran elfedik a tarsbetegségek
okozta haldlozasok. Tovabbi kiilonbséget okozhat, hogy a kezdeti stddiumokban a tiinetek
nem elég specifikusak, a betegek sokszor csak sulyosabb stadiumokban fordulnak orvoshoz,

igy a nyilvantartasokban feltehetden csak a stlyosabb esetek szerepelnek (14).

2.1.3. A COPD etiologiaja

rizikofaktor a dohanyzas, amely minden egyéb kockazati tényezé hatasat feliilmutlja (15).
Ismert ugyanakkor, hogy bar a COPD-s betegek 90%-ka dohanyzik, a dohanyosoknak csak
egy kis hanyadanal alakul ki klinikailag szignifikdns COPD, ami a genetikai prediszpozicid
jelentdsegére utal. A felmérések szerint a COPD kialakulasdnak kockazatat emeli a levegd
szennyezettsége, a lakotéren beliili inhaldcios artalmak (pl. széntiizelés), valamint a betegek
10-20%-4ban a foglalkozéssal 0sszefliggd karositd anyagok (por- €s gazexpozicid) belégzése
is (16). Tobb szerz6 a kén-dioxid (17), nitrogén-dioxid (17, 18, 19), szén-monoxid (18, 19) és
COPD-s incidencidért. Egyes tanulméanyok szerint rizikd tényezdt jelenthet a COPD
kialakulasa szempontjabol a prenatalis dohanyzas (21), valamint a rossz szocialis helyzet is
(22).

2.1.4. A COPD genetikai hattere

crcr

mutattak ki genetikai asszociaciokat. A COPD genetikai hatterét feltard vizsgalatok jelentds

része az al-antitripszin (a1-AT) hidnnyal foglalkozik. Az al-AT enzim hidnya recessziven

10
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orokloédik, és sulyos velesziiletett megbetegedéseket (majzsugor és emfizéma) okozhat (23).
Az emfizéma patomechanizmusat leird protedz/ anti-protedz elmélet szerint az o-AT
mennyiségének csokkenése vagy hidnya a neutrofilsejtek migracidjakor felszabaduld
proteolitikus enzimek (leginkabb a neutrofil elasztaz) aktivalodasat eredményezi, ami az
panacinaris emfizémahoz vezet, altaldban mar fiatal, azaz 30-40 éves korban. Az emfizémas

esetek 1-5 %-ka vezethet vissza a31-AT hidnyra.

2.1.5. A COPD diagnosztikaja

A COPD diagndzisanak felallitasa a megfeleld tiinetek (kohogés, rendszeres kopet iirités,
nehézlégzés) és a kockdzati faktorok jelenlétén, valamint a 1éguti obstrukcié objektiv
kimutatasan alapul, melyet a légzésfunkcios vizsgalattal igazolnak. A Global Initiative for
Chronic Obstructive Lung Disease (GOLD) nemzetk6zi dokumentumat, valamint a vonatkozo
hazai ajanlasokat (24, 25) figyelembe véve a COPD staddiumbeosztasat és az egyes
stadiumokban javasolt farmakologiai és egyéb kezelési lehetdségeket az 1. tdbldzat mutatja
be.

1. tablazat. A COPD stadiumbeosztasa és az egyes stadiumokban javasolt kezelési
lehetéségek
FVC: forszirozott vital kapacitas, FEV;: forszirozott kilégzési térfogat 1 méasodperc alatt

1. Enyhe II. Kézépsulyos 1. Sulyos IV. Nagyon stlyos
FEV, FVC<T0%
FEV; =80 % 50 % < FEV < 80 % 30 % <FEV; <50 % FEV; <30 %
Tiinetekkel. Tiinetekkel. Tiinetekkel, tiu lcggbli-:ﬁifq
vagy tiinetek nélkiil vagy tiinetek nélkiil vagy tiinetek nélkiil gy s
= = = clégtelensée

Az egyes sulyossagi lepesokhoz tartozo ajanlott kezelesek

Dohanyzasrdl térténd leszokas

Riziko tényezd keriilése, influenza vakeinacid

Sziikség esetén rovid hatasu béta agonista. anticholinerg szerek

Egy vagy tébb hosszii hatdsi bronchodilatator. hosszil hatasiu béta
agonistak, hossza hatasu anticholinerg szer, theophyllin rehabilitacio

Inhalacios kortikoszteroid 1smétlodo akut
exacerbaciokkal

Hazi oxigénkezelés
resp. insuff. esetén,
vagy sebészi kezelés
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A GOLD fent bemutatott stadiumbeosztasat 2011-ben atalakitottdk, az allapotfelmérés
szempontjai 0 elemekkel boviiltek. Az ujabb felosztas ugyan megtartotta a FEV; alapjan valé
besorolast, de ezen kiviil figyelembe veszi a leggyakoribb klinikai tiineteket (CAT kérdoiv), a

diszpnoé sulyossagat (mMRC kérd6iv) és az akut exacerbacio kockazatat is (2. tablazat).

2. tabldzat. Az uj, kombinalt GOLD allapotfelmérés COPD-ben
MMRC: modified Medical R Council, CAT: COPD Assassment Test

=L - é
= - . =
@ = 4 eviz 2 -
S = 3 C D g
= - =t
= = =
Z = 2
2 e 2 évi 1 =
= - A w
= = . <
& = - B -
- o =¥
- - - r 5

= = 1 evil E
s = =
.- - ‘ 1 =
- & mMRC 0-1 mMRC =2 *E

CAT<10 CAT=10

2.2. A COPD patomechanizmusa

Bar a COPD patomechanizmusaban a cellularis és molekularis folyamatok még napjainkban
sem teljesen feltartak, az kétségtelen, hogy a korkép kialakuldsidban harom korfolyamat,
ugymint a kronikus léguti gyulladas, a protedz/anti-proteaz egyensuly felbomlésa, valamint az

oxidativ stressz meghataroz6 szerepet jatszanak.

2.2.1. A kroénikus gyulladas kialakulasa COPD-ben

A COPD patomechanizmusanak f6 eleme a komplex gyulladasos vélaszreakcio, amelyben
szamos sejt és mediator vesz részt. A gyulladdsos valaszreakcid koros fokozddasanak
felismerése C. Fletcher és R. Peto nevéhez flizédik, akik 1977-ben a korosan reagalod
személyeket ,,dohanyflistre érzékenyeknek” nevezték (26). E betegek kozos jellemzoje az
volt, hogy a dohanyzas és egyéb kornyezeti irritdnsok belégzése kovetkeztében a légutakban

és a tlidéparenchymaban kialakul6 gyulladasos folyamat a dohdnyzas abbahagyésa utan sem
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szlinik meg. A proximalis 1égutak gyulladasa a kronikus bronchitis tiineteinek kialakulasédhoz,

mig a disztalis 1égutak és parenchima gyulladasa, illetve destrukcioja emfizéméhoz vezet.

Gigarettafiist,
Foglalkozasi.- Makrofag
Haztartasi gaz

expozicié - A - Apoptdz
F\,&' Neutrofilse jt b

Neutrofil-elasztaz

: Nyak v = » &N\
Virusok., : : .
i . Baktérium Fokozott
Oxidativ stressz, '] IL-1B, TNF-a " 52
Genetikai 2 p ‘ ‘ TNF-a IR
faktorok .,‘" : / [L . K v & z Makrofag
» Epitélium (\ / Q“')
®  ® ® ® ® 9 o o |
, Dendritikus sejt ¥ b TGEF-B. EGF, VEGF
Anfi- CXCL10/ IP-10, :
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A
Lk CD8+ T-sejtek Neutrofilseit = v
Pt IL-6, CXL8/ IL8, T
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s
o ko™

60\ \ 4 4 5
.. < 4 -
. 5 )/
Eozmoﬁls% /4 NCU“
~ i »~

7,; 7 i 'Ra'nodelling' -
v 4 Nydkhiperszekrécié
Léguti =T i Léguti obstrukcid
Sinhromsejtek , Szisztémas gyulladas CRP,
IL-6. TNF-a

1. abra. A dohanyfiist inhalaciohoz kotodo léguti gyulladasos és sejtes mechanizmusok

COPD-ben (Chung és Adcock [27] munkaja alapjan modositva)
Ab: antitest, Th: T-helper limfocita, MHC: major hisztokompatibilitasi komplex, TCR: T-sejt
receptor, CXCL: CXC kemokin ligand, IP-10: interferon (IFN)-y-indukalta protein-10, CCL:
CC kemokin ligand, IL: interleukin, TNF-o: tumor nekrézis faktor-o, MCP: monocita
kemotaktikus protein, LT: leukotrién, CRP: C-reaktiv protein, TGF-B: transzformalo
novekedési faktor- B, EGF: epidermalis novekedési faktor, VEGF: vaszkularis endotelilis
novekedési faktor, MMP: matrix-metalloproteindz

A dohényfiist és mas irritansok a tracheobronchidlis rendszer felszini sejtjeit stimuldlva
neutrofilsejtes dominanciaval jaré gyulladast hoznak létre a légutakban (/. dbra). Az
valamint citokinek altal szabalyozzék a gyulladdsos valaszt. A betegség progresszidjaval a
neutrofilsejtek mellett emelkedik a makrofagok és T-limfocitak szama, mig stilyosabb esetben
a B-limfocitak szama is. Az aktivalt makrofagok kemotaktikus faktorokat (interleukin-8 [IL-
8], leukotrién B4 [LTB4]), kemokineket szabaditanak fel, amelyek tovabbi neutrofilsejteket
vonzanak a tiidébe. A provokativ stimulusra kialakul6 LTBj-szekrécid kovetkeztében az

aktivalt makrofagokb6l TNF-a, IL-1, illetve protedzok szabadulnak fel, ugyanakkor a
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neutrofilsejtekbdl szekretdlodd neutrofil-elasztdz (NE) hatasara az epitélsejtekbdl tovabbi
kemoattraktansok aktivalodnak (IL-8, granulocita-makrofag kolonia stimulald faktor [GM-
CSF], NO, LTB,), amelyek igy hozzajarulnak a folyamatos gyulladas fenntartasdhoz. A
gyulladas kialakuldsanak masik fontos mozzanata, hogy a leukocita-endotelialis adhézios
molekulak (pl. intercellularis adhézidés molekula-1 [ICAM-1], endotelialis leukocita adhézios
molekula-1 [ELAM-1]) expresszioja fokozodik az endotél- és epitélsejtek felszinén. A
leukocitakbol NE, a makrofagokbdl elasztaz, katepszin B és L, a neutrofilsejtekbdl proteinaz
3 ¢és katepszin G proteazok halmozodnak fel a tiidoben. A massziv neutrofilsejt infiltracio
kovetkeztében kialakuld proteaz termelés meghaladja az anti-proteaz aktivitassal rendelkezo
molekulak kapacitasat, ami a protedz/anti-protedz egyensuly eltoloddsahoz és a kotdszovetes
elemek lebomlasahoz, valamint emfizéma kialakulasdhoz vezet. A folyamathoz fokozott nyak
szekréci6 is tarsul, valamint a citotoxikus (CD8+) T-sejtek altal termelt protedzok szintén
hozzéjarulhatnak az alveolaris fal destrukcigjahoz.

A COPD-t kisérd léguti gyulladas egyiitt jar a gyulladas szisztémas megjelenésével is, amit
jol mutat, hogy szamos gyulladasos marker emelkedése mutathaté ki a betegek vérébol (28).
Augusti és mtsai. a kozelmultban azt igazoltdk, hogy a tartés szisztémas gyulladassal
rendelkezd fenotipus rosszabb klinikai prognozissal jar (29). A fennalld szisztémas gyulladas
hozzédjarulhat a COPD-s betegekben gyakran eléforduld tarsbetegségek (ischaemias

szivbetegség, hipertonia, depresszid) magas prevalenciajahoz is (30, 31).

2.2.1.1. Neutrofilsejtek

miként az is, hogy a protedz/anti-proteaz egyensuly felboruldsanak hatterében elsésorban a
neutrofilsejtek miikodése all (32). Mind a stabil, mind az exacerbacioban 1évé COPD-s
betegekbdl szarmazéd kopet (33) és BAL folyadék (34, 35) nagy mennyiségben tartalmaz
neutrofilsejteket. A neutrofilsejtek az immunrendszert karositdé oxidativ metabolitok,
citokinek, lipid mediatorok, antibakterialis peptidek, valamint proteazok f6 forrasai (36). A

neutrofilsejtek 4ltal felszabaditott NE ¢és reaktiv oxigén szabadgyokok fokozzak az

crer

2.2.1.2. Makrofagok
Az alveoléaris makrofagok szdma és az emfizémas tiidokarosoddsok sulyossaga kozott
altalaban szoros korrelaci6 all fent, amint ezt szdmos tanulmany is igazolta (38). A dohanyzas

hatdsara a makrofagok szama emelkedik a bronchialis mirigyeket koriilvevé szubmukozéban,
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valamint a kislégutakban az epitélsejtek koril (39). A makrofdgok dohanyfiist hatdsara
aktivalodva nagy mennyiségben szekretdlnak oxidativ szabadgyokoket, kemotaktikus
faktorokat, gyulladasos citokineket, simaizom konstrikcidt indukaléd faktorokat és kiilonboz6
extracellularis matrix (ECM) fehérjéket. Bar a makrofagok szerepe a nyak szekrécio
fokozasaban is igazolt, a legtobb tanulmany mégis e sejtek szerepét elsdsorban emfizémaban
emeli ki, mivel a makrofagok matrix-metalloproteindz (MMP) termelése jelentésen hozzéjarul

a szovetelhalashoz a COPD ezen fenotipusaban (40).

2.2.1.3. T-limfocitak

A neutrofilsejtek mellett a COPD-re jellemz6 gyulladas kialakulasaban a CD8+ T-sejtek
jatszak a fo szerepet (41). Pulmonalis emfizémaban a CD8+ T-sejtek kimutathatoak az
alveolusokban, a kis és a nagy légutak faldban (42), valamint a periféridlis légutakat
koriilvevé simaizomsejtek kornyezetében is (43). A CD8+ T-sejtek apoptozist indukald
hatasukkal, valamint a fert6zott sejtek elpusztitdsaval vesznek részt a COPD
patomechanizmusaban (44).

A CD8+ T-limfocitdk COPD-ben betoltott szerepét szdmos in vitro és in vivo kisérlettel
igazoltak. Igy példaul allatkisérletek soran bizonyitottdk, hogy a CD8+ T-sejtek IFN-y-t
expresszalnak, ami hozzajarul az emfizéma kialakulasahoz, illetve hogy bizonyos virusokkal
fertozott egereknél a CD8+ T-sejtek fokozott expresszidja letdlis tiidokarosodashoz vezet
(45). Bar e tiidokarosodasok patologiai hattere még nincs teljesen feltarva, a feltevések szerint
a CD8+ T-sejtek altal termelt litikus anyagok, Gigymint a granzim ¢és a perforin feleldsek a
tiidében bekovetkezd valtozasokért (46).

Bar a CD4+ T-sejtek elsdsorban az asztmas korképekben jatszanak koroki szerepet, e sejtek
emelkedett szamban vannak jelen a COPD-s betegek légutaiban is (34). A CD4+ T-sejtek
szamos pro-inflammatorikus (TNF-o, GM-CSF, IFN-y és IL-2) és Th2-tipusu citokint (IL-4,
IL-5 és IL-6) termelnek, amelyek hozzajarulnak a COPD-re jellemzd léguti gyulladas
kivaltasahoz és sulyosboddsdhoz (47). Egyes hipotézisek szerint a CD4+ T-limfocitaknak
hasonloan fontos szerepiik lehet az emfizéma kialakitdsaban ¢s fenntartdsdban is, mint a
CD8+ T-sejteknek, mivel fenntartjak a CD8+ T-sejtekhez kotodé memoria funkciot és egyben
biztositjak e sejtek hosszabb tulélését is (47).

2.2.1.4. Természetes dlosejtek

crer

NK sejteknek a COPD-ben betoltott szerepe a CD8+ T-sejtekhez képest kevésbé ismert, bar
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tobb vizsgalatban is ramutatnak arra, hogy e sejtek is emelkedett szdmban vannak jelen a
dohdnyos COPD-s betegek 1éguti szoveteiben (49). Egyes megfigyelések szerint az NK sejtek
szamanak emelkedése az ismételt bakteridlis és/vagy viralis fertézések hatasara kdvetkezik be

(50).

2.2.1.5. Eozinofilsejtek, hizosejtek

Az eozinofilsejtek és hizdsejtek gyulladast szabalyozo szerepe az asztmaban kozismert. A
COPD tipusos eseteiben az eozinofilsejtek léguti aranya igen alacsony (<1%). Az
eozinofilsejtszam emelkedésrdl ellentmond6d megfigyeléseket talalunk az irodalomban: t6bb
szerz6 emelkedett eozinofilsetjszamot talalt stabil betegek kis alcsoportjanak a kopetében
(51), BAL folyadékaban (52) és 1éguti szovetmintaiban (53), mig masok nem talaltak ilyen
jellegti valtozasokat COPD-s betegekben (54). Egyes kozlemények arrdl is beszamolnak,
hogy stabil allapotban csak olyan eozinofilsejtek mutathatoak ki COPD-s betegekben,
amelyek inaktivak (55). Az eozinofilsejtek szdma COPD exacerbacioban megemelkedhet, és
akar meg is kozelitheti az asztmaban észlelhetd mértéket (56).

Tobb vizsgalat is igazolta, hogy a kdpet eozinofilidval (>2-3%) rendelkezd és nem rendelkezd
COPD-s betegek klinikai megjelenése kozott szignifikans kiilonbséget lehet észlelni. Az
elmult években a kopet eozinofiliat Osszefliggésbe hoztdk a kortikoszteroidokra vald
fokozottabb valaszkészséggel, azaz az eozinofilsejtek jelenléte a kdpetben valosziniisitheti a
késobbi szteroid kezelés hatékonysagat (51, 57, 58). A kortikoszteroidokra adott gyengébb
valaszkészséget ugyanakkor az eozinofilsejtszamok alacsony szama jelzi, amelynek a
hatterében molekularis szempontbol a hiszton-deacetilaz (HDAC) enzimcsalad inaktivalodasa
all. A COPD-ben fennall6 oxidativ stressz hatasara peroxinitrit (ONOO-) képzddik, amely az
HDAC?2 enzimcsaladot gatolja, igy az egyensuly a hiszton fehérjék acetilalodasa felé tolodik
el, és a szteroidok gyulladdscsokkentd hatdsukat nem vagy csak korlatozott mértékben
képesek kifejteni (59).

A hizosejtek vonatkozasaban tobb munkacsoport emelkedett sejtszamot mutatott ki COPD-s
betegek léghtjaiban (60). A hizosejtek neutrofil kemotaktikus faktorok, valamint triptdz és
elasztaz enzimek termelése révén hozzdjarulnak a COPD-t jellemzd szoveti karosodéasok
mértéke a kronikus bronchitises betegek bronchidlis nyalkahartydjaban sokkal nagyobb
mértékli, mint az egészséges kontroll személyekben (62). Mas vizsgalatokban ugyanakkor

nem talaltak bizonyitékot a hizdsejtek tulmiikodésére COPD-s betegekben (63).
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2.2.2. Az oxidativ stressz szerepe COPD-ben

Oxidativ stressz alatt azt a molekuldris folyamatot értjilk, amikor a szervezetben reaktiv
oxigén szabadgyokok (ROS) halmozdédnak fel, amelyek karositjak a sejteket felépitd
alkotéelemeket (DNS, fehérjék, lipidek). Az oxidativ stressz fontos szerepet jatszik szdmos
akut ¢s kronikus betegség (pl. daganatok, kardiovaszkularis, neurodegenerativ ¢és
pulmonologiai koérképek), valamint az Gregedés patomechanizmuséban. Az oxidativ stressz
hozzajarul  gyulladasos gének aktivaciojahoz, anti-protedzok inaktivalasdhoz, a
plazmaexudéaci6 ¢és a bronchialis nyakelvalasztas fokozasdhoz is, amely folyamatok
egylittesen a COPD patomechanizmusaban is érintettek.

Altaldban elmondhatd, hogy az oxidativ stressz kialakulasat belsé és kiilsé kornyezeti
tényezOk egyarant befolyasoljak. A ROS-ok exogén forrasai kozott szerepelnek 1égszennyezd
anyagok, ipari szennyezddések, nanopartikulumok, kipufogd gazok és a dohanyfiist expozicio
(64, 65). Endogén uton ROS-ok szabadulhatnak fel a mitokondriumb6l, a
plazmamembranbdl, az endoplazmatikus retikulumboél, valamint a peroxiszomabol is (66).
Mivel a dohanyfiist tobb mint 6000 kémiai Gsszetevot — koztiik szamos szabadgyokot is —
tartalmaz, ezért a COPD patomechanizmusanak egyik meghatarozo eleme a dohanyfiistbol
szarmaz6 oxidans anyagok felhalmozddasa a tiidében (67). A cigarettafiistben legnagyobb
mennyiségben fellelhetd szabadgyok természetii molekuldk az alkil-peroxil gyokok
csoportjaba tartoznak, bar a szintén szabadgyok tulajdonsagi nitrogén-monoxid (NO) is
relative nagy koncentracioban van jelen a dohanyfiistben (68). A szervezetben keletkezd
ROS-ok kozott az egyik legreakcidképesebb a hidroxilgyok (HO), amely leggyakrabban az
un. Fenton és Haber-Weiss reakciok soran keletkezik. A felszabaduld, rendkiviil agressziv
HO" molekula ezt kovetden szerves molekuldkkal reagalva, tobb 1épésben stabilizalodik,
kérositva ezaltal szamos fehérje, DNS és membranlipid biologiai funkciojat és tulajdonsagat
(69). A sejtekben a ROS-ok felszabadulasa kiilonb6z6 enzimrendszerek — igy példaul a
nikotinamid-adenin-dinukleotid-foszfat (NADPH)-oxidaz (NOX), a xantin-oxidaz (XOX)
vagy a hem-peroxidazok — mitkodéséhez is kapcsolodik. Egyes megfigyelések szerint ezek az
enzimek emelkedett koncentracidban mutathatéak ki COPD-s betegek BAL folyadékaban
(70, 71).

A ROS-ok indirekt mdédon szamos gyulladdsos mediator felszabadulasat serkentik és

fokozzak a neutrofil és mas gyulladasos sejteknek a vérpalyabdl a tiid6 szoveteibe torténd

crer

rrrrr

(nuklearis faktor-kB [NF-kB] és aktivator protein-1 [AP-1]) oxidativ stressz hatasara fokozott
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aktivitast mutatnak. Az NF-kB transzkripcids faktor aktivalasan keresztiil tovabbi gyulladdsos
gének atirasa is fokozodhat.

Az oxidativ stressz hatdsa nemcsak a stabil, hanem az akut exacerbacidét mutatd6 COPD-s
betegekben is tettenérhetd. Igy példaul COPD exacerbacidban szenvedé betegekbdl szarmazo
limfocitakban az NF-kB szintje magasabb, mint stabil allapoti betegekben (35). Szamos
vizsgalat mutatott ki tovabba korrelaciot a magas ROS koncentracid és a betegség klinikai
valtozo6i kozott. Osszefliggést taldltak a dohanyzas intenzitdsa és az aktivalt neutrofilsejtek
szuperoxid anion (O;"), valamint mieloperoxidaz (MPO) szekrécidja kozott exacerbacioban
1év6 betegekben (71, 73). Fokozott oxidativ stresszre utal tovabba az alveolaris makrofagok

emelkedett hidrogén-peroxid (H,0,) és O, termelése is (74).

2.2.3. A lipidperoxidacio folyamata COPD-ben

A ROS-ok felhalmozodasanak egyik kovetkezménye a lipidperoxidacid, melynek soran a
sejtmembranok felépitésében résztvevd tobbszordsen telitetlen zsirsavak oxidalodnak, ami a
sejtmembranok sulyos karosodasat okozza.

A lipidperoxidacio 6 célpontjai a glikolipidek, a foszfolipidek, valamint a koleszterin. A
lipidperoxidacié kovetkeztében a membranhoz kotott receptorok és enzimek inaktivalodnak, a
sejtek permeabilitasa fokozodik. Az ROS-ok ¢és a telitetlen lipidek reakcidjanak
eredményeként a sejtmembran foszfolipidjeibdl a megfeleld lipid hidroperoxidok (LOOH)
keletkeznek, melyek lebomlasa soran aldehidek, igy példaul malondialdehid (MDA), hexanal,
heptanal, nonanal, akrolein, 4-hidroxi-2-nonenal (4-HNE) és 4-hidroxi-2-hexenal (4-HHE)
keletkezik. Az irodalmi adatok szerint e termékek koziil az MDA a legmutagénebb, mig a 4-
HNE az egyik legtoxikusabb (75). Emellett a lipidperoxidacié soran felszabadulo termékek
ami a gyulladas sulyosbodésat eredményezi.

A lipidperoxidacié folyamata harom szakaszra oszthato. Elkiilonitjik az iniciacid, a
propagacid, valamint a terminacid szakaszat. Az iniciaciés szakaszban a prooxidansok
hidrogénelvonas révén C-kozpontl lipid gyokot hoznak 1étre. Molekularis dtrendezddés utan a
lipid gyok stabilizalodik és egy konjugalt dién jon létre. A propagacios szakaszban a lipid
gyok gyors reakcioba 1ép a molekularis oxigénnel, és az igy keletkez6 lipid-peroxi gydk tjabb
hidrogént von el egy masik lipid molekularol, ezaltal 1étrehozva egy tjabb lipid gyokot,
valamint lipid hidroperoxidot. A terminacids szakaszban az anti-oxiddnsok egy hidrogén
atomot adnak a lipid-peroxi gyoknek, amelybdl ezaltal mar nem gyok formaju termék
keletkezik (2. abra).

18



DOI:10.14753/SE.2017.2020

|
Oxidativ stressz
v
O M g
OO000 OO0  OOPRE
PUFAS LOOH LCO: LOO:
0000 OOCO OO 8% LOO:
A .
H
 J
Lipidperoxidicio— relativ aldehidek
4.HNE, acrolein MDA
X k5
Tovakbi Proteinek kovalens DNS karosodas
lipi dperoxidacio mbdositasz funkcionalis
karosodas

2. dbra. Az oxidativ stressz altal Kivaltott lipid peroxidacié folyamata és hatasai (Chung
és Adcock alapjan modositva [22])
PUFA: tobbszorosen telitetlen zsirsav, LOOH: lipid hidroperoxid, 4-HNE: 4-hidroxi-2-
nonenal, MDA: malondialdehid

2.2.4. Anti-oxidans rendszerek COPD-ben

A lipidperoxidacio a sejtek kiilonb6z6 valaszreakciojat idézheti eld. Fiziologids koriilmények
kozott az emlOsok szervezetében szamos olyan anti-oxidans rendszer miikodik, amelyek
képesek a termelddd ROS-okat ¢€s a lipidperoxidacid soran keletkezd egyéb, potencidlisan
kéaros termékeket inaktivalni vagy kevésbé reaktiv molekuldva atalakitani. Ilyen anti-oxidans
hatast molekuldk példaul a C- ¢és E-vitaminok, karotinoidok, polifenolok, fémkotd
vegyiiletek, valamint kiilonb6zd ezimek, mint példaul a glutation peroxidaz (GSH), a katalaz
(CAT), a szuperoxid-dizmutaz (SOD). Oxidativ stressz soran az oxidans és az anti-oxidans
anyagok egyensulya az eldzéek javara tolodik el, ami a sejtek karosodasahoz és
apoptozisahoz vezet.

crer

vizsgalatban tanulmanyoztak. gy példaul Dhakal és misai. az egészségesekénél magasabb
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MDA koncentraciot €s alacsonyabb E-vitamin szintet ¢s CAT enzimaktivitast mértek COPD-s
betegek vérplazmajaban (76). Mas vizsgalatokban arr6l szamoltak be, hogy COPD
exacerbacio kialakuldsa sordn az A-vitamin szérum szintje csokken, és ez a koncentracio-

csokkenés az exacerbacio korhazi kezelése soran sem normalizalodik (77).

2.2.5. A COPD exacerbacidja

Amennyiben COPD-s beteg panaszai (dyspnoe, kohogés és/vagy kopetiirités) a mindennapi
ingadozast meghalado mértékiiek és ez legalabb két napig all fenn, valamint a tlinetek hirtelen
sulyosbodnak, ami az alapbetegség fenntartd kezelésének megvaltoztatasat is sziikségessé
teszi, COPD akut exacerbaciordl beszélink. A COPD exacerbacio a 1égzésfunkcios értékek
csokkenése mellett fokozott 1éguti gyulladassal jellemezhet6 allapot (78).

Az akut exacerbaciok hatterében altaldban a horgérendszer bakeridlis vagy virdlis fertdzései
vagy légszennyezés allnak, bar az esetek kb. 1/3-aban a pontos kivaltdé okot nem sikeriil
azonositani. A viralis fert6zések kimutatdsa gyakoribbéd valt a polimeraz-lancreakcié (PCR)
modszerrel torténd kimutatas megjelenése 6ta. Mig korabban a szeroldgiai vizsgalatok adatai
alapjan hozzavetdlegesen 20%-ra becsiiltek a virus infekcidk ardnyat az exacerbaciok
hatterében (79), addig a PCR technikéval torténd meghatarozassal az esetek 40%-aban
valdszintisithetd viralis korokozo a folyamat hatterében (80). Az exacerbacios epizddok alatt
az esetek 23%-aban rhinovirusok detektalhatdak, ugyanez a koérokozo csoport a stabil COPD-
s betegekben minddssze 1%-ban mutathat6 ki (81). A viralis exacerbaciok kisebb hanyaddnal
mas, ritkabb 1éguti virusok (respiratory syncytial virus [82], HLN1 [83], H3N2 [84], picorna-
¢és coronavirusok [80]) etiologiai szerepe meriil fel.

A klinikai gyakorlatban nagyobb jelentdségli, ha az exacerbaciok hatterében akut bakterialis
fertdzést sikeriil kimutatni. Egyes irodalmi adatok szerint a COPD-s betegek 25-50%-anal
kimutathaté az alsé légutak bakteridlis fert6zottsége (kolonizacidja), ami jol korreldl a
betegség sulyossagaval és a dohanyzassal (85). A légutak kronikus bakterilis fertézése
hozzéjarulhat az epitélsejtek karosodasdhoz, a mukociliaris clearance gatlasahoz, a fokozott
akut exacerbaciot is eldidézhet.

Kozismert, hogy a leggyakoribb baktériumok, amelyek COPD exacerbacidban koroki
szerepet jatszanak, a Haemophilus influenzae, a Streptococcus pneumoniae és a Moraxella
catarrhalis (86). Sulyosabb esetekben Pseudomonas aeruginosa, Stenotrophomonas és mas

Gram negativ baktériumok etiologiai szerepe is igazolhato (87, 88).
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Az exacerbaciok hatterében a fent emlitett etioldgiai faktorok mellett egyéb tényezok is
allhatnak. Egy vizsgalatban 1016 COPD exacerbacids eset elemzése soran 51%-ban
allapitottak meg akut fertézést, 26%-ban szivelégtelenséget, mig az esetek 30%-dban az
exacerbaciot kivaltdo ok ismeretlen maradt (89). Epidemiolodgiai kutatdsok bizonyitjak, hogy
az exacerbaciokra vald hajlamot, illetve a mortalitdst fokozhatjak 1égkori szennyezd gazok

(kén-dioxid, 6zon, nitrogén-dioxid) mennyiségének novekedése is (17).

2.3. Biomarkerek meghatarozasa kiilonb6zo biologiai mintakban

A biomarkerek fogalmat 2011-ben a The National Institute of Health az alabbiak szerint
definialta: a biomarkerek objektiven mérhetd és becsiilhetd bioldgiai paraméterek vagy
tulajdonsagok, amelyek alkalmasak lehetnek egy fiziologids vagy patologids folyamat vagy
terapias kezelésre adott valaszreakcid6 nyomonkovetésére. A kilégzett biomarkerek
jelentdségét mutatja, hogy az Europai Tidogyogyasz Tarsasag (ERS) 2010-ben egy teljes
monografiat jelentetett meg a kilégzett biomarkerekkel kapcsolatos kutatdsi eredmények
ismertetésére (90).

A biomarkereket farmakodindmids, prognosztikus és prediktiv biomarkerekre oszthatjuk. A
COPD korfolyamataban szerepet jatsz6 gyulladdsos mediatorok mint lehetséges biomarkerek
az elmult évtized soran a tudomanyos érdeklodés kozéppontjaba keriiltek (91, 92). A
biomarkerek a diagnoézis felallitidsaban, a fenotipizalasban, a monitorozasban vagy egy adott
terapiara (pl. szteroidokra) vald valaszkészség megitélésében lehetnek a klinikusok
segitségére. Biomarkerek a szérumban vagy a vizeletben is detektalhatok, azonban szemben a
1éguti mintakkal, az igy kapott adatok nem kozvetleniil a tiidoben zajlé folyamatokrol adnak

informaciot.

2.3.1. Szisztémas mintak, mint a biomarkerek lehetséges forrasai

A periférids vérbol torténd mediator meghatarozas a klinikumban leggyakrabban alkalmazott
eljards, azonban a vérbdl torténd meghatarozaskor tekintettel kell lenni arra, hogy egy-egy
egyénben parhuzamosan tobb betegség is eléfordulhat, melynek kdvetkeztében a kiilonbozo
patofiziologiai folyamatok markerei egyiittesen jelennek meg a vérben. A vizeletbdl is lehet
gyulladasos mediatorokat meghatdrozni, és ugy tlnik, hogy ennek az emfizémas betegek
esetében lehet jelentdsége. Emfizémasokban ugyanis a fokozott proteolizis miatt emelkedett

desmosin koncentracié mutathato ki a vizeletbdl (93).
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Egy kozelmultban k6zolt metaanalizis alapjan a vérbdl kimutathaté biomarkerek altalaban
nem mutatnak Osszefliggést a COPD klasszikus, FEVj-alapti stadiumbeosztasaval (94).
Viszonylag szenzitiv, vérbdl kdnnyen mérhetd €és a klinikai gyakorlatban is széles korben
hasznalt gyulladdsos marker a C-reaktiv protein (CRP), ugyanakkor még az exacerbacioban
1év6 COPD-s betegek 50%-aban is normal CRP szint mutathatdé ki (95). Tobb szerz6
véleménye, hogy a CRP-emelkedés és az exacerbacid kozott akkor figyelhetd meg
szamottevd Osszefliggés, ha a hattérben bakteridlis fertdzés all. Bar mind a periférids vér,
mind a vizelet konnyen hozzaférheté biologiai minta, hatranyuk, hogy csak kozvetett

informaciot adnak a szervspecifikus, 1égutakban zajlé gyulladasi folyamatokrol.

2.3.2. Léguti mintak, mint a biomarkerek lehetséges forrasai

Bar a léguti gyulladés kimutatasara a BAL vagy a transbronchialis biopszia is alkalmas lehet,
e vizsgadlomddszerek nagy hatranya, hogy mint invaziv beavatkozisok szovodményekkel
jarhatnak és csak korlatozott szamban végezhetdk, igy a rutin klinikai gyakorlatban a
gyulladasos folyamatok vizsgalatara nem terjedtek el.

Az utébbi években a pulmonologiai kutatdsok terén egyre inkdbb eldtérbe keriiltek a
1égutakbol non-invaziv mdédon vizsgalati mintat biztositd mintavételi eljarasok, ugymint az
indukalt kopet vagy az EBC gyijtése (92, 96). E modszerek elénye, hogy konnyebben
kivitelezhetdek, a betegek szamara sem jelentenek kiilondsebb megterhelést és sziikség esetén
rovid idon beliil ismételheték is. Hatranyuk, hogy a hasznélatukkal nyert adatok altalaban
nagy variabilitast mutatnak, sok esetben a méréstechnika sincs megfeleléen standardizalva,

igy a kapott eredmények kiértékelése egyeldre kutatasi fazisban van.

2.3.2.1. Bronchoalveolaris lavage

A bronchoszkoppal elvégzett BAL soran f6leg a periférias 1égutakbol nyerhetiink mintat (97).
A BAL folyadékbol meghatarozhatdak gyulladdsos mediatorok, ezek mennyisége, valamint a
gyulladdsos folyamatokban résztvevd sejtek aranya. Mivel az eljaras invaziv és csak
meghatarozott indikéciok alapjan végezhetd, széleskorl, kutatasi céllal végzett biomarker

vizsgalatokra nem alkalmas.

2.3.2.2. Kilégzett levegd kondenzdtum
Az EBC gytijtése azon a jelenségen alapul, hogy a tiidébdl kilégzett levegd paratartalma egy
elézetesen lehiitott gylijtécsd falan lecsapodik (3. dabra). A vizsgadlomodszer a 90-es évek

kozepén kezdett elterjedni a kutatd laboratériumokban, az Amerikai Tiidogyogyasz Tarsasag
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(ATS) az ERS-sel kozosen 2005-ben jelentetett meg szakmai ajanlast az EBC gylijtés
modszertani  kérdéseir6l  (98). Az EBC-ben szamos, a léguti  betegségek
patomechanizmusaban szerepet jatsz6 mediator detektalhat6. A modszer diagnosztikai
felhasznalasa azon alapul, hogy e medidtorok koncentracidja a betegekben eltérhet az
egészségesekben mért értekektdl. Az EBC gytijtésének oridsi elénye, hogy a beteg szamara
nem megterheld mintavételi modszer, €s gyermekeknél, illetve stlyosabb allapotban 1évo
feln6tt betegeknél is elvégezhetd, akiknél amigy mas, invazivabb modszerekek alkalmazésa
nem johetne szoba (72, 99). A gytijtés sziikség esetén, naponta akar tobbszor is ismételhetd,
nincs hatasa a légutakban zajlé patofizioldgiai folyamatokra. A jelenleg forgalomban 1évo
kondenzald késziilékekkel 10-15 perc alatt 1-3 mL kondenzatum gytijtheté. Az eljaras soran a
beteg egy szeleppel ellatott szdjrészen keresztiil egyenletes 1égzés mellett 1élegzik a
kondenzald eszkozbe. A kilégzett levegOpara a mintagyiijtd csé falan és a csd végéhez

csatlakoztatott, hiitott mlianyag tartalyban csapddik le.
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3. dbra. A Kilégzett levego kondenzatum gyiijtésének elve (Augusto és mtsai. alapjan
modositva [100])

Az EBC gylijtésének azonban szamos modszertani nehézsége van. Az EBC-ben mért

crer

eszkOz tipusa, a mintavétel modja €s a mediator mérésére alkalmazott analitikai médszerek
kiilonbozdésége. Sokat vitatott, hogy a mintdk nyal kontaminécidja milyen mértékben

mutathato ki és befolyasolja-e a kapott eredményeket. Mindezen tényezdk miatt a mediatorok
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koncentracidi altalaban nagy egyéni variabilitast mutatnak az EBC-ben (72). A mérés
klinikumban torténd alkalmazasat tovabb neheziti, hogy egyéb technikai faktorok, mint
példaul a kilégzési aramlési sebesség, a léguti atmérd, a kornyezeti paratartalom szintén
hatassal lehet a kiilonb6z6 mediatorok szintjére.

hogy a mediatorok a mintaban sokszor igen kis koncentraciéban vannak jelen, és sok esetben
az analitikai modszerek alsé detekcios limitjének kozelében lehet csak mérni a vizsgalt
biomarkert. A felsorolt nehézségek miatt az EBC-b6l vald biomarker mérések klinikai

gyakorlatban torténd alkalmazasa egyeldre nem varhato.

2.3.2.3. Kopet

A kopet nyédkot, 1éguti sejteket és kiilonbozd, altaluk termelt anyagokat tartalmazd bio-gél,
amely Osszetételét tekintve jol reprezentdlja a 1égutakban zajld patologias folyamatokat, ezért
alkalmas lehet a 1éguti gyulladas vizgéalatdra. A mintavétel modja alapjan megkiilonboztetiink
spontan és indukalt kdpetet. A biomarkerek meghatarozasa szempontjabdl nagy elény, hogy a
kopet feliiliszojaban a mediatorok koncentracidja az EBC-ben mért értékeknek tobbszordse
lehet.

A kopetgylijtés technikailag legegyszeriibb és a beteg szamara is a legkevésbé megterheld
formaja a spontan kopet gylijtése, amely valojaban nem kiilonbozik az egyéb, mikrobiologiai
célokra torténd rutin kopetleadastdl. Spontan kopet olyan betegektdl gytijthetd, akikben
fokozott léguti valadékképzddéssel jard korfolyamatok zajlanak. A spontan kopetminta
nagyobb ardnyban tartalmazhat elhalt sejteket, amelyek befolyasolhatjdk a sejtprofilt és a
A kopetindukcio szemi-invaziv 1éguti mintavételi eljaras, melynek soran hipertonias (2-4%)
sooldat ultrahangos porlasztoval torténd belélegzésével segitjiik eld a kopet felszakadasat és
az expectoraciot. A kopetindukciot mint eljarast évtizedekkel kordbban tumorok
diagnosztizalasa céljabol alkalmaztak eldszor (101). Az ERS 2002-ben jelentetett meg
szakmai ajanlast a kopetindukcio és kopetfeldolgozas modszerére (102). Az indukalt kopet
eredetét tekintve az also légutakbdl szarmazik, igy sejtes fdzisa nagy mennyiségben tartalmaz
makrofagokat az egyéb gyulladasos sejtek, elsdsorban neutrofil granulocitdk és limfocitak
mellett (103). A spontan ¢és az indukalt kopet sejtprofilja altalaban hasonld, bar az egyik
Osszehasonlitd vizsgalat kimutatta, hogy az indukalt kopetben szignifikdnsan nagyobb az €16

sejtek aranya (104).
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A kopetindukcié soran a beteg el0szor 1égzésfunkcios vizsgalaton vesz részt. Ezt kovetden
meghatarozott ideig (~10 perc) hipertdnias sdoldatot 1élegez be egy porlasztobol, mikdzben
percenként megprobalja felkohogni a kopetet egy steril tartalyba (105). A kopet akkor szamit
megfeleld mindséglinek, ha a nyalkontaminaciot jelzo laphamsejtek ardnya nem haladja meg
a 20%-ot.

Bar a kopetindukcid viszonylag konnyen kivitelezhetd, a betegek altal jol toleralt
beavatkozas, a moddszernek vannak veszélyei, ugyanis a sooldat inhaldcidja ritkédn
bronchospazmust valthat ki. Tovabbi problémat jelent, hogy a sooldat inhalacidja kisfoka
neutrofilsejtes 1éguti gyulladast valt ki, ami akar 24 6ran at is fennallhat, igy ezen id6tartamon
beliil wjabb kopetidukci6 nem végezhetd (106). A kopetindukcid ezért mindig orvosi
feliigyeletet igényel.

Tekintettel a kopet magas mucin tartalmara, homogenizalasdhoz mucolitikum sziikséges. A
leggyakrabban alkalmazott detergens a dithiothreitol (DTT). A homogenizélast kdvetéen a
kopet sejtes fazisanak és feliiliszdjanak szétvalasztasahoz a mintat centrifugaljak. Az igy
elkiilonitett feliiliszot a késébbi mérésekig 4ltalaban -80°C-on taroljak, a sejteket pedig
targylemezen megfestve kiértékelik. A kopet sejtprofiljanak meghatdrozasa céljabol a
kiilonb6z6 gyulladésos sejttipusok aranyat szazalékos forméaban adjak meg.

A kopetfeldolgozas egyik kritikus 1épése a homogenizalast segitd detergensek, példaul a DTT
hasznalata. A DTT ugyanis bontja a fehérjék oldallancai k6zott fennalld diszulfid-kotéseket,
felismerhetlenné téve ezaltal bizonyos fehérjéket az antitestek szdmara. Hasonlo problémat
jelentenek a kdpetben jelenlévo proteazok is. Egyes vizsgélatok kimutattdk, hogy a proteazok
gatlasa és a DTT dializissel torténd eltavolitasa noveli a detektalhatd citokinek mennyiségét
COPD-s betegek kopetében (107). Tobb munkacsoport is végzett 6sszehasonlité méréseket a
DTT-vel, illetve DTT nélkiil feldolgozott kdpetek mediator koncentracidira vonatkozéan. Azt
tapasztaltdk, hogy a DTT-vel torténd feldolgozéas bizonyos citokinek (pl. TNF-a, LTB4, és
MPO) detektalhatdsagat csokkenti, mig mas markerek (pl. al-AT) kimutathatosdgat noveli
(108).

A kopet sejtprofilja informaciot szolgaltat a 1égutakban zajléo gyulladasos folyamatokrol, és
annak sulyossagarol. A léguti gyulladdsra utalhat a gyulladdsos sejtek ardnyanak
megvaltozasa, a sejtek abszolut szamanak novekedése.

A kopetben tipusosan neutrofil €s eozinofil granulocitdk, makrofagok, hizosejtek, limfocitak
¢s epitélsejtek fordulnak eld (4. dbra). Mig az asztmas betegek kopetében az eozinofil
granulocitdk nagyszamu jelenléte jellemzd, addig COPD-ben neutrofilsejtes gyulladas

dominal. Stabil COPD-ben a betegek kopetében a sejtek 70-90%-a neutrofil granulocita, 10-
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20%-ban talalunk makrofagokat, mig a limfocitak csak 1-3%-ban fordulnak el (109).
Tipusos esetekben a COPD-s betegek kopetében csak elvétve fordulnak eld eozinofilsejtek.
Klinikai szempontbol ugyanakkor a kopet eozinofilia (>3%) kimutatdsanak jelentdsége van,
mivel az ilyen esetekben jobb eredmény varhatdo a kortikoszteroid kezeléstdl, mint a

neutrofilsejtes gyulladas esetén.

= —
ocitak

o
L/

Li

»

Monocita “ w | é
i )

4. abra. COPD-s betegk kopetébdl készitett citospin

A kopetfeliilusz6 a kopetfeldolgozas soran keletkezd, sejtmentes, a mediatorok
meghatarozasara alkalmas frakcio. Az elmult két évtizedben szadmos kutatocsoport elemezte a
kiilonboz6é gyulladdsos medidtorok kimutathatosagat a kopetfeliiliszoban. A leggyakrabban
vizsgalt markerek k6zé pro-inflammatorikus citokinek (IL-6, IL-8, TNF-o) (110, 111), NE,
matrix metalloproteinazok (MMP-9 és -12) (112), oxidativ stressz markerek (113) és a
kiilonboz6 arachidonsav-szarmazékok (PG, LT) tartoznak (114).

2.4. Biomarkerek a COPD kutatasaban és diagnosztikajaban

Bar a léguti biomarkerek jelenleg még intenziv kutatds alatt allnak, elképzelhetd, hogy e
markerek a jovOben bizonyos korlatok kozott a klinikai gyakorlatba is bevezetésre keriilnek.

A tovabbiakban a kutatasok kozéppontjaban 1évo 1égiti biomarkerek kertilnek ismertetésre.
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2.4.1. Frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid

A COPD-t kiséré léguti gyulladds non-invaziv monitorozasara gyakran hasznalt
vizsgalomoddszer a frakciondlt kilégzett nitrogén-monoxid (FENO) koncentracidé mérése.
1991-ben Gustaffson és mtsai. irtak le elészor, hogy a kilégzett emberi levegé NO-t tartalmaz
(115). Az azota eltelt tobb mint 20 év alatt bebizonyosodott, hogy a legtobb 1éguti sejt képes
NO termelésre. Az NO rovid féléletidejii (kb. 5 madsodperc), rendkiviil reakcidoképes
molekula, amely a szervezetben hamar atalakul még reakcioképesebb vagy toxikusabb
molekuldkka. Az NO fokozott reakcidkészségét szabadgyok természete ¢és parositatlan
elektronjai okozzdk. Az NO fokozza az erek permeabilitdsat, szabalyozza a csillok
miikodését, relaxalja a bronchusokat, de ezenfeliil szerepe van a bronchusok non-adrenerg ¢€s
non-kolinerg beidegzésében is (116).

Mig a stabil COPD-s betegek FENO szintje altaldban nem nagyon kiilonbozik az
egészségesekben mért értékektdl, addig COPD exacerbacidban a marker szintje
megemelkedik, amint ezt korabbi munkaink sordn mi is igazoltuk (117). Sajat
munkacsoportunk ezenfeliil azt is kimutatta, hogy a FENO j6 prediktiv értéki markere az
exacerbacioban 1év6 betegek funkcionalis valaszkészségének a kezelés soran (118), valamint,
hogy szoros kapcsolat mutatkozik a FENO szint és a kdpet eozinofilsejtszdma kozott az
exacerbacioban 1évo betegekben (118). A jobb funkciondlis valaszkészség a betegek nagyobb
szteroidérzékenységével lehet Gsszefiiggésben (119). A FENO szint emellett korrelaciét mutat

a léguti obstrukcio reverzibilitasanak mértékével is a COPD-s betegekben (120).

2.4.2. Kilégzett leveg6 kondenzatumanak pH-ja

A EBC pH-ja a l1égzérendszer felszinét boritd folyadékfilm (ASL) sav-bazis viszonyairol ad
képet, bar sokan vitatjak, hogy az EBC pH-jabdl valgjaban milyen bizonyossaggal lehet az
ASL kémbhatéasara kovetkeztetni. Munkacsoportunk egy korabbi tanulmdnyiban kimutatta,
hogy mig az exacerbacioban [évd asztmas betegek EBC mintai savasabbak az
egészségesekhez képest és a pH az exacerbacido kezelése sordn normalizalodik, addig a
COPD-s betegek akut exacerbacioja soran az EBC pH-ja nem valtozik szamottevéen (121).
Ezen mérési eredményekbdl kiindulva, az EBC pH-mérése nem alkalmas a gyulladas

monitorozasara a COPD-s betegekben.
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2.4.3. Arachidonsav-szarmazékok

Az eikozanoidok a sejtmembranokat alkoté husz szénatomos zsirsavak (Q-3 és Q -6
zsirsavak) enzimatikus atalakuldsa soran keletkez0 szignalizaciés molekuldk, amelyekhez
szamos élettani és korélettani folyamat kotheté. Megfigyelések sora tamasztja ala, hogy az
eikozanoidok csoportjaba tartozo LT-eknek és PG-oknak szerepe van a léguti betegségek
patomechanizmusaban, részt vesznek a gyulladdsos sejtek toborzasdban, a vaszkularis és a
bronchialis simaizomtonus szabalyozdsdban, valamint az oxidativ stressz kialakulasaban.

Az eikozanoidok bioszintézisének els6d Iépéseként a sejtmembran foszfolipidjeibdl a
foszfolipaz-A, (PLA;) enzim hatasara arachidonsav szabadul fel. Az igy keletkez6
arachidonsavat két kulcsenzim két kiilonbdzd reakcid uton alakitja tovabb. A ciklooxigenédz
(COX) altal katalizalt Gton PG-ok és a tromboxanok (TX-ok) keletkeznek, mig az 5-

lipoxigenaz (5-LO) enzim az arachidonsavat LT-ekké alakitja at (5. abra).
Foszfolipid
(s 1
PLA,
Arachidonsav

COX-1 \J5L0
COX"Z P =
FLAP>

POH, - LTA,

.

\ \\‘ ~ ]
l/ . \\' \l‘\‘- I \

Foe B, PGI, TxA;] [LTB,|[LTC,> LTD,> LTE,

EY
Y
Ciszteinil-leukotriének
5. abra. Az arachidonsav metabolizmusa
PLA;: foszfolipaz A,, COX: ciklooxigendz, 5-LO: 5-lipoxigenaz, FLAP: 5-lipoxigenaz-
aktivalo protein, LTA4: leukotrién A4, PGF,,: prosztaglandin F,,, PGE;: prosztaglandin E;,

PGD: prosztaglandin D, PGl,: prosztaciklin I, TXA,: thromboxan A,, LTBj: leukotrién By,
LTC,: leukotrién C4, LTDy4: leukotrién Dy, LTE,: leukotrién Eq4

2.4.3.1. Leukotriének
A leukotriéneket 1938-ban Feldberg és Kellaway nevezte el slow reacting substance of

anaphylaxis-nak, miutan tengerimalac perfundalt tiidejét kobra méreggel kezelve simaizom
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kontrakciot tapasztaltak (122). Megtfigyelték, hogy e vegyiilet hatasmodja eltér a
hisztaminétdl, €s szerepe lehet asztmas horgdgores kialakitdsaban. Mivel a harom konjugalt
kettds-kotést tartalmazd vegyiiletet el6szor leukocitdkbol izolaltdk, a kémiai anyagot 1979-
ben Samuelsson svéd biokémikus ,,leukotrién”-nek nevezte el (123).

A leukotriének szerkezetileg két csoportra oszthatok. A szabad arachidonsavat az 5-LO enzim
az S-lipoxigendz-aktivalo protein (FLAP) jelenlétében eldbb egy intermedierré (5-
hidroperoxi-eikozatetraénsav, 5-HPETE) alakitja at, majd az intermedieren keresztiil
leukotrién A4 (LTAy) keletkezik (6. abra). Az LTA4-b6l a leukotrién By (LTB,)-szintaz altal
katalizalt uton az un. dihidroxi-leukotriének (koztilk az LTB,4) keletkeznek, mig az LTCy-
szintaz altal katalizalt Gton az Un. ciszteinil-leukotriének (cisz-LT, LTC4, LTD,4 és LTE,)
jonnek 1étre. Az LTB4 és az LTC, specialis transzportfehérjék segitségével kijutnak a sejtbol,
majd az LTC4-b6l a glutamil-transzpeptidaz enzim LTDy-et szintetizal, amely szekvencialis
aminosav-hidrolizis utjan LTE4-gyé alakul. A leukotriének a receptorhoz valo kotddés utan a
citoplazmaban elhelyezkedd G-fehérjével 1épnek kapcsolatba, melynek kovetkeztében az
intracellularis Ca® szint n8, a cAMP szint csdkken, ami a protein-kinazok aktivaldsa révén

szerteagazo6 élettani hatdsokhoz vezet.
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6. abra. A leukotriének bioszintézise
5-LO: 5-lipoxigendz, LTA4H: leukotrién Ay-hidroldz, LTC,S: leukotrién Cs-szintdz, 5-
HPETE: 5-hidroperoxi-cikozatetraénsav, LTA4: leukotrién A4, LTBj,: leukotrién By, LTCy:
leukotrién Cy4, LTD4: leukotrién D4, LTE4: leukotrién E4, yGT: y-glutamil-transzpeptidaz, DiP:
dipeptidaz

2.4.3.2. Ciszteinil-leukotriének

A cisz-LT-nek patofiziologiai szerepe az asztmas gyulladas és az allergias rhinitis
kialakulasdban kozismert (124). Bronchokonstriktor hatadsuk mellett fokozzak a
nyakképzodést, az érpermeabilitast, eldsegitik a szoveti 6déma kialakulasat, serkentik a léghti
szenzitizdljdk a szenzoros idegvégzddéseket, neuropeptidek felszabaduldsat okozva.
Inhal4ciojuk 1éguti eozinofilidt okoz, koncentraciojuk a BAL-ban szorosan korreldl a
légutakban megtelepedett eozinofilsejtek szdmaval. Hatasukat a tiidofben dontéen az 1-es
tipusit receptorok (cisz-LTiR) kozvetitik, amelyek kimutathatéak a peribronchialis és

peribronchiolaris izomzatban, az alveolaris makrofagokban ¢és a fehérvérsejtekben.
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Termelddésiik foleg a hizosejtekhez, az eozinofil- és a bazofilsejtekhez, valamint a
makrofagokhoz kothetd.

A cisz-LT-eknek a COPD koérfolyamataban betoltott szerepe sokkal kevésbé ismert.
Jelentéségiik a teljes COPD-s populdcioban bizonyosan kisebb az asztmahoz képest,
ugyanakkor elképzelhetd, hogy a COPD-s betegek egyes alcsoportjaiban, igy példaul az
asztmds fenotipust vagy az inhalacids [,-agonistdkra részleges reverzibilitast mutatd
betegekben 1ényeges mediator funkciot toltenek be (125).

Cisz-LT-ek detektalhatok COPD-s betegek kopetében (126, 127), BAL (128) és EBC
folyadékaban (128). Koncentraciojuk az EBC-ben a legalacsonyabb (128). Mennyiségi
valtozasukat elemzd vizsgalatok szama a COPD-ben kevés. A kozelmultban egy lengyel
munkacsoport kozolte, hogy stabil betegekben szintjiik az EBC-ben magasabb az egészséges
kontroll csoporthoz képest (129). Exacerbacidoban koncentracidjuk tovabb emelkedik, amely
aztan néhany héttel az exacerbacio kezelése utdn a stabil allapotra jellemz6 szintre tér vissza
(124). Az eredmények jo Osszhangban vannak egy masik, szintén a kdzelmultbol szdrmazd
megfigyeléssel, amely szerint markans cisz-LT;R expresszio mutathato ki endobronchialisan
az akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegekben (130). A szerz6k adatai szerint a
receptorokat a bronchusok faldban féleg a hizosejtek és a makrofagok expresszaljak.

Az eddigi eredmények alapjan a cisz-LT-gatlas, mint terapias beavatkozas a COPD-ben
szerény haszonnal bir. Az egyik prospekiv, randomizalt, 2 hoénapon keresztiil tartd
vizsgalatban a szerzOk kisfoku emelkedést észleltek az életmindségi mutatokban és a
spirometrids paraméterekben montelukast kezelés mellett (131); mig egy masik, kozel 2 éven
at tartd vizsgalatban az életmindségi mutatok javuldsat, a fenntartd gyogyszerigény
(inhaléacids kortikoszteroidok és horgtagitok) csokkenését, valamint az akut exacerbaciok
miatti hospitalizaciok szamanak visszaszorulasat tapasztaltak a kiegészité montelukast terapia
mellett (132). Ez utobbi vizsgalatban a montelukast a 1égzésfunkcios értékeket azonban nem

befolyésolta.

2.4.3.3. Leukotrién B,
In vitro megfigyelések szerint a dihidroxi-leukotriének csoportjaba tartozé6 LTB4 fontos

neutrofil kemoattraktans: fokozza a neutrofilsejtek légutakba torténd toborzasat, eldsegiti a

crer

kovetkeztében proteazok (pl: MPO, HNE), ROS-ok ¢és egyéb mediatorok szabadulnak fel
(133). Az LTB, fokozza a monocitak IL-6 termelését, valamint a nociceptiv kiiszob

csokkentésével részt vesz a gyulladasos fajdalom kialakitasaban is. Bar az LTBgs-nek
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kozvetlen hatdsa a 1églti simaizomzatra nincs, a nyakszekrécio €s érpermeabilitds fokozasa
utjan hozzajarulhat a 1éguti obstrukcio ndvekedéséhez is.

Az LTBs a 8-izoprosztan mellett az egyik legtdbbet vizsgalt lipid mediator COPD-ben. Az
LTB4 konnyen kimutathatd6 COPD-s betegek kopetének feliiliszojabol és BAL folyadékabol
is. Az EBC-ben val6 kimutathatésaga ugyanakkor ellentmondasos. Jollehet t6bb
munkacsoport is lekozolte, hogy az LTB,; koncentracioja magasabb a COPD-s betegek
mintaiban az egészségesekhez képest (134), illetve, hogy akut exacerbacioban az LTB4-szint
tovabb emelkedik, a mérési eredmények rendkiviil nagy variabilitdst mutattak, még hasonlo
eszk6zok ¢€s detekcios technikak alkalmazaséaval is. Az adatok gyenge reprodukalhatdsagat
tobb kutatocsoport is megfigyelte, melynek hatterében metodikai tényezoket, esetleg a mintak
nyallal vald kontaminacidjat valoszintsitették (135). Laboratoriumunkban az LTB4 nem volt
kimutathatdo az EBC-ben (136). Valdszini, hogy az LTB4 nagyon alacsony (sokszor
méréshatar alatti) koncentracioban van csak jelen az EBC-ben.

A kopetben tobb kutatocsoport is emelkedett LTB, szintet igazolt a stabil COPD-s betegekben
az egészségesekhez képest, bar a mért értékek itt is nagy variabilitast mutatnak (134, 137).
Ugy tiinik, hogy az LTB, szérum szintje is magasabb COPD-ben az egészségesekhez képest
(138). Masok ugyanakkor nem igazoltak emelkedett LTB, szintet COPD-s betegek kopetében
(139). Néhany vizsgalat alapjan akut exacerbacidban a marker koncentracidja tovabb
emelkedik a kdpetben (140).

Az LTBsnek a dohanyzasi statusszal vald kapcsolata ellentmondasos. Carpagnano és mtsai.
szerint dohanyzas hatasara az LTB,4 szint emelkedik (141), mig mas kutatok munkai alapjan
az LTB, szint a dohanyzasi allapottal nem fligg Ossze (142, 143); s6t, a dohdnyzasrol valo
leszokas utan a marker szintje éveken at folyamatosan emelkedett marad a kdpetben (144).
Tobb szerzd is igazolta, hogy az LTB4 mint potens neutrofil kemoattraktans szoros pozitiv
korrelaciot mutat a kopet neutrofil sejtszdmaval (138), s6t a kopet megndvekedett
kemotaktikus kapacitasaért is részben az LTB, lehet felelos COPD-ben (145).

Az LTB, farmakologiai gatlasa kézenfekvd terapias lehetdség lehet COPD-ben. A gatlas
specifikus receptor blokkolokkal vagy 5-LO inhibitorokkal torténhet. Ez utobbiak a cisz-LT-
ek és az LTB4 szintézisét egyarant gatoljak. E farmakonokkal az utdbbi években tobb kisebb
klinikai vizsgalat is folyt. A vizsgalatok altalaban negativ eredménnyel zarultak. gy példaul
az LTB4 receptor antagonista LTB019 négy hetes kezelési periddusban val6 alkalmazasa nem
befolydsolta sem a légzésfunkcios értekeket, sem a kopet neutrofil sejtszdmat vagy

crer

placebo-kontrollalt vizsgalatban az 5-LO inhibitor zileuton additiv alkalmazasa nem
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roviditette le az akut exacerbacid miatt hospitalizalt COPD-s betegek kezelési iddtartamat
(147). Szamos mas receptor antagonistaval és FLAP-gatloval jelenleg is folynak kisérletek és

vizsgalatok.

2.4.3.4. Prosztaglandinok

A PG-okat el6szor az 1930-as években human ondobdl izolaltak és azonositottak, mint
simaizom-serkentd anyagok. Szerkezetiiket 1964-ben Bergstrom és Samuelsson tartak fel. A
PG-okat a legtobb szerv és szovet sejtjei szintetizaljak, minden testfolyadékban fellelhetok. A
PG-ok szintéziséért felelos COX kulcsenzimnek tobb izoformaéja is ismert, a legfontosabbak a
COX-1 és a COX-2. Mig a COX-1 fiziologias koriilmények kozott folyamatosan termelddik a
sejtekben és egy normal PG szintért felelds, addig a COX-2 gyulladas hatasara indukalodik
(148). A bioszintézis els6 1épéseként a COX enzim az arachidonsavat prosztaglandin G,-vé
(PGG,) konvertalja, amely ezt kovetéen prosztaglandin Hp-vé (PGH,) alakul at
(endoperoxidok). A PGH; kiilonb6z6 enzimek altal katalizalt folyamatokban alakul tovabb
prosztaglandin E, (PGE,), prosztaglandin D, (PGD,), prosztaciklin I, (PGl,), valamint
tromboxan A, (TXA,), illetve tromboxan B, (TXB;) molekulakka (7. dbra).

A 1éguti traktusban a prosztaglandinok rendkiviil valtozatos, sokszor egymadssal is ellentétes
hatast fejtenek ki. A horgétonus szabalyozasdban egyarant van bronchokonstriktor ¢és

bronchodilator hatasuk.
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7. dbra. A prosztaglandinok bioszintézise
PLA,: foszfolipazA,, FLAP: 5-lipoxigendz aktivalo protein, COX: ciklooxigenaz, PGGy:
proszteglendin G,, PGH,: prosztaglandin Hy, PGl,: prosztaciklin I,; PGD;,: prosztaglandin Do,
PGE,: prosztaglandin E,, PGF,,: prosztaglandin F,  TXA;: tromboxan Ay; TXB;: tromboxan
B,, PGI,-S: PGly-szintaz, PGD,S: PGD,-szintaz, PGE,S: PGE;-szintaz, TXA,S: TXA,-
szintaz

2.4.3.5. Prosztaglandin E;

Hasonloan a tobbi PG-hoz, a PGE; hatasai is szerteagazoak. A molekula egyik legismertebb
szerepe az aszpirin-indukalta asztma patomechanizmusaban van (149). Kimutattak, hogy az
asztmas betegekbdl izolalt bronchialis fibroblasztokban a PGE;-szintézis intrinsic defektust
mutat, amely az aszpirin-indukalta asztmaban a legkifejezettebb (150). A feltételezések
szerint a bronchodilator hatast PGE, mennyiségének csokkenése tilzott cisz-LT képzéshez
vezet, amely hérgégércsét okoz (,,PGEg-fék” kiesési hipotézis). Az aszpirin-indukalta
A fenti hatasok mellett tobb munkacsoport is igazolta a PGE; nyakszekréciot stimulalo
hatasat, melyet a molekula, egyes mucin gének (MUCS5AC, MUCB) expressziojanak

fokozodasan keresztiil fejt ki (152). Ezen in vitro eredményekkel jo egyezést mutat annak a
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kettds-vak, placebo-kontrollalt klinikai vizsgalatnak az eredménye, amely szerint az
indometacin, mint nem-szelektiv COX-gatlo kuraszer(i belélegzése a kopet mennyiségének és
a légzési panaszok csokkenéséhez vezet kronikus bronchitises €s bronchiectasias betegekben
(153). Ezen betegek kopetében szamos PG (pl. PGE;, PGF,,) és TX (pl. TXB;) csokkenését is
igazoltak a szerzok. Mivel a PGE; stimuldlja a 1éguti érzé idegvégzodéseket, a molekula
szerepet jatszhat a kohogési inger kialakitdsaban is (154). Az idegi mechanizmusok szerepére
utal az is, hogy a PGE; gatolja az acetilkolinnak a léguti kolinerg idegvégzddésekbol vald
felszabadulasat (155). Mas kisérleti koriilmények kozott a PGE, gatolja tiid6 fibroblasztok
Végiil megemlithetd, hogy a PGE; érintett a léguti gyulladas szabalyozasdban is. Ezt
tamasztjak ala azok a megfigyelések, amelyek szerint a PGE; inhalacioja enyhiti az allergén-
indukalt valaszreakciot és a 1égati gyulladast asztmas betegekben (156); valamint, hogy a
PGE2 gatolja pro-inflammatorikus citokinek monocitakbol vald felszabadulasat (157).
Kimutattak tovabba, hogy a PGE, fokozza a foszfodiészteraz-gatlok antiinflammatorikus
hatasat is (158).

Tobb kutatocsoport vizsgalta a PGE; mennyiségi valtozasat COPD-s betegek 1éguti
mintaiban. Az eredmények szerint az EBC PGE; szintje emelkedett COPD-ben az egészséges
kontroll személyekhez képest (129, 159, 160), bar az adatok bizonyos kritikaval kezelend6k
az EBC-mérések ismert metodikai problémai (gyenge reprodukalhatosdg és
visszamérhetdség) miatt. Exacerbacioban 1évé betegek EBC mintaiban nem észleltek PGE;
szint emelkedést a stabil allapothoz képest (129). A PGE; szintje a 1éghti traktusban nem-
szelektiv COX-gatl6 (ibuprofen) kezeléssel csokken, mig a szelektiv COX-2 gatlo (rofecoxib)
alkalmazasa a PGE; szintjét nem befolyasolja (161).

Az EBC mellett a COPD-s betegek kopetében is kimutathatdo PGE;. A betegek ¢és az
egészségesek elkiilonitését azonban a dohdnyzas, mint zavard tényezd neheziti, ugyanis
egészségesekben a dohanyzas hatasara a kopet PGE; koncentricioja éppligy megemelkedik,
mint az ex-dohanyos COPD-s betegekben (162). Jelentds PGE, szint emelkedés latszik
tovabba a kronikus kohogésben szenvedd eozinofil bronchitises betegekben is (163, 164), bar
az Osszefiiggést nem mindegyik vizsgalatban igazoltak (165). A kdpet PGE,
kapcsolata bizonytalan, az egyik vizsgalatban negativ korrelaciot igazoltak a PGE; szint és a
FEV1 k6z6tt (166).

A PGE; szintjének meghatarozasa mellett tobb munkacsoport vizsgélta a szintézisért felelds

enzim, a COX-2 mennyiségi valtozasat is COPD-ben. Ugy tiinik, hogy a kopet sejtes
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crer

dohanyzé COPD-s betegekben a legmagasabb, a dohanyzasrol leszokott betegekben pedig
szintje csokken (157). A COX-2 expresszido dohanyos egészségesekben is megemelkedik.

2.4.3.6. Tromboxdnok

A TX-ok koziil a TXA, és TXB, szintén erds broncho- és vazokonstriktor hatdst molekulak
(167). Zheng és mtsai. kimutattak, hogy COPD-ben az emelkedett TXA; szint hozzéjarulhat a
pulmonaris hipertonia kialakulasahoz (168). Montuschi és mtsai. kimutattak, hogy a TXB;
koncentracidja nem kiilonbozik COPD-s betegek és egészséges személyek EBC-jében (159).
Ezzel szemben, mds tanulmanyokban azt taldltdk, hogy a TXB, metabolitjanak szintje
magasabb a COPD-s betegek vizeletében (169), illetve, hogy a TX-receptor antagonista
seratrodast alkalmazasaval a vizelet 11-dehidro-TXB; szintje csokkentheté, mellyel

parhuzamosan a betegek nehézlégzéses panaszai is mérséklédnek (170).

2.4.3.7. Prosztaciklinek

A prosztaciklinek vazodilator hatasat a pulmonalis artérids hipertonia kezelésében hasznéljak
fel terapiasan (prosztaciklin-analogok). PGIl, inhalacidja a 1éghti obstrukcid enyhiiléséhez
vezet, legalabbis az arra érzékeny (responder) asztmas betegek csoportjaban (171). Az
irodalom beszamol a prosztaciklinek gyulladaskelté hatasar6l is allergiaban (172), valamint
arrol, hogy a PGly-ek fokozzak a fibroblasztok vaszkularis endotelialis novekedési faktor

(VEGF) termelését egészségesekben és COPD-s betegekben.

2.4.3.8 Prosztaglandin D,

A PGD, inhaldcidja asztmds betegekben ¢és egészségesekben dozis-fiiggden fokozza a
bronchialis simaizomzat 6sszehuzodasat (173). A PGD; els6sorban a tiid6 hizdsejteiben
termel0dé arachidonsav-szarmazék, ami szerepet jatszik a bronchialis simaizomsejtek
kontrakcidjaban, ¢€s részt vesz a human légutak akut allergias valaszkészségének
kialakitasaban is (174). Kevés irodalmi adat all rendelkezésre a PGD, mennyiségi
valtozasarol COPD-ben. Montuschi és mtsai. nem talaltak eltérést COPD-s betegek és

egészséges személyek EBC-jének PGD; szintje kozott (160).
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2.4.4. Oxidativ stressz markerek

2.4.4.1. Kilégzett szén-monoxid

Bar a szén-monoxid (CO) elsdésorban a dohanyfiist expozicid kovetekeztében mutat
emelkedést a kilégzett levegében, tobb tiidébetegségben (175), tobbek kozott a COPD-ben
(176) is emelkedett kilégzett CO szintr6l szamoltak be. A CO legjelentésebb exogén forrasa a
dohanyfiist, ugyanakkor a gaz a hem molekuldb6l a hem-oxigenaz enzim altal katalizalt
endogén uton is keletkezik a szervezetben (141). Munkacsoportunk eredményei alapjan a
kilégzett CO szintet els6sorban a dohanyzas hatdrozza meg, és a marker koncentracidja még
az akut exacerbacid kialakulasa soran sem emelkedik meg szamottevé mértékben a COPD-s

betegekben, ami a marker korlatozott klinikai felhasznalhatosagara utal (177).

2.4.4.2. 8-izoprosztin

A COPD patomechanizmusanak meghataroz6 eleme az oxidativ stressz, amely a felborult
oxidans-antioxidans egyensuly kovetkezménye. Kozismert, hogy a belélegzett dohanyfiist és
mas irritdnsok a léguti epitélsejtekbdl, illetve az aktivalt neutrofilsejtekbdl és makrofagokbol
citokineket, gyulladasos mediatorokat, protedzokat, valamint ROS-okat szabaditanak fel. A
dohényfiist onmagéaban is nagy mennyiségben tartalmaz ROS molekuldkat. A felszabadulod
ROS molekulak (O;, OH, ONOQO") nukleinsavakkal, lipidekkel és fehérjékkel reakcioba
l1épve karosodast okoznak a sejtekben, tobbek kozott inaktivaljak az antiproteazokat, amely a
szoveti protedz/anti-protedz egyensuly megbomldsdhoz vezet. A citokinek és a ROS-
molekuldk az NF-«B transzkripciés faktor, valamint a TNF-o aktivalasan keresztiil
hozzéjarulnak neutrofil kemoattraktansok (pl. IL-8 és LTB4) termeléséhez is. Az oxidativ
stressz tovabbi kovetkezménye, hogy a HDAC enzimcsaldd aktivitdsa csokken, amely a
gliikokortikoidok gyulladascsokkentd hatdsanak felfliggesztéséhez, és ennek kovetkeztében
szamos proinflammatorikus gén expressziojanak fokozoddsdhoz vezet.

Az arachidonsav nem enzimatikus, ROS-ok altal torténé oxidacidja vezet a PG egyik
csoportjanak, az izoprosztanok szintézis€hez. A prosztaglandin-szerii, tobbszorosen telitetlen
zsirsavak autooxidacidjaval keletkezd vegyiiletcsoportot az 1970-es évek kozepén irtak le, de
jelenlétiiket az emberben in vivo csak 1990-ben tudtdk kimutatni (178). Az izoprosztanok
altalaban vazo- ¢és bronchokonstriktor hatdst prosztanoidok, amelyek fontos nyomjelzdi
(biomarkerei) a szoveteket karositd oxidativ stressznek a legkiilonb6zobb tiido- és bel- €s

ideggyogyaszati korképekben (179).
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COPD-ben az egyik legtobbet vizsgalt prosztanoid az F2-izoprosztanok kozé tartozo
prosztaglandin F2a (PGF2a), azaz a 8-izoprosztan (8. dbra). Az elmult években tobb
kutatocsoport is kimutatta, hogy a 8-izoprosztan szintje emelkedett COPD-s betegek
kopetfeliiliszojaban, BAL folyadékaban vagy kondenzatumaban az egészségesekhez képest,
amely a megnovekedett oxidativ stresszre utal (180, 181, 182). Tdébben 6sszehasonlito
méréseket is végeztek: a mediator koncentracidja a BAL-ban és a kopetben magasabb, mint
az EBC-ben (128, 183). Viszonylag szoros Osszefliggés latszik a 1éguti 8-izoprosztan szint és
az ismert spirometriai paraméterek, illetve a COPD sulyossagat jellemz6 egyéb klinikai
mutatok kozott. Igy példaul a FEV; forditott aranyban van a markernek a kopetben vagy az
szint €s az emphysema nagy felbontoképességli szamitogépes tomografon (HRCT)
meghatarozott sulyossagi foka (score) kozott (184).

Tobb munkacsoport is igazolta, hogy a dohdnyzds Onmagaban is noveli a kilégzett 8-
izoprosztan szintet mind a légutakban (185), mind a periférias vérben (186), amely a
dohanyzas oxidativ stresszt indukald hatdsai miatt konnyen érhetd. Ez a koriilmény azonban
neheziti az egészséges dohanyzok és a COPD-s betegek egymastol vald elkiilonitését és a
marker klinikai felhasznalhatdsagat. Mas vizsgalatokban a dohdnyzéds zavard hatdsit nem
tudtak kimutatni (143). Jelenleg nem ismert, hogy a marker felhasznalhato-e a dohanyzassal
szembeni fokozott érzé¢kenység kimutatasara.

A 8-izoprosztan szint tovabb emelkedik akut exacerbacioban mind a kopetben, mind az EBC-
ben (187). Az exacerbacio antibiotikumokkal és kortikoszteroidokkal valo kezelése utan a 8-
izoprosztan szint csokken (182), ami felveti a marker klinikai monitorozasra valo
felhasznalhatosaganak lehetdségét. Ennek megitélésére azonban tovabbi kovetéses

vizsgalatokra van sziikség.
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8. dbra. Az arachidonsavbdl oxidativ stressz hatasara a prosztaglandinoktol és a

leukotriénektol eltéro metabolitok is keletkeznek, tobbek kozott a 8-izoprosztan
(188)

2.4.4.3. Malondialdehid

A lipidperoxidacio soran keletkezd fontosabb aldehideket az értekezésem 2.3.3. pontjdban
mar részleteztem. Az aldehidek mennyiségi kimutatdsaval indirekt modon az adott
szovetekben zajlé oxidativ stressz mértékére lehet kovetkeztetni. Koncentracidjukat
legpontosabban tomegspektroszkopiadval kombinalt gaz- vagy folyadékkromatografiaval lehet
meghatarozni. E mddszerek azonban bonyolultak, igen koltségesek, jelentds laboratoriumi
infrastruktirat igényelnek, igy széles korben valo elterjedésiik nem varhatdo. A mérések
legtobbszor vérben torténnek, ami a szervezet szisztémas redox folyamatair6l ad informaciot,
viszont a szervspecifikus viszonyok megitéléséhez ezek a mérések nem megfeleldek.

A omega-3- és omega-6-zsirsavak peroxidacidjakor keletkezd aldehidek koziil az egyik
leggyakrabban meghatarozott molekula az MDA. Az MDA kisméretli, egyszeri szerkezetl,
kémiailag stabil, 6nmagaban is bioldgiai aktivitassal rendelkezé molukula (189). Az MDA
tobbféle modon is keletkezhet a szervezetben. Egyrészt keletkezhet az arachidonsav
oxidacidja soran a PGHp, illetve mas intermediereken keresztiil, masrészt ismert az MDA-nak
enzimatikus uton valé bioszintézise is PGH2-bdl kiindulva TXA, keletkezése mellett (189,
190). A nem enzimatikus uton keletkez6 MDA szoveti felhalmozodasaban fontos tényezo az
oxidativ stressz (191).

Az MDA sejtkarositd hatasat a fehérjék lizin aminosavjaval kialakitott keresztkotések
létrehozasaval éri el. Ennek kovetkeztében a fehérjék biologiai funkcidjukat elvesztik,

enzimaktivitasuk csokken. Az MDA kapcsolédhat a DNS lanc felépitésében résztvevo
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dezoxi-guanozinnal is, amely karcinogén hatast és a traszkripcio kiilonb6z6 zavaraihoz
vezethet.

Az MDA kimutatasara az elmult évek soran tobbféle modszert is kidolgoztak. Egyes

crer

e ey

(193). Az MDA pontos meghatarozasa gaz- vagy folyadékkromatografias eljarassal lehet, de
ismert szamos derivatizacion alapuld kvantifikalasi modszer is (194).

Altalanosan elfogadott, hogy az MDA mérése az oxidativ stressz meghatérozasanak egyik
megbizhatdé moddszere (194), ugyanakkor az nagyon kevéssé ismert, hogy az MDA mérésén
keresztiil a légutakban zajlo oxidativ stressz-hatds mértékére is lehet-e kovetkeztetni. Az
elmult évtizedben tortént ugyan néhdny vizsgilat ezen mediator 1éguti kimutathatdsagara
vonatkozoan, azonban e vizsgalatok tobbnyire ellentmondd eredménnyel zérultak, és szamos
kérdés tisztazatlan maradt.

A vizsgalatok értékelését neheziti, hogy sok esetben nem vették figyelembe a dohanyzas
zavar0 hatésat, jollehet kozismert, hogy az oxidativ stressz egyik f6 induktora maga a
dohanyfiist. Tobb kutatdécsoport kimutatta, hogy egészségesekhez képest a dohanyfiist
hatasara a plazma MDA szintje szignifikansan né (195, 196, 197). Végiil meg kell jegyezni,
hogy a legtobb vizsgalatban a mérések a vérplazmabdl (198, 199) és nem 1égati mintakbol
torténtek, igy bizonytalan, hogy az esetlegesen kimutatott marker szint-emelkedés nem a
tarsbetegségek oxidativ stresszt indukald hatdsanak tulajdonithato-e. A vérplazméaban a
COPD mellett mas tiidobetegségekben, igy példaul obstruktiv alvéasi apnoe szindromaban
(OSAS), tlidédaganatban vagy pulmonalis hipertonidban is kimutathat6 az MDA
koncentracidjanak emelkedése (198, 200, 201, 202).

A korabbi években két olasz és egy koreai munkacsoport kozolt adatokat stabil klinikai
allapoti COPD-s betegek léguti (EBC vagy kopet) mintaiban végzett MDA mérésekrdl. A
bevalasztott betegek részben dohanyosak, részben ex-dohanyosak voltak.

Lee ¢és mtsai. az EBC-ben igazoltak emelkedett MDA szintet COPD-s betegekben az
egészségesekhez képest (203), mig Bartoli és mtsai. a COPD mellett az asztmaban, valamint a
bronchiectdsidban is emelkedett MDA szintet mutattak ki az EBC-ben az egészségesek
kontroll csoporthoz képest (204). A COPD-sek vonatkozasaban hasonld eredményre jutottak
Corradi és mtsai. is, bar az értékelhetdséget és a klinikai felhasznalhatosadgot bizonytalanna
teszi, hogy a vizsgalatban a dohanyos és az ex-dohanyos betegek nem voltak megfeleléen

szétvalasztva, valamint hogy a szerzok nem végeztek megfeleld reprodukalhatosi méréseket
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sem (205). A vizsgalatban az EBC mellett indukalt kopetben is torténtek mérések, a kopetben
az MDA koncentracidja jéval magasabbnak bizonyult, a két kiilonb6z6 1éguti mintdban mért
marker szintek kozott azonban korrelacié nem volt. Az MDA-nak a COPD exacerbéacioban
vald mennyiségi meghatarozasarol sajat vizsgalataink el6tt irodalmi kozlésr6l nem volt
tudomasunk. Hasonloan, mivel a fenti vizsgalatok keresztmetszeti jellegliek voltak, nem allt
rendelkezésre arra vonatkozdéan sem adat, hogy a COPD farmakoldgiai kezelése alatt hogyan
valtozik a MDA koncentracioja a kdpetben vagy az EBC-ben.

Az MDA biomarkerként valdo megitélését az is neheziti, hogy nincs konzekvensen bizonyitott
Osszefliggés a légati vagy plazma MDA szint €s az ismert klinikai betegségmutatok kozott.
fgy példaul az irodalmi adatok alapjan ellentmondasos az MDA ¢és a légzésfunkcid
kapcsolata: Montano ¢és mtsai-nak vizsgalatdban az MDA szint és a légzésfunkcios
paraméterek kozott szignifikans forditott korrelacié mutatkozott (195), ugyanakkor mas
vizsgalatokban nem talaltak 6sszefiiggést az MDA koncentréacioja és a légzésfunkcios értékek
kozott (206). Moussa és mtsai. szignifikans korrelaciot talaltak a szérum MDA szint és a 6

perces jarastavolsag, valamint egyes, fizikai aktivitast jellemz6 mutatok kozott (201).
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3. CELKITUZESEK

Munkdm célja egyrészt a COPD patomechanizmusaban feltételezetten szerepet jatszo
eikozanoidok ¢és lipidperoxidacidos markerek 1éguti mintakbol vald kimutathatésaganak
Osszehasonitdsa volt. Masrészt, vizsgalni kivantam e molekuldk koncentracid-valtozasat a
COPD-s betegek kopetében stabil klinikai allapotban, akut exacerbacidban és az exacerbaciod
kezelése utan. E célkitlizésekre az alabbi harom vizsgalatsorozat keretén beliil kerestem a

valaszt:

1. Invaziv és non-invaziv léguti mintavételi modszerek oOsszehasonlitasa kiilonboz6

eikozanoidok kimutathatésagara vonatkozéan.

2. Kopet LTBy, cisz-LT, PGE, és 8-izoprosztan szintjének vizsgalata COPD akut

exacerbacidojaban és az exacerbacio kezelése utan.

3. Az oxidativ stressz vizsgalata COPD-ben a léguti MDA Kkoncentracié mérésén

keresztiil.
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4. MODSZEREK

A COPD-s betegek bevalasztasa a vizsgalatokba az Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonologiai
Intézetben kezelt betegek kozil tortént. A dolgozatban ismertetett vizsgalatokat a vonatkozo
etikai torvények és az Orszagos Koranyi Tbc ¢s Pulmonoldgiai Intézet Etikai Bizottsagdnak
engedélyével végeztikk. Valamennyi beteg a vizsgalatokra vonatkoz6 részletes

betegtajékoztatot kapott €s irdsos beleegyez0 nyilatkozatot irt ala.

4.1. Invaziv és non-invaziv léghati mintavételi modszerek oOsszehasonlitasa Kiilonb6zo

eikozanoidok kimutathatésagara vonatkozdan.

4.1.1. Betegek és vizsgalati protokoll

Keresztmetszeti vizsgalatunkba stabil allapota, 40 évnél idésebb, GOLD II-III sulyossagu, ex-
dohanyos COPD-s beteget vontunk be, akik minimum 6 hoénapja felhagytak a dohanyzassal
(9. abra). Kizarasi kritériumot jelentett az anamnézisben szerepld (i) asztma bronchiale vagy
egyéb fennalld tiidobetegség (pneumonia, interstitialis tiidobetegség, tiidédaganat stb.), (ii)
aktiv dohanyzas a vizsgalatot megel6z6 6 hoénapban, (iii) szisztémas kortikoszteroid vagy
antibiotikum kezelés akut exacerbacié miatt az elmult 2 honapban, valamint (iv) gyenge
klinikai allapot és/vagy sulyos nehézlégzés, amely nem tette lehetévé a bronchoszkopia,
kopetindukei6d vagy a 1égzésfunkcids mérések elvégzeését.

Az ambulans vizitek soran minden résztvevd légzésfunkcids vizsgalaton vett részt, mértiik a
FENO szintjét, tovabba rutin klinikai és vérvizsgalat, illetve vérgaz mérés tortént (/0. abra).
Ugyanazon napon a résztvevoktdl indukalt kopetet ¢s EBC-t gytijtottiink. A bronchoszkopia a
fent emlitett vizsgalatokat kovetden egy masik napon zajlott. A gy{ijtott mintakat a mérések

elétt -75°C-on taroltuk.
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Stabil COPD-s betegek
(n=37)

Bevalasztasikritériumok
- Eletkor >40 év

- Dohanyzas >10csomag-év

Kizarasikritériumok

- Asztma vagy egyeb légutibetegség
- Aktiv dohanyzasa bevalasztastmegelézé 6 honapban

- Szisztémas szteroid vagy antibiotikumkezelés a hospitalizacio elétt 2 honappal

- Spirometria, kdpetindukcio és/vagy bronchoszképia nemvégezhets el

Szlirés soran kizart betegek (n=12)

- Nem megfelelé képetminta (n=4)

- Nem megfelelé BAL(n=5)
- Egyébtiidébetegség(n=3)

Vizsgalatotteljesitd
COPD-s betegek

(n=25)

9. abra. Az 1. vizsgalat bevalasztasi/ kizarasi kritériumai

1. Klinikai vizit: 2.Klinikai vizit:

Mellkas rontgen, EKG Bronchoszkdpia

Légzésfunkcié, vérgaz BAL feldolgozas

FENO Citospin

Kopetindukcié Eikozanoidok
Kopetfeldolgozas, citospin meghatarozasa EIA-val
EBC gyiijtése

Minta tarolas: -75°C

¢ >
|

0 <1 hénap

10. abra. Az 1. vizsgalat folyamatabraja
FENO: frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid, EBC: kilégzett levegd kondenzatum, EIA:
enzim immunoassay

4.1.2. Légzésfunkcios vizsgalatok
A l1égzésfunkciés vizsgalatokat elektronikus spirométerrel (Medicor, MS-11, Piston Ltd.,
Budapest, Magyarorszag) végeztiik, a vizsgéalat sordn a rutin 1€gzésfunkcios paramétereket,

mindenekeldtt a forszirozott kilégzési masodperc térfogatot (FEV1) hataroztuk meg.

44



DOI:10.14753/SE.2017.2020

4.1.3. FENO-mérés

A FENO mérése kemilumineszcens modszerrel tortént (Model LR2500, Logan Research,
Rochester, UK). A késziiléket ismert NO koncentracioju gazkeverékkel kalibraltuk (BOC
Special gases, Guilford, UK). A FENO mérése a teljes tiidokapacitas szintjérdl indulva, lassu
kilégzés mellett (5-6 L/min), 20-30 sec alatt, 50 mL/sec kilégzési aramlas mellett 0,4 + 0,05

Hgmm ellendlldssal szemben tortént. A betegek a mérés alatt orrklippet nem viseltek.

4.1.4. Bronchoszképia

A BAL gyijtése soran a hanyattfekvé vagy félig 1il6 helyzetben 1évé betegbe helyi
endoszkdp keriilt bevezetésre. A bal felsé tiidélebenybe tortént 5x20mL 0,9%-os s6oldat
(NaCl) befecskendezése utan lassu visszaszivassal nyert BAL mintét steril gézen atfiltraltuk

és centrifugaltuk (400g, 4°C, 15 min), majd a mérésekig -75°C-on taroltuk.

4.1.5. EBC gyiijtése

Az EBC gylijtése konstans koriilmények kozott EcoScreen kondenzald eszkozzel (Jaeger,
Hoechberg, Németorszag) tortént. A mintavétel soran a vizsgalt személyek szajoblitést
kovetden 10 percen keresztiil nyugalmi 1€gzési volumennel és frekvencidval egy elézetesen

lehtitott gytijtdtartalyba 1élegeztek. Az EBC mintédkat a mérések elbtt -75°C-on taroltuk.

4.1.6. Indukalt kopet gyiijtése

A kopetindukeid rovid-hatdsu horgtagité (Salbutamol, Ventolin®, GlaxoSmithKline Kft.
Budapest, Magyarorszag) eldkezelés utan, orvosi feliigyelet mellett tortént. Az indukcid soran
a beteg egy ultrahangos porlaszto (Ultra-Neb 2000, DeVilbiss Healthcare Ltd., Tipton, UK)
segitségével hipertonids (2-4%) NaCl oldatot 1€legzett be 10 percen at, majd a felkohogott
1éguti valadékat (kopetét) egy steril tartalyba iiritette.

4.1.7. Kopet feldolgozasa

A kopetmintdk a mintavételt kovetden két oOran beliil feldolgozasra keriiltek.
Homogenizaldsuk 0,1%-0s DTT-t tartalmazo foszfat-puffer (PBS) hozzaadéasaval tortént. A
homogenizatumot egy 40 pum poérusatmeérdjii szlirdn at szlrtilk, majd centrifugaltuk és

citospint készitettink beldle. A sejtek viabilitasat tripankék-festéssel mikroszkop alatt
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hataroztuk meg. A kopetmintat akkor tartottuk megfelelonek, ha a sejtszamolas soran a

laphamsejtek aranya 20% alatt volt.

4.1.8. Citospin és sejtmegoszlas meghatarozas

May-Griinwald-Giemsa oldattal festett citospineken differencialt sejtszamolast végeztiink.
Preparatumonként legaldbb 400 gyulladdsos sejtet szamoltunk. Vizsgalati eredményeinkben a
kiilonb6z6 sejttipusok (makrofag, neutrofil és eozinofil granulocita és limfocita) gyakorisagat

széazalékos aranyban adtuk meg az 6sszes gyulladasos sejt szaméhoz viszonyitva.

4.1.9. Arachidonsav-szarmazékok mérése

A 1éghti mintak LTB,, cisz-LT, 8-izoprosztan és PGE; stabil derivatumanak koncentraciojat
enzim immunoassay technikaval (EIA, Cayman Chemical, Ann Arbor, MI, USA) hatiroztuk
meg a gyarto utasitasait kovetve. Az antigén-antitest reakcion alapuld eljarasban az enzimmel
(acetilkolin-észteraz) jelzett antigén keveredik a vizsgalati minta antigénjeivel, és az
antigének kozott kompeticié alakul ki a korlatozott mennyiségli eikozanoid-specifikus
antitestekhez val6é kotddésért. Az antitestekhez kotédd eikozanoid-enzim konjugatum
antigéneket azutdn eltavolitjdk a rendszerbdl és kromogén szubsztratot (Ellman’s reagens)

hozzaadva a rendszer enzimatikus aktivitdsa spektrofotometrids moddszerrel mérhetd. Az

eljaras l1ényegét a 12. dbra foglalja dssze.

2o 3
) c
*.° 8
, # Eqgéranti nydllgG

Y Y Y Y Y
! Y Y Y Y Y Y Kecske anti egérlgG (cisz-LT)
Egér anti-ydl IgG-vel 1. Inkubalds Tracer Blokkolofehének
Kottt &s fehérjékkel rel, antiszérummal €s ®C  Adott  antigénhez  kiotétt
blokkolt ELISA plate vagy  standard-del. acetilkolin-észteraz

vagy mintaval Adott  antigénre  specifikus

antiszérum

Szabad antigén

AR A YYYYy
2. A nem-kotott 3. Ellman’'s
reagens eltavolitasa reagenssel  torténd
mosassal detektalas

11. abra. Az AChE-alapu EIA technika sematikus abraja (207)
AChE: acetilkolin-észteraz, EIA: enzim immunoassay, ELISA: enzimmel kapcsolt
immunoszorbens assay, 1gG: immunglobulin G
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Az egyes eikozanoidokra meghatarozott detekcids limitek a kovetkezdek voltak: LTB4: 13
pg/mL; 8-izoprosztan: 2,7 pg/mL; cisz-LT: 20 pg/mL, illetve PGE;: 2 pg/mL.

4.1.10. Az EIA mérések reprodukalhatésaga kopetben
Az EIA mérések reprodukalhatosagat egy eldkisérlet soran vizsgéaltuk meg, melynek soran
Osszesen 6 COPD-s betegtél gyljtottiink kopetet. Minden mintat két részre osztottunk,

melyekbdl parhuzamosan eikozanoidok mérése tortént.

4.1.11. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag £ SEM vagy median (interquartilis tartomany) formaban adtuk meg. A
lipidmediatorok koncentracidinak 0Osszehasonlitisat Mann-Whitney proba alkalmazdséaval
végeztiik. A korrelacidkat a Spearman (nem-parametrikus adatok) és a Pearson (parametrikus
adatok) modszerrel vizsgaltuk. A statisztikai elemzéshez a GraphPad Prism 4.0 (GraphPad
Software Inc., San Diego, CA, USA) szoftvert hasznaltuk. A p<0,05 értékeket tekintettiik

szignifikansnak.
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4.2. Kopet LTBy, cisz-LT, PGE;, és 8-izoprosztan szintjének vizsgalata COPD akut

exacerbaciojaban és az exacerbacio kezelése utan.

4.2.1. Betegek és vizsgalati protokoll

A vizsgélatot 37 akut exacerbacié miatt az Orszadgos Kordnyi Tbc és Pulmonologiai Intézetbe
felvett és kezelt COPD-s betegen, valamint 25 klinikailag stabil COPD-s betegen végeztiik el.
A korhazba kertilt betegek bevalasztasi és kizarasi kritériumait, valamint a korhazi kezelés
soran kizart betegek adatait a /2. dbra foglalja magaban.

Az exacerbacidban 1évé COPD-s betegekbdl spontan kopetgyiijtésre, valamint FENO, vérgaz
¢s 1égzésfunkcios mérésre két alkalommal kertilt sor: el6szor a betegek korhazi felvételekor,
majd masodszor a kezelés utan a betegek korhazbol valod tavozasakor (/3. dabra). A stabil
betegekbdl ambulans vizitek alkalmaval indukalt kopetet gytijtottiink. A betegek korhazi
terapidjat a betegek mindenkori kezel6orvosa hatarozta meg. A kezeldorvosok a vizsgalatban

kozvetleniil nem voltak érintettek.

Akut COPD exacerbacio miatt hospitalizalt betegek
(n=52)

. '

Bevalasztasikritériumok
- Eletkor >40 év

- Dohanyzas >10csomag-év

Kizarasikritériumok

- Asztma vagy egyéb légutimegbetegedeés
- Aktiv dohanyzasa bevalasztastmegel6z6 6 honapban
- Szisztémas szteroid és/vagy antibiotikum kezelés a hospitalizacio el6tt 2 héttel

- Spirometria és/ivagy képetindukcio nemveégezhetd el

|

Bevalasztott betegek
(n=45) Kérhazikezelés soran kizart betegek (n=8)

- Nem megfelel6 képetminta (n=5)

) - Pneumonia (n=2)
Vizsgalatotteljesité
COPD-s betegek

(n=37)

- Athelyezés intenziv osztalyra (n=1)

12. abra. A 2. vizsgalat bevalasztasi/Kkizarasi kritériumai
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1. Klinikai vizit 2. KliniKkai vizit

Stabil COPD COPD exacerbacio COPD exacerbacio
Mellkasrontg i .
- };s{rgn 5 Légzésfunkcid

Veéres Véreaz 3. Eikozanoidok
ercaz = - -
S EN meghatarozasa ETA-val
Kilégzett NO/ CO 7 0 : .

b — EBC gytjtes

EBC gyiijtés SR i

R Spontan kopet gytijtés
Indukalt kopet Spontan kopet
gylijtése gytjteés

Minta tarolas: -80°C

0 1 hét 2 hét

13. dbra. A 2. vizsgalat folyamatabraja
FENO: frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid, EBC: kilégzett levegd kondenzatum, EIA:
enzim immunoassay

4.2.2. Légzésfunkcios vizsgalatok, FENO-mérés, kopetgyiijtés és kopetfeldolgozas
A 1égzésfunkcios vizsgalatok az 4.1.2. pontban foglaltak szerint torténtek. A FENO-mérést az
4.1.3., a spontan és az indukalt kopet gyljtését és feldolgozasat a 4.1.6-8. pontok szerint

végeztik.

4.2.3. Eikozanoidok mérése

Az eikozanoidok mérését EIA modszer segitségével a 4.1.9. pontban leirtak alapjan végeztiik.

4.2.4. A kopetindukcio hatasanak vizsgalata
A kopetindukcié hatasanak elemzéséhez tovabbi 8 stabil COPD-s betegtdl gyiijtottiink

spontan és indukalt kopet mintdt, és parhuzamosan mértiik e mintdk eikozanoidok

crer

4.2.5. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag + SEM vagy median (interquartilis tartomany) forméaban szerepelnek. A
stabil és az exacerbacioban 1évé betegek eikozanoid koncentracidit Mann-Whitney teszt
alkalmazasaval hasonlitottuk Ossze. A korhazi felvételkor és tdvozaskor mért eikozanoid
koncentraciot és az egyéb klinikai paraméterek Osszehasonlitdsat parositott Student-féle t-
teszttel (parametrikus adatok) vagy Wilcoxon probaval (nem parametrikus adatok) végeztiik.
A korrelacios koefficiensek szamitasara a Spearman (nem-parametrikus adatok) vagy a

Pearson (parametrikus adatok) mddszert hasznaltuk. A statisztikai elemzésekhez a GraphPad
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Prism 4.0 (GraphPad Software Inc.) szoftvert hasznaltuk. A p<0,05 értékeket tekintettiik

szignifikansnak.

4.3. Az oxidativ stressz vizsgalata COPD-ben a léguti MDA Kkoncentracié mérésén

keresztiil.

4.3.1. Betegek és vizsgalati protokoll

A vizsgélatot 34 akut exacerbacio miatt az Orszagos Koranyi Tbc és Pulmonoldgiai Intézetbe
felvett és kezelt COPD-s betegen végeztiik el. A vizsgalatba torténd bevalasztasi és kizarasi
kritériumokat, valamint a vizsgalat soran kizart betegek adatait a /4. abra foglalja 6ssze. A
vizsgalatba a fentiek mellett 21 stabil COPD-s beteg, valamint 20 egészséges kontroll személy
keriilt még bevonasra.

Az akut exacerbacidoban 1évé COPD-s betegektdl két alkalommal, eldszor a korhazi felvétel
napjan, majd masodszor a kezelést kdvetden, a tavozas napjan gyijtottiink spontan kopetet,
valamint EBC-t (/5. dbra). A stabil COPD-s betegekbdl és az egészséges kontroll
személyekbdl ambulans klinikai vizsgalat soran indukalt kopetet, valamint EBC-t gytijtottiink.
A vizsgalatok sordn mértiik a résztvevok 1égzésfunkcidjat, vérgdz paramétereit, valamint a

crer

meg. A kezeldorvosok a vizsgalatban kozvetleniil nem voltak érintettek.
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Akut COPD exacerbacio miatt hospitalizalt betegek
(n=54)

'

Bevalasztasi kritériumok

- Eletkor >40 év

- Dohanyzas >10csomag-év

Kizarasikritériumok

- Asztma vagy egyéb légutimegbetegedés
- Aktiv dohanyzasa bevalasztastmegel6z6 6 hénapban
- Szisztémas szteroid és/vagy antibiotikum kezelés a hospitalizacio elétt 2 héttel

- Spirometria, EBC gylijtés ésivagy képetindukcio nemvégezheté el

Bevalasztas soran kizart betegek (n=10)

- Kizarasi kritériumok teljestilése (n=5)

- Rosszbeteg egyiittmikddés (n=2)

Bevalasztottbetegek
(n=44)

- Vizsgalat elutasitasa (n=3)

Korhazikezelés soran kizart betegek (n=10)

v

- Nem megfelelé képetminta (n=6)

- Pneumonia(n=1)

Vizsgalatotteljesitdé
COPD-s betegek

(n=34)

- Tudéembodlia (n=1)

- Athelyezés intenziv osztalyra (n=2)

14. abra. A 3. vizsgalat bevalasztasi/kizarasi kritériumai

1. Klinikai vizit

2. Klinikai vizit

Stabil COPD COPD exacerbacio

COPD exacerbaci6 kezelése

utan

Mellkas rontgen, EKG
Légzésfunkcio, vérgaz
FENO
EBC gyt(ijtés

Indukalt kopet Spontan kdpet
gyljtés gyljtés

Légzésfunkcio, vérgaz

Spontan kopet gy(ijtés

MDA meghatarozasa
HPLC technikaval

FENO
EBC gyUijtés

Minta tarolas: -75°C

7-10 nap

15. abra. A 3. vizsgalat folyamatabraja
FENO: frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid, EBC: kilégzett levegd kondenzatum, HPLC:
nagy teljesitményti folyadékkromatografia

4.3.2. Légzésfunkcios vizsgalatok, FENO-mérés, EBC- és kopetgyiijtés, mintafeldolgozas

A légzésfunkcios vizsgalatok az 4.1.2. pontban foglaltakkal megegyezden torténtek. A FENO

mérését az 4.1.3. pontban foglaltak szerint, mig az indukalt kopet gylijtését és feldolgozasat a

4.1.6., illetve a 4.1.7-8. pontok szerint végeztik.
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4.3.3. MDA meghatirozasa

A kopetfeliiliszok és az EBC mintdk MDA koncentracidjat nagy teljesitményii
folyadékkromatografiaval (HPLC) hataroztuk meg. A méréseket fluoreszcens detektorral
felszerelt HPLC késziilékkel (Jasco FP-2020 Plus, ABL&E-Jasco Ltd., Budapest,
Magyarorszag) végeztik. A mérési egység detektorbol, légmentesitobdl, kétcsatornas
pumpabol, automata mintaadagolobol és kolonna termosztatbol épiilt fel. Az MDA
meghatarozasdhoz megfeleld kitet ¢s MDA HPLC-oszlopot hasznaltunk (MDA Reagens Kkit,
Chromsystems GmbH, Miinchen, Németorszag). A kopet és EBC mintdk preparalasat a
forgalmazo cég altal javasolt protokoll szerint végeztiikk. A mintakbol 25 pL-t fénytdl védett
reakciocsOvekbe pipettaztunk és 125 pL Precipitaciés Reagenst adtunk hozza, majd a
mintakat rovid vortexelés utan lecentrifugaltuk (5 perc, 13000 rpm). A feliilaszobol 125 pl-t
derivatizacids csovekbe pipettaztunk és 25 pL Derivatizaciés Reagens adtunk hozza. Az igy
kapott elegyet egy 6ran at 95°C-os vizfiirdében inkubéltuk. Az inkubélas és gyors hiités utan a
mintadkhoz 125 pL Neutralizaciés Reagenst adtunk. A feldolgozott mintakbol 20 pl-t
injektaltunk a HPLC-rendszerbe. A mérések 1,0 mL/min aramlasi sebesség mellett 515 nm
excitacios, illetve 553 nm emisszios hulldmhosszon torténtek. Az MDA tipusos
kromatogramjat a /6. dabra szemlélteti. A méréseknél intra- ¢és inter-assay
reprodukalhatosagot (lasd. 4.3.4. pont) €s napi-variabilitast (14sd. 4.3.5. pont) szamoltunk. A
kopetindukcionak az MDA szintre gyakorolt hatasat elokisérletekben vizsgaltuk.

07 fmv
06

05
04
03
02
01

0
01 V
RT (min)

02
0 1 2 3

MDA

16. abra. Egészséges kontroll személy kopetében mért MDA reprezentativ

kromatogramja
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4.3.4. A kopetindukci6 hatasanak vizsgalata
A kopetindukcionak az MDA szintre gyakorolt hatasat elokisérletben vizsgaltuk. Ennek soran

10 betegtdl gytjtottiink parhuzamosan spontan és indukalt kopetet, és mértiik azok MDA

crer

4.3.5. MDA-mérések intra-assay és inter-assay variabilitasa

Az MDA-mérések intra-assay variabilitdsdinak meghatarozasahoz 6 stabil COPD-s és 6
egészséges kontrol személy EBC-jét (n=12) és kopetét (n=12) vizsgaltuk. Mintafeldolgozas és
taroltuk, majd ujra meghataroztuk az MDA szintjét.

Az MDA-mérések inter-assay variabilitdsdnak meghatarozasahoz a kopet ¢s EBC mintak egy
csoportjat (n=12) két részre osztottuk, majd ezeket kiilon-kiilon feldolgoztuk és
meghataroztuk a mintdk MDA szintjét.

4.3.6. MDA-mérések napok kozotti variabilitasa
Az MDA-mérések napok-kozotti variabilitasanak vizsgalatahoz a stabil COPD-s betegek
(n=12) egy alcsoportjatol két egymast kovetd napon EBC és spontan kdpetmintat gyiijtottiink,

crer

4.3.7. Statisztikai analizis

Az adatokat atlag = SEM, illetve median (interkvartilis tartomany) formatumban adtuk meg.
Az MDA koncentraciok osszehasonlitasat egyutas ANOVA-t kdvetd Neuman-Keuls teszttel
végeztiik. A korhazi felvételkor €s a kezelést kovetden mért MDA koncentracidk és klinikai
paraméterek 0Osszehasonlitdsahoz parositott Student-féle t-tesztet (paraméteres adatok) és
Wilcoxon probat (nem-paraméteres adatok) alkalmaztunk. Az egészséges, valamint a stabil
allapoti betegek klinikai adatainak Osszehasonlitasat parositatlan t-teszttel vagy Mann-
Whitney teszttel végeztiikk. A korrelaciokat a Spearman (nem-parametrikus adatok) vagy a
Pearson teszttel (parametrikus adatok) szamoltuk. Az MDA-mérések reprodukalhatdsagat és
variabilitasat a variacios koefficiens (CV) kiszamitasaval és a Bland-Altman tesztettel
hataroztuk meg. A statisztikai kiértékeléshez a GraphPad Prism 4.0 (GraphPad Software Inc)
hasznaltuk. A p<0,05 értékeket tekintettiik szignifikansnak.
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5. EREDMENYEK

5.1. Invaziv és non-invaziv léguti mintavételi modszerek osszehasonlitasa az

eikozanoidok kimutathatésagara vonatkozoan.

5.1.1. A résztvevok demografiai és klinikai adatai
A vizsgalatba bevalasztott 25 stabil COPD-s beteg demografiai adatait, klinikai valtozoit, valamint a
kopet sejtprofiljat a 3. tabldzat foglalja Gssze.

3. tabldzat. A stabil COPD-s betegek demografiai és klinikai adatai
Az adatok atlag + SEM formaban szerepelnek, kivéve, ha ezt méasképp jeloltiik. FEV;:
forszirozott kilégzési térfogat 1 masodperc alatt, PaCO,: parcialis szén-dioxid nyomas,
PaO;: parcialis oxigén nyomas, FENO: frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid. ppb:
részecske per milliard, 'median (interkvartilis tartoméany)

Stabil COPD
n=25
Nem (férfi/né, n) 13/12
Eletkor (év) 62,1+ 1,8
Dohanyzas (csomag-év) 48,1 +4,8
GOLD (n,%)
l. 5 (20)
1. 12 (48)
1. 8 (32)
Légzésfunkcid
FEV; (L) 2,91+0,1
FEV, (%) 63,4+4,5
Vérgaz
PaCO, (kPa) 51+0,1
PaO, (kPa) 8,4+0,21
FENO (ppb)’ 8,6 (5,6 -9,9)
Kopet sejtprofil (010°%g)’
Teljes sejtszam 0,8 (0,40-1,750)
Neutrofil granulocita 0,65 (0,34-1,16)
Eozinofil granulocita 0 (0-0,01)
Makrofag 0,05 (0,01-1,5)
Limfocita 0,02 (0,01-0,04)

e rer

A cisz-LT-ek, a LTBy4 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 szignifikans
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kiilonbséget csak a LTB,4 esetében tudtunk kimutatni (276,1 (105,4-594,7] vs. 27,5 [10,7-
84,3] pg/mL, p<0,05; 17. abra). A PGE; koncentracioja a BAL-ban kismértékben magasabb
volt, mint a kdpetben, 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
mintaban a detekcids limit feletti tartomanyban kimutatni, szintjiik az EBC-ben szignifikansan
alacsonyabb volt a kdpethez és a BAL-hoz képest (33,8 [19,9-58,1] pg/mL, p<0,05 ¢s
p<0,001). A 8-izoprosztan az EBC mintak 73%-ban volt kimutathat6 a detekcios limit felett, a
mediator szintje azonban itt is alacsonyabb volt, mint a BAL-ban vagy a kdpetben (p<0,05 és
p<0,001; /7. dbra) A LTB, és a PGE; az EBC mintakban nem volt kimutathat6 a kitek

detekcios limitje feletti méréstartomanyban.
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17. dbra. Az eikozanoidok (,,a-d” panel) koncentracidja a stabil allapotd
COPD-s betegek kopetében, EBC-ben és BAL-ban
5.1.3. Az eikozanoid mérések reprodukalhatésaga
Ugyanazon kopetminta két részre osztdsa utan a két aliquotbol tortént eikozanoid-mérés
hasonlé eredményt adott (p>0,05), a variacios koefficiens (CV) értéke 15,4 és 20,8% kozott

mozgott, az egyezési tartomany (Bland-Altman teszt) a LTBy4-nél volt a legnagyobb.
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5.1.4. Korrelaciok a mediatorok, valamint a kopet sejtprofilok kozott

A vizsgalat sordn egyrészt Osszefliggéseket kerestiink a mintdkban mérhetd kiilonbozo
eikozanoidok koncentracioi kozott, masrészt azt elemeztiik, hogy van-e korrelacié ugyanazon
markernek a kiilonbozé 1éguti mintakban mért koncentracioi kozott. Végiil azt vizsgaltuk,
hogy a kopet és a BAL gyulladasos sejtprofilja mutat-e kapcsolatot ezen mintak eikozanoid
koncentracidival.

A kopet LTB4 és a 8-izoprosztan szintje szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a kopet cisz-
LT koncentracidjaval (LTBg4: r=0,447, p<0,05; 8-izoprosztan: r=0,564, p<0,005; 18/a,b dbra).
A 8-izoprosztan szint a BAL-ban is szignifikansan korrelalt a BAL cisz-LT szinttel (r=0,741,
p<0,005; 18/d abra). A kdpetben tovabbi szignifikdns Osszefiiggést talaltunk a 8-izoprosztan
¢s a LTB,; koncentraciok kozott (r=0,645, p<0,001; 18/c dbra). A PGE, szintje mas
mediatorokkal egyik 1égliti mintdban sem mutatott korrelaciot (adatot nem mutatjuk).

A kopet neutrofilsejtszama szignifikans pozitiv korrelaciot mutatott a kopet cisz-LT (r=0,466,
p<0,05), 8-izoprosztan (r=0,475, p<0,05) és LTB4 koncentracidjaval (r=0,511, p<0,05;
19/a,b,c abra). A kopet neutrofilsejtszamahoz hasonléan a kopet teljes sejtszama is pozitiv
korrelaciot mutatott a kopet cisz-LT (r=0,435, p<0,05), 8-izoprosztan (r=0,452, p<0,05) és
léguti eikozanoid szintjeivel nem mutattak. Hasonléan, a BAL egyetlen sejttipusa sem
mutatott Osszefliggést az eikozanoid koncentraciokkal (adatokat nem mutatjuk).

Ugyanazon mediatornak a kiilonbozd léguti mintadiban mért szintjeit elemezve szignifikans
korrelaciot kaptunk a kopetben és BAL-ban mért cisz-LT koncentraciok kozott (r=0,846,
p<0,001;19/d abra). A tobbi lipid mediator szintje nem mutatott dsszefiiggést a kopetben és a
BAL-ban. Hasonloan, a betegek 1égzésfunkcios €s FENO értékei sem mutattak 0sszefiiggést

az eikozanoidok koncentracidival (adatokat nem mutatjuk).
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18. dbra. Korrelaciok a kiillonbozo eikozanoidok szintjei kozott a kopetben (,,a-c” panel)
és a bronchoalveolaris lavage (BAL)-ban (,,d” panel) stabil COPD-s betegekben.
LTB4: leukotrién By, cisz-LT: ciszteinil-leukotriének
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19. abra. Korrelaciok a kopet neutrofilsejtszama és a kopet eikozanid

sre

koncentracioi kozott (,,a-c” panel), valamint kiilonb6zo 1éguti mintak,
ugymint a kopet és a bronchoalveolaris lavage (BAL) cisz-LT szintje kozott

(,,d” panel).
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20. abra. Korrelacidk a kopet teljes sejtszama és a kopet eikozanoid koncentracioi kozott

(»a-c” panel).

LTBa4: leukotrién By, cisz-LT: ciszteinil-leukotriének
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5.2. Kopet LTBy, cisz-LT, PGE, és 8-izoprosztan szintjének vizsgalata COPD akut

exacerbaciojaban és az exacerbacio kezelése utan.

5.2.1. A klinikai paraméterek valtozasa az exacerbacio soran és a kezelést kovetéen

A vizsgalt 54 exacerbacioban levd COPD-s beteg koziil 45 felelt meg a bevalasztasi
kritériumoknak és egyezett bele a vizsgalatba. A korhazi kezelés soran Osszesen 8 beteg kertilt
kizéarasra, igy a vizsgalatot végiil 37 beteg fejezte be. A 37 COPD exacerbacidban levo és a 25

stabil, kontrollként bevont COPD-s beteg adatait a 4. tabldzatban foglaltuk 6ssze.

4. tablazat. Klinikai paraméterek valtozasa az exacerbacio soran és a kezelést kovetéen
Az adatokat atlag + SEM formatumban adtuk meg, kivéve, ha ezt masképp nem jeldltiik.
FVC: forszirozott vitalkapacitas, FEV;: forszirozott kilégzési térfogat 1 méasodperc alatt,
FENO: kilégzett frakcionalt nitrogen-monoxid, ppb: részecske per milliard, PaCO,: parcialis
szén-dioxid nyomas, PaO,: parcialis oxigén nyomas ~p<0,05, “p<0,01 és $p<0,001 vs. korhazi
felvétel. 'median (interquartilis tartomany)

Stabil COPD COPD exacerbacié
n=25 n=37
Nem (férfi/né, n) 15/10 22 /15
Eletkor (év) 62,1+1,6 64,6 +2.2
Dohanyzas (csomag-év) 48 8 +4,8 458 £4,1
GOLD stadiumok (n, %)
l. 5 (20) 5 (13)
I. 12 (48) 14 (38)
1. 8 (32) 11 (30)
V. - 7(19)
Légzésfunkcio Korhazi felvétel Kezelés utan
FVC (L) 3,55+0,21 1,93+ 0,13 2,23+0,17"
FVC (%) 84,7 +£3.,0 65,4 +34 76,5 = 4,0°
FEV. (L) 2,91+0,11 0,92 + 0,08 1,14+0,10°
FEV, (%) 63,4+45 40,2 +2.7 49,6 +3,2°
FEV./FVC (%) 50,8 +2,1 0,48 + 0,03 0,53+ 0,02
Vérgaz
PaCO, (kPa) 5,14+0,11 5,54+0,13 5,80+0,14
Pa0, (kPa) 8,40 £ 0,21 6,81 + 0,20 7,16 +0,15"
FENO (ppb)’ 86(5,6-99) 131(84-265)  10,7(6,9-17,3)"

A stabil és az exacerbacidoban 1év0 betegek kozott nem volt szignifikans eltérés az életkort,
nemi aranyt €s dohanyzasi szokdsokat tekintve (p>0,05). Az exacerbacioban 1évd betegek
kozott ugyanakkor GOLD IV-es stadiumu betegek (19%) is eléfordultak. Az exacerbacios
betegek korhazi kezelését kovetéen a FEV;, FVC, FVC/FEV;, PaO,, valamint a FENO
értékek szignifikansan javultak (4. tablazat).
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A korhazi kezelés alatt minden exacerbacioban 1évO beteg kortikoszteroid és horgtagito
kezelést (antikolinerg és/vagy P,-agonista) kapott. Antibiotikus kezelésben Osszesen 25-en
részesiiltek. A korhézi tartdozkodas atlagos iddtartama 12,0 £ 0,9 nap volt. A kezelés javitotta
a betegek 1égzésfunkcios értékeit és oxigenizaciojat (PaO;), a kedvezd klinikai valtozasokkal
parhozamosan a kopet teljes sejtszama, valamint neutrofil- és limfocitasejtszama is csokkent

(5. tabldzat). A sejtek aranya ugyanakkor a kopetben nem valtozott.

5. tablazat. Kopet sejtprofiljanak valtozas az exacerbacié kezelése soran
Az adatokat medianban (interquartilis tartomany) adtuk meg. "p<0,05 és “p<0,01 vs.
korhazi felvétel

Stabil COPD COPD exacerbacio
Koérhazi felvétel Kezelés utan
Teljes sejtszam x10°/g 0,6 (0,30-1,27) 2,4 (0,97-6,56) 1,2 (0,64-3,01)"
Neutrofil granulocita
% 88 (79,1-91,4) 95 (90,0-97,2) 94 (89,9-96,2)
x10%/g 0,6 (0,24-1,04) 1,9 (0,87-5,18) 1,0 (0,42-2,34)"
Makrophag
% 7,5 (5,1-12,2) 1,5(0,47-2,6) 2,5(1,1-4,5)
x10°/g 0,5(0,1-1,4) 0,4 (0,13-1,3) 3,4 (0,07-0,74)
Limfocita
% 3,9(2,2-5,1) 2,3 (1,4-3,8) 2,5(1,4-3,1)
x10%/g 1,9 (1,0-3,4) 5,5(1,9-16,5) 2,7 (1,0-4,7)*
Eozinofil granulocita
% 0(0-1,9) 0(0-1,7) 0 (0-0,82)
x10%/g 0 (0-0,2) 0 (0-2,6) 0(0-1,7)

5.2.2. A spontan és indukalt kopet eikozanoid koncentracidinak dsszehasonlitiasa

A spontan és indukalt kopetekben mért eikozanoid szinteket a 6. tabldzat foglalja 6ssze. Nem
talaltunk szamottevo eltérést indukalt €s spontan kdpetmintak eikozanoid koncentracioi kozott
(p<0,05), ugyanakkor szoros korrelaciot figyeltiink meg a két mintdban mért értékek kozott
(r>0,72, p<0,05)

60



DOI:10.14753/SE.2017.2020

6. tdblazat. Spontan és indukalt kopetben mért eikozanoid koncentraciok
Az adatokat median (interquartile tartomany) formaban adtuk meg, kivéve, ha ezt masképp
jeloltiik. Cisz-LT: ciszteinil-leukotriének, PGE,: prosztaglandin E,, LTBy: leukotrién By, CV:

variacios koefficiens. *Bland-Altman teszt

Mediatorok Kopet (pg/mL) CcVv Egyezési

spontan indukalt p érték  (%0) tartomany”

8-izoprosztin  183,0 (4,1-1233) 1957 (3,4-1299) 0,937 189 -179,1 és 1272

Cisz-LT 4465 (50,9-1563)  399,2 (151,3-1563) 0,902 22,0  -204,9 és 281,7
PGE, 28,7 (6,6-80,6) 22,4 (2,2-81,4) 0605 21,8  -13,26s22,1
LTB, 973,5 (418,9-1654) 907,1 (346,2-1500) 0,798 148  -245,0 és 383,1

5.2.3. Eikozanoidok koncentraciéjanak meghatarozasa

5.2.3.1. 8-izoprosztin

A betegek kopetében egy személytdl eltekintve a 8-izoprosztan szintje mindig a detekcios
limit feletti értéket mutatott. Az exacerbacidban 1évé betegek kopetében szignifikdnsan
magasabb 8-izoprosztan koncentracid volt mérhetd, mint a stabil COPD-s betegekben (89,5
[36,9-184,7] vs. 29,7 [13,8-68,8] pg/mL, p<0,01; 21/a. dbra). A korhazi kezelést kovetden a
8-izoprosztan koncentracidja nem valtozott (84,1 [34,1-185,3] pg/mL, p>0,05)

5.2.3.2. Cisz-LT-ek

A cisz-LT-ket minden kopetmintaban a detekcidos hatar felett tudtuk kimutatni. Bar az
exacerbacids csoport cisz-LT szintje 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; 21/b. dbra). A korhazi kezelés nem befolyasolta szamottevéen
a kopet cisz-LT koncentraciojat (324,2 [114,3-698,1] pg/mL, p>0,05).

5.2.3.3. PGE;

A PGE,-t a stabil allapota betegek koziil csupan 16 esetben, mig az exacerbacids csoportban
minden betegnél detektalni tudtuk. COPD exacerbacidban a PGE; koncentracidja jelentdsen
magasabb volt, mint a stabil allapoti betegekben (39,8 [13,3-103,3] vs. 3,82 [1,77-6,63]
pa/mL, p<0,001; 21/c. dbra), a korhazi kezelés pedig ezt az emelkedett szintet szignifikansan
csokkentette (19,6 [4,6-52,5] pg/mL, p<0,01).
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5.2.34.LTB,

A LTB; minden résztvevd kopetében mérhetd volt. Az exacerbacids csoportban
szignifikansan 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; 21/d. dbra). A korhazi kezelés ugyanakkor nem

befolyasolta a LTB4 koncentraciojat (661,5 [182,6-758,1] pg/mL, p>0,05).
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21. abra. Az eikozanoidok koncentracidja (,,a-c*“ panel) a stabil klinikai allapotu (stabil)
és az exacerbacioban 1évo (ex) COPD-s betegek kopetaben, valamint az exacerbacioban
1évé betegek korhazi kezelése (kezelt) utan.

A vizszintes vonal a median értéket jelzi. cisz-LT: ciszteinil-leukotriének, LTB4: leukotrién
B4, PGE,: prosztaglandin E,. p<0,05, “p<0,01 és ~ p<0,001 COPD exacerbacio vs. stabil
COPD, "p<0,01 exacerbacio vs. kezelés utan

5.2.4. Korrelaciok

A fontosabb korrelaciokat a 7. tablazat és 22. abra foglalja magéaba. Stabil betegekben a kopet
8-izoprosztan ¢és a LTBa koncentracidja szignifikdnsan korrelaciot mutatott a kopet
neutrofilsejtszamaval (p<0,005 ¢és p<0,05), tovabba szoros Osszefliggést lattunk a 8-
izoprosztan ¢€s a cisz-LT koncentraciok €s a limfocitak szama kozott is (p<0,005).

A COPD exacerbécioban szenvedd betegek esetében szignifikans dsszefliggést figyeltiik meg
a PGE; szint és a kdpet neutrofil -, valamint limfocitasejtszama kozott (p<0,005) (22/a, b.
dbra). Tovabbi Osszefiiggés mutatkozott a cisz-LT és a LTB,4 koncentraciok, valamint a

neutrofilsejtek szama kozott is (p<0,05 és p<0,005) (22/c, d. dbra), valamint a cisz-LT-nek és
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a limfocitak szama kozott (p<0,005). A felsorolt 0sszefiiggéseken kiviil tovabbi szignifikans

korrelaciokat nem taldltunk, igy nem volt 0sszefiiggés az eikozanoidok és a 1égzésfunkcios

értékek vagy mas klinikai paraméterek kozott sem (adatokat nem mutatjuk).

7. tablazat. Korrelaciok a kopet lipid mediator koncentraciéi, a klinikai

paraméterek, valamint a kopet gyulladasos sejtjei kozott stabil és exacerbaciéban

1évé COPD-s betegekben

Cisz-LT: ciszteinil-leukotriének, LTBy: leukotrién B4, PGE,: prosztaglandin E,, FEV1:
forszirozott kilégzési térfogat 1 méasodperc alatt. Tszignifikans korrelaciok

Klinikai 8-izoprosztan cisz-LT PGE, LTB,
viltozok rérték  pérték  reérék  pérték  rérék  peérték  rénék p érték
Stabil COPD
FEV; (%) -0,18 0,39 -0,13 0,52 -0,45 0,10 0,20 0,35
Neutrofil 061  0,004" 0,39 0,07 0,18 0,53 052 0,013

granulocitak

Limfocitak 064  0,002" 060 0003 027 0,35 0,38 0,084
COPD exacerbacio

FEV; (%) 0,07 0,75 -0,37 0,07 0,03 0,91 -0,37 0,11

Neutrofil -0,05 0,82 0,54  0,003° 0,61 0,001 045 0,024

granulocitak

Limfocitak 0,07 0,72 0,55 0,002 069 <0,001" 0,24 0,25
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22. abra. Korrelaciok a kopet eikozanoidok koncentracioi és a kopet neutrofil- (,,a, ¢ és
d” panel) és limfocitasejtszama (,,b” panel) kozott az akut exacerbacioban 1évé COPD-s
betegekben.

Cisz-LT: ciszteinil-leukotriének, LTBy: leukotrién B4, PGE;: prosztaglandin E;
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5.3. Az oxidativ stressz vizsgalata COPD-ben a léguti MDA koncentracié mérésén
keresztiil.

5.3.1. A klinikai paraméterek valtozasa az exacerbacio kezelés soran

A vizsgalt 54 beteg koziil 6sszesen 44 felelt meg a bevalasztasi kritériumoknak; a kérhazi
kezelés soran 10 résztvevd keriilt kizarasra a vizsgalatbol. A vizsgalatot teljesitd 34 résztvevo
demografiai és klinikai adatait a 8. tdblazat foglalja Gssze.

A kezelés soran minden résztvevd szisztémas szteroid ¢és rovid-hatasu horgtagitd
(antikolinerg- B,-agonista) kezelésben részesiilt, valamint - a résztvevok 73%-a - hosszl-
hatasu [;-agonista €s antikolinerg kezelést is kapott. Antibiotikus kezelésre 19 paciens
szorult, mig oxigén terapiat a betegek 89%-ka kapott. A hospitalizacié atlagos idétartama 10,9
+ 1,5 nap volt. A kezelés javitotta a légzésfunkcidos és vérgaz (PaO,) értékeket, és
csokkentette a kopet teljes és neutrofilsejtszamat (9. tdabldzat).

8. tablazat. A résztvevok demografiai és klinikai adatai
Az adatokat atlag + SEM formaban adtuk meg, kivéve, ha ezt masképp jeloltik. FVC:
forszirozott vitalkapacitas, FEV1: forszirozott kilégzési térfogat 1 masodperc alatt,
PaCO,: parcialis szén-dioxid nyomads, PaO,: parcialis oxigén nyomas, FENO:
frakcionalt kilégzett nitrogén-monoxid. ppb: részecske per milliard, “p<0,05 és
“p<0,001 egészséges kontroll vs. stabil COPD; *p<0,05 és *p<0,001 kezelés utan vs.
korhazi felvétel. $Medidn (interquartilis tartomany).

Egészséges  Stabil COPD COPD exacerbacié
kontroll
n=20 n=21 n=34

Nem (férfi/né, n) 10/10 13/8 20/ 14
Eletkor (év) 61,8+ 1,6 63,1 +1,8 642 +25
Dohanyzas (csomag-év) 51,6 £5,2 39,5+3,9 40,5+4,2
GOLD stadiumok (n, %) -

l. 4 (19) 2 (6)

I 12 (57) 10 (29)

. 5 (24) 15 (44)

V. 0(0) 7(21)

Koérhazi felvétel Kezelés utan

Légzésfunkcid

FEV, (L) 3,92+£020  3,39+0,16 1,96 + 0,11 2,16 +0,13%

FVC (%) 1042 +2,7 83,4+2,9 72,1+3,3 79,9 + 3,4

FEV; (L) 2,93+0,14 1,74+ 0,13 0,94 + 0,07 1,11 +0,08"

FEV; (%) 111,3+3,6 63,143 43,7 +2,85 51,9+3,1%

FEV1/FVC (%) 77,0 + 1,4 494 +22" 0,48 + 0,02 0,52 + 0,02
Vérgaz

PaCO, (kPa) 52+0,13 52+0,12 533+0,17 5,64 +0,21

PaO, (kPa) 10,3 + 0,73 8,4+0,22" 6,92 + 0,23 7,57 + 0,20
FENO (ppb)’ 7,1(59-9,9) 8,7(6,03-11,4) 12,7 (6,18-28,7) 10,2(6,55-17,3)"
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tablazat. A vizsgalati csoportok kopetének sejtprofilja

Az adatokat median (interquartilis) formaban adtuk meg. “p<0,05 stabil COPD vs.
kontroll, *p<0,05 és *p<0,01 kezelés utan vs. korhazi felvétel

Kopet sejtprofil Egészséges stabil COPD COPD exacerbacié
kontroll korhazi felvétel  kezelés utan
Teljes sejtszam
x10°/g 0,3 (0,24-0,7) 0,6 (0,30-2,1)" 2,4(0,96-7,6) 1,3(0,64-3,01)

Neutrofil granulocita
%
x10°/g
Makrofag
%
x10°/g
Limfocita
%
x10%/g

Eozinofil granulocita
%
x10%/g

76,6 (69,8-87,1)
0,3 (0,13-0,6)

16,5 (10,8-25,9)
0,8 (0,27-1,4)

2,2 (0,84-3,8)
0,8 (0,25-3,7)

0(0-1,2)
0(0-2,2)

87,5 (73,7-91,7)
0,5 (0,25-2,0)"

9,1 (5,3-12,1)
0,5 (0,28-1,2)

41 (2,35,3)"
1,9 (1,4-3,0)"

0(0-2,3)
0 (0-6,5)

95 (92,6-97,2)
2,1 (0,89-5,8)

1,4 (0,46-2,95)
0,4 (0,15-1,3)

2,3 (1,4-3,8)
5,6 (1,9-16,7)

0(0-1,2)
0(0-1,8)

94 (90,4-96,1)
1,0 (0,62-2,33)"

2,6 (1,5-4,4)
0,39 (0,07-0,74)

2,5 (1,4-3,3)
2,7 (1,0-4,6)"

0 (0-0,77)
0(0-1,2)

5.3.2. A spontan és indukalt kopet MDA szintjének osszehasonlitasa

A spontan és indukalt kopetekben mért eikozanoid szinteket a 0. tablazat foglalja Ossze.
Nem talaltunk szamottevd eltérést az indukalt és a spontdn kdpetmintdk MDA koncentracioi
kozott (p>0,05), a Bland-Altman teszt segitségével szamolt egyezési tartomanyok hasonldak
az MDA-mérések inter-assay reprodukalhatosdga (5.3.5. pont) soran szamolt egyezési

tartomanyokkal.

10. tablazat. Spontan és indukalt kopetben mért eikozanoid koncentraciok
Az adatokat atlag+SEM formaban adtuk meg, kivéve, ha ezt masképp jeldltiik. MDA:
malondialdehid, CV: variacios koefficiens. “Bland-Altman teszt

Mediator Kopet (nmol/L) Ccv Egyezési
(%) tartomany”
spontan indukalt p érték
MDA 148,1+7,3 135,7+ 9,7 0,22 8,1 -30,8 és 55,7
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erer

A COPD-s betegek kopetének MDA szintje szignifikdnsan magasabb volt, mint az egészséges
kontrollok kdpetében mért koncentracio (144,6 + 14,3 nmol/L vs. 85,9 + 11,3 nmol/L,
p<0,05). Akut exacerbacioban az MDA szint tovabbi emelkedést mutatott a stabil allapotban
mért értékekhez képest (220,0 = 17,5 nmol/L, p<0,01). A kezelés hatasara az MDA szint
csokkent (190,7 + 6,3 nmol/L, p<0,05) (23/a. abra).

5.3.4. A MDA Kkoncentraciéjanak valtozasa az 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 1év6 betegekben (93,3 = 7,6 nmol/L) hasonloak

voltak (p>0,05). A kezelésnek nem volt szdmottevd hatdsa az exacerbacid alatt mért MDA

szintre (85,3 + 7,1 nmol/L, p>0,05) (23/b. dbra).
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23. abra. Az MDA koncentracioja az egészséges személyek (kontroll), a stabil (stabil) és
az akut exacerbaciéban 1évo (ex) COPD-s betegek kopetében (a), EBC-ben (b), valamint
az exacerbaioban 1évo betegekben a kezelés utan (kezelt).

A vizszintes vonal az atlagértéket jelzi. "p<0,05 és~ p<0,001 stabil COPD vs. egészséges
kontroll, **p<0,01 exacerbacio vs. stabil COPD, #p<0,05 kezelt vs. exacerbacio, §p<0,05
kezelt vs. stabil COPD

5.3.5. MDA-mérések intra-assay reprodukalhatosaga

A kopet és az EBC mintak két hétig 4°C-on vald taroldsa nem befolyésolta szignifikansan a

(Bland-Altman teszt) a két mintaban hasonloak voltak.
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5.3.6. MDA-mérések inter-assay reprodukalhatosaga

Ugyanazon kopet vagy EBC minta két részre osztasa utan a két aliquotbol tortént MDA-mérés
hasonld eredményt adott (/1. tablazat). Az mérések CV értékei ugyan az EBC-ben kissé
nagyobbnak bizonyultak, mint a koOpetben, a kiilonbség azonban nem volt szignifikans

(p>0,05). A mérések egyezési tartomanyai az EBC-ben és a kopetben hasonloak voltak.

11. tablazat. Az MDA-mérések intra- és inter-assay reprodukilhatésaga, valamint
napok-kozotti variabilitasa kiilonb6zo 1égati mintak esetében.

12. Az adatok atlag £ SEM formaban szerepelnek, kivéve, ha ezt masképp jeloltik. CV:
variacios koefficiens, EBC: kilégzett levegd kondenzétum.*p<0,05 EBC vs. kopet,
*Bland-Altman teszt alapjan

MDA mérések cv Egyezési
(nmol/L) (%)  tartomany”
Els6é minta Masodik minta
Intra-assay
reprodukalhatdésag
kopet 115,5+19,3 110,7 + 16,3 6,6 -19,6 és 29,3
EBC 61,2+82 56,4 +6,3 7,6 -11,6 és 21,0
Inter-assay
reprodukalhatdésag
kopet 152,8 11,5 161,3 £ 16,0 9,1 -31,9 és 45,0
EBC 74,0+ 8,4 77,1 +7,8 129 -373és31,2
Napok-kozotti
variabilitas
kopet 123,9+8,5 128,1+7,8 9,3 -47,5 és 39,2
EBC 81,9+7,0 96,7 17,7 243" -85,5¢556,0

5.3.7. MDA-mérések napok-kozotti variabilitasa

Ugyanazon betegbdl két, egymast kovetd napon gyiijtott kopetminta MDA koncentracidja
hasonlonak bizonyult (/1. tablazat). A mért értékek kozotti atlagos kiilonbség 15,5 nmol/L
volt. Bar ugyanazon betegbdl két, egymast kovetd napon gyijtétt EBC mintadk MDA
koncentracioi is hasonldak voltak, az atlagos kiilonbség elérte a 30,9 nmol/L értéket. A
mérések CV értéke az EBC-ben szignifikdnsan nagyobb volt, mint a kdpetben (p<0,05).

Hasonloan, az egyezési tartomanyok is szélesebbek voltak az EBC-ben, mint a kopetben (24.

abra).
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24. abra. Az MDA Kkoncentraciok napok-kozotti variabilitaisa a Bland-Altman teszt
alapjan a COPD-s betegek kopetében (a) és kilégzett levegé kondenzatumaban (EBC)

(b).
5.3.8. Osszefiiggés a AFEV; és az MDA koncentracié kozott

Az exacerbacioban 1évé betegeket a korhazi kezelés alatt elért FEVi-novekedés (AFEV))
mértéke alapjan harom csoportba osztottuk, €s azt vizsgaltuk, hogy van-e kiilonbség a kisfoka
(<3%), a kozepes (3-14%), illetve a nagyfoki (<14%) FEVi-novekedést mutato
alcsoportokban észlelt MDA koncentracid-valtozasok kozott (12. tablazat). A kiillonbozod
funkcionalis valaszkészségii betegekben eltérd volt az MDA koncentracio-csokkenés mértéke:
azokban a betegekben, akiknél a FEV;-véltozds kozepes vagy nagyfoku volt, szignifikdns
MDA szint-csokkenés volt megfigyelhetd a kezelés hatasara (p<0,05), mig abban az
alcsoportban, ahol a FEVi-névekedés csak kisfoku volt az MDA koncentracié szignifikans

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

13. tablazat. A kopet MDA koncentracioja a kiilonb6z6 funkcionalis valaszkészségii
(AFEV)) betegekben
Az adatok atlag + SEM formatumban szerepelnek. FEV1: forszirozott kilégzési térfogat 1
mésodperc alatt "p<0,05 korhézi felvétel vs. kezelés utan

MDA AFEV, (L) AFEV; (%)
(nmol/L)

<0,04 0,04-0,29 >0,29 <3 3-14 >14
Korhazi 200,3£32,6  239,0+£30,6  218,7£32,1 197,1432,1  235,5429,7  226,5+30,7
felvétel

Kezelés 207,0£32,8 177,3426,5° 188,8+27,4° 203,3£23.8 1752+26,6° 1932+27.8"

utan
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5.3.9. Korrelaciok

A vizsgéalat sordn nem taldltunk szignifikdns Osszefliggéseket a kopet és az EBC MDA
koncentracidja, valamint a kiilonb6zo klinikai paraméterek (FENO, légzésfunkcio, vérgaz)
illetve a kopet sejtpofilja kozott sem a stabil, sem az exacerbacioban 1évé COPD-s betegekben

(adatokat nem mutatjuk).
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6. MEGBESZELES

6.1. Invaziv és non-invaziv légiati mintavételi modszerek Osszehasonlitasa az

eikozanoidok kimutathatésagara vonatkozéan.

Els6 vizsgalatunkban kiilonb6z6 eikozanoidok, igy az LTB4, PGE; és a cisz-LT-ek, valamint
a lipidperoxidacié soran keletkezd 8-izoprosztan detektalhatéosagat vizsgaltuk COPD-s
betegek kiilonbozo eredetli 1égiti mintaiban. Kimutattuk, hogy a vizsgalt mediatorok koziil a
LTB,; nagyobb koncentracioban van jelen COPD-s betegek koOpetében, mint a BAL
folyadékaban. A cisz-LT-ek és a 8-izoprosztan vonatkozasaban csak kisebb, tendencia-szinti
emelkedést észleltiink a kopetben a BAL-hoz képest, mig a PGE; koncentracioja inkabb a
BAL-ban volt magasabb, bar szignifikans kiilonbség itt sem mutatkozott. Az EBC-ben az
eikozanoidok szintje alacsonyabb volt, mint a masik két 1égti mintdban, ha egyéltalan a
marker kimutathatonak bizonyult.

Az elmult évtizedben a 1éguti gyulladas non-invaziv mérése kutatési és klinikai szempontbol
egyarant fontos teriilett¢ valt. Régota ismert, hogy a kiillonb6zd mintavételi eljarassal nyert
1éguti mintdkban a biomarkerek detektalhatosaga eltérd lehet. A pulmonologiai gyakorlatban
a BAL viszonylag gyakran alkalmazott invaziv mintavételi eljaras, els6sorban a periférialis
légutakban, valamint az alveolusokban zajlo gyulladéasrdl ad informécidt. Ezzel szemben, a
kopet, ami a szemi-invaziv eljarasnak tekintheté kopetindukcid utjan nyerhetd, inkébb a
nagyobb légutakban zajlo patofiziologiai eseményeket tiikrozi (208), mig a non-invaziv
modon nyert EBC az elképzelések szerint az ASL 0Osszetételérdl, illetve az als6 légutak
leveg6jéncek az Gsszetételérdl nyujt informaciot (209).

Tudomasunk szerint e harom léguti minta ugyanazon vizsgalaton beliili 6sszehasonlitdsara a
nemzetko6zi irodalomban a korabbiakban nem volt példa. Egy korabbi vizsgalatban a szerzdk
a kopet, a BAL, valamint a bronchialis biopszia sejtprofiljat, valamint a kopet és a BAL IL-8
szazalékos aranya, az IL-8, valamint az ECP koncentracidja a kopetben Iényegesen magasabb,
mint a BAL-ban, mig a makrofagok és a limfocitdk aranya a BAL-ban bizonyult
magasabbnak a kopethez képest. A kdpet és a BAL ECP szintje korrelaciot nem mutatott, mig
e léghti mintak IL-8 koncentracidja Osszefiiggést mutatott a COPD-s betegekben. Az
egészségesekben ugyanakkor korrelacié nem volt.

A cisz-LT-ekkel, a LTBy4-gyel, valamint a 8-izoprosztannal ellentétben a PGE, a BAL-ban

mutatta a legnagyobb koncentraciot, az EBC-ben a medidtor egyaltalan nem volt kimutathato.
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A BAL-ban tapasztalt viszonylag magasabb PGE; koncentracié oka nem ismert. Erdekes
modon Antczak és mtsai. egy korabbi munkdjukban kiilonb6z6 tiidobetegségben szenvedd
betegeket vizsgalva az EBC-ben is ki tudtak mutatni PGE,-t, melynek koncentracioja
Osszevethetd volt a BAL-ban mért értékekkel (128).

Azon eredménylinket, miszerint az eikozanoidok szintje magasabb a kdpetben, mint a BAL-
ban, néhany korabbi vizsgilat is meger6siti. Igy példaul Nocker és mtsai. asztmasokban
hasonlitottdk Ossze a léguti gyulladas potencialis prediktiv markereit indukalt kopetben és
BAL-ban (210). A szerz6k a mintdk sejtOsszetételét és plazma protein koncentraciojat
vizsgalva megallapitottadk, hogy az indukalt kopetbdl valdé markermeghatirozas a 1éguti
gyulladds monitorozéasara és a gliikkokortikoid terapidra adott valaszkészség megitélésére
sokkal megbizhatobb eljards, mint a BAL-bol valé mérés. Asztmds betegeket vizsgalva
hasonlod kovetkeztetésekre jutottak Pizzichini és mtsai. 1S (211). Antczak és mtsai-nak,
valamint Ono és mtsai-nak vizsgalati eredményei szintén egyezést mutatnak kutatocsoportunk
eredményeivel, ugyanis e munkacsoport is magasabb koncentracioban mérte a cisz-LT-eket, a
LTBy-et és a 8-izoprosztant a BAL-ban, mint az EBC-ben (123, 212).

Vizsgalatunk egy masik fontos eredménye az volt, hogy az EBC-ben a cisz-LT-ekkel és a 8-
izoprosztannal ellentétben a LTB,4 és a PGE, nem vagy csak nyomokban mutathat6 ki. Amint
ez ¢értekezésem irodalmi Osszefoglalojaban részletes kifejtésre keriilt, a metodikai
bizonytalansagok ellenére az EBC-ben valo gyulladasos biomarker meghatarozasnak kiterjedt
irodalma van. Eredményeinkkel megegyezGen szamos munkacsoport igazolta a cisz-LT-ek
kimutathatésagat az asztmasok (213), allergias rhinitisesek (214), COPD-s betegek ¢és aktiv
dohanyosok EBC-jében (177). Eredményeinkkel ellentétben azonban néhany munkacsoport
LTBy-et is sikerrel detektalt az EBC-ben (114, 215). Eredményeink és az ezen irodalmi
adatok kozotti ellentmondést leginkabb technikai/metodoldgiai faktoroknak tulajdonitjuk.
Feltételezziik, hogy az EBC 0Osszetételét bizonyitottan befolydsold tényezdk, tgymint a
kilégzett levegd aramlasi sebessége, a léguti atmérd, a percventillicid, a kornyezet
paratartalmanak valtozasa, a mintagyljtd késziilékek, valamint a mintavételi 1d6
kiilonbozésége magyarazhatjak elsGsorban ezeket az eltéréseket (105).

Vizsgéalatunk tovabbi fontos eredményeként kimutattuk, hogy a kopet neutrofilsejtszama,
valamint a kdpet LTBa, Cisz-LT és a 8-izoprosztan koncentracioja kozott szignifikans
korrelacio figyelhetd meg. Pizzichini és mtsai. asztmdban taldltak hasonld szignifikans
korrelaciot a kopet mediator koncentracidja és neutrofilsejtszama kozott (206).

Ezzel ellentétben, vizsgalatunk sordn nem taldltunk Osszefliggést a BAL sejtprofilja és

crer
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meghatarozasaval a 1égati gyulladas mértékére nem lehet kovetkeztetni COPD-s betegekben.
Mivel a kopet neutrofil-, mind a limfocitasejtek szaméanak novekedése, tovabba az emelkedett
LTB, és 8-izoprosztan koncentracio is a léguti gyulladas sulyosbodasanak kovetkezménye,
ezért a kimutatott Osszefiiggések arra utalnak, hogy az indukalt kopet vizsgalata alkalmas
vizsgalomodszer lehet a 1égati gyulladas monitorozasara COPD-s betegekben.

Osszefoglalva, az altalunk vizsgalt eikozanoidok szintje altaliban kopetben volt a
legmagasabb, mig EBC-ben a legalacsonyabb. A  kopet sejtprofillal
(neutrofilsejtszammal) valé kapcsolat a cisz-LT-ek, a 8-izoprosztan és a LTB, esetében
volt igazolhato. A BAL-ban és az EBC-ben valé lipid mediator meghatarozas

relevanciaja bizonytalan.

6.2. Kopet LTB,, cisz-LT, PGE, és 8-izoprosztan szintjének vizsgalata COPD akut

exacerbacidjaban és az exacerbacié kezelése utan.

Masodik vizsgélatunkban arra a kérdésre kerestiink valaszt, hogy a gyulladds szempontjabol
markéans szerepet jatszo eikozanoidok koncentracidja véltozik-e a kopetben COPD akut
E kovetéses vizsgalat talan legjelentdsebb eredménye az a megfigyelés volt, hogy a kopet
PGE; koncentracidja stabil allapotban nagyon alacsony, ugyanakkor az exacerbacid
kialakuldsa soran jelentdsen megemelkedik, majd a betegek korhazi kezelése soran csokken.
A vizsgalatunkban detektalt tovabbi lipid mediatorok, igy a LTB4 és a 8-izoprosztan szintje
ugyan szintén megemelkedett exacerbacioban, de koncentracidjuk az exacerbacio kezelését
kovetden is emelkedett marad. A harom lipid mediatorral ellentétben, a cisz-LT-ek
koncentracidja nem valtozott akut exacerbacioban, ami arra enged kdvetkeztetni, hogy a cisz-
LT-nek nincs szamottevd koroki szerepe a COPD exacerbaciora jellemz6 1éguti obstrukcio és
gyulladas fokozddasanak mechanizmusaban.

Mivel a cisz-LT-ek termelddéséért az eozinofilsejtek feleldsek elsdsorban, vizsgalatunk soran
kiilon is elemeztiik a kdpet eozinofiliat (>2%) mutatd, illetve nem mutatd (<2%) COPD-s
betegeket, feltételezve, hogy a kopet eozinofilidt mutatd csoportban cisz-LT emelkedés lesz
kimutathato. Nem talaltunk azonban eltérést a kiilonb6zé eozinofilsejtszamu betegek cisz-LT
szintje kozott (adatokat nem mutatjuk), ami tovabb erdsiti azt a kovetkeztetést, hogy a cisz-
LT-ek nem jatszanak dontd szerepet az exacerbacioval Osszefiiggd gyulladasos

folyamatokban.
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a nemzetkozi irodalomban. Vizsgalatunk soran kimutattuk, hogy a kdpet PGE; koncentracidja
akut exacerbacioban szignifikdnsan megemelkedik, majd a kezelés kdvetkeztében csokken,
bar a marker szintje még a kezelést kovetden sem éri el a stabil allapotban mért értéket. Az
exacerbacio alatt észlelt PGE,-emelkedést tobbféleképpen lehet értelmezni. Egyes kutatok
szerint a PGE; anti-inflammatorikus, véd6 és szabalyozo szereppel bir asztmaban és COPD-
ben, ami szekunder jellegli és mintegy ellensulyozza az e betegségekben kialakulo
gyulladasos folyamatokat (159, 216). Egy masik referaitum azonban éppen ellenkezdleg, a
PGE; pro-inflammatorikus hatasara hivja fel a figyelmet: e munkaban a szerzék azt igazoltak,
hogy a PGE; egy COX-2-fiiggd mechanizmus soran fokozza a neutrofilsejtek adhéziojat a
bronchidlis epitélsejtekhez, valamint szerepet jatszik a neutrofilsejtek légutakba torténd
toborzasaban is COPD-ben (162). Ezt az elméletet tamasztja ala sajat megfigyelésiink is,
miszerint COPD exacerbacioban a PGE; szint szorosan korrelal a kopet neutrofil- és
limfocitasejtszamaval. Végiil, a PGE; az MMP-k szabalyozasan keresztiil is befolyasolhatja a
1éguti gyulladast és a tiidoparenchima kéarosodasat, mivel egyes szerék a PGE, ¢s az MMP-2
termel6dése kozott szoros ok-okozati kapcsolatot mutattak ki COPD-ben (161).

Bar a PGE; szintet a korhazi kezelés szignifikdnsan csdkkentette, értéke a stabil allapotban
mért szinthez képest tovabbra is emelkedett maradt. Ez a megfigyelés azzal magyarazhato,
hogy az exacerbacio kezelése utan a 1éguti gyulladas mértéke még mindig igen kifejezett volt,
hiszen a vizsgalt exacerbacids betegcsoportban a neutrofilsejtjeinek szdma a kezelés utan
szignifikansan emelkedett volt a stabil betegekhez képest. A neutrofilsejtek gyulladasos
citokinek (TNF-a, NFkB és IL-1la) hatasara a COX-2 utvonal aktivalasan keresztiil nagy
mennyiségli PGE-t termelnek, ami hozzajarulhatott a korhazi tdvozaskor észlelt magasabb
biomarker szinthez (217). Feltételezéseink szerint a gyulladasos citokinek aktivalodasa a
korhazi kezelés soran is fennall, serkentve ezaltal a PGEj;-nek a neutrofilsejtekbdl és
fibroblasztokbol torténd szintézisét. Végiil, a kezelést kovetden €szlelt viszonylag magasabb
PGE; szint magyarazhaté a COPD exacerbaciot el6idézé bakterialis agensek, igy példaul a
Moraxella catarhallis, illetve a Haemophillus influenzae hatasaival is, amelyek szintén
fokozhatjak a COX-2 utvonal aktivalasan keresztiil a PGE, szintézisét a kiilonbozd léguti
sejtekben (218).

Megjegyzendd, hogy a cisz-LT-ekre és a PGE,-re vonatkozo eredményeink eltérnek Antczak
és mtsai-nak eredményeitdl (129). Az eltérés hatterében az allhat, hogy Antczak és mtsai.
kizarolag pozitiv bakterialis kopet tenyésztéssel rendelkezd exacerbécios betegeket vontak be

vizsgalatukba, mig a mi vizsgalatunkban a pozitiv kopet tenyésztési lelet nem szerepelt kiilon
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a bevalasztasi kritériumok kozott. Az eltérést okozhatja az is, hogy a két vizsgélatban a
marker-meghatarozasok eltéré tipusu 1éguti mintakbol (kdpet vs. EBC) torténtek.

A 8-izoprosztan vagy a LTBs; mérések reprodukalhatéosagara vonatkozd eredményeink
megegyeznek mas szerzok eredményeivel, azaz e markerek megbizhatébban mutathatok ki a
kopetbdl, mint az EBC-bol (135). Az altalunk a COPD exacerbacido soran a kopetben
megfigyelt LTB,; koncentracio-emelkedés szintén megegyezik mas kutatdcsoportok
eredményeivel (140, 219). A LTB,; és a neutrofilsejtek kozott kimutatott korrelacio
alatamasztja azt a nézetet, hogy a LTBy4-nek kulcsszerepe van a neutrofilsejtek 1égutakba
torténd toborzasaban (139, 220). Az a megfigyelésiink, miszerint a LTB4 koncentracioja nem
csOkkent a korhazi kezelés soran, nem kiilondsebben meglepd, ugyanis a gyulladasos reakcio
lassu kinetikdju lecsengését az exacerbaciobdl vald gyodgyulds sordn tobb korabbi
vizsgalatban is igazoltak (221). A LTB, szintjének a kezelést koveten is fennmaradod
emelkedettsége taldn alatdmaszthatdé a LTB,4 viszonylag hosszu féléletidejével is, melyet
Taylor és mtsai. in vivo kisérletben mutattak ki (222).

Korabbi tanulmanyok azt igazoltdk, hogy a kopet, illetve az EBC 8-izoprosztan
koncentracidja stabil COPD-s betegekben magasabb, mint egészséges kontroll személyekben
(180,181). Jelen vizsgalatunkban els6ként mutattuk ki, hogy a kopet 8-izoprosztan szintje
COPD exacerbacioban tovabb emelkedik a stabil allapotban mért szinthez képest. Korabban
csak EBC-ben mutattak ki hasonld emelkedést exacerbacioban (129, 187, 223).
Eredményeink jol Osszhangban vannak mas szerzOk azon megéllapitasaival, miszerint a
COPD exacerbaciot kiséré oxidativ stressz-emelkedés biomarkerekkel - igy példaul a
kilélegzett H,O, vagy a szérum a;-AT mérésével - jol nyomon kovethetd (monitorozhato)
(224). Ugyanakkor, a kopetbdl torténd marker meghatarozas sokkal megbizhatobb modszer
lehet az oxidativ stressz kimutatasara, mivel a megfeleld oxidativ markerek (pl. 8-izoprosztan)
kb. 5-10-szer nagyobb koncentracioban vannak jelent a kdpetben, mint az EBC-ben (183).
Vizsgalatunk soran nem talaltunk 6sszefliggést a lipid mediatorok koncentracidja és a betegek
légzésfunkcios paraméterei kozott. Irodalmi adatok alapjan elmondhaté, hogy maés
munkacsoportok sem szdmoltak be ilyen jellegli korrelaciorol asztmas (183) vagy COPD-s
betegekben (187). Egyes szerzok ezt azzal magyarazzak, hogy a 1égzésfunkcids paraméterek
(FEV) és a gyulladasos markerek a COPD kiilonb6z6 karaktereit jellemzik: az eikozanoidok
a léguti gyulladasarol, mig a légzésfunkcios értékek a légutak atmérdjérdl, illetve az
aramlaskorlatozottsag mértékérdl adnak elédlegesen informaciot (129).

Szamos megfigyelés utal arra, hogy a cigarettafiist befolyasolhatja az eikozanoidok szintjét a

légutakban (163, 180). igy példaul tobb szerzd is kozolt adatokat arrdl, hogy a dohanyzas
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crcr

(225). Mivel vizsgalatunkbol a bevalasztasi kritériumok alapjan az aktiv dohanyzok kizarasra
keriiltek, jelen munkank soran a dohdnyzasbol addédd zavard hatasokkal nem kellett
szamolnunk.

Osszefoglalva, a COPD exacerbacié soran a PGE; szintje emelkedik a kopetben, és ez
osszefiiggést mutat a léguti gyulladas fokozodasaval. A korhazi kezelés hatasara a
gyulladas mérséklodésével parhuzamosan a PGE; szintje is csokken, ami felveti, hogy e
gyulladasos mediator biomarkerként is alkalmas lehet a léguti gyulladas
monitorozasara. Az exacerbacio soran emelkedett 8-izoprosztan szint a fokozott oxidativ
stressz kovetkezménye. Mivel azonban a 8-izoprosztan koncentraciéja a korhazi kezelés
hatasara nem csokkent, a klinikumban valé felhasznalisa e marker vonatkozasaban
korlatozottnak tiinik. Eredményeink alapjan az LTB, hozzajarulhat a neutrofilsejtek
Cisz-LT-ek szerepére az exacerbaci6 patomechanizmusaban nem talaltunk

bizonyitékokat.

6.3. Az oxidativ stressz vizsgalata COPD-ben a léguti MDA Kkoncentracié mérésén

keresztil.

crer

szerepet jatszd oxidativ stressz mértékét vizsgaltuk egy, az irodalomban széles korben ismert
lipidperoxidacios végtermék, az MDA detektalasan keresztiil.

A vizsgélatunkban egyrészt kimutattuk, hogy a kopet MDA koncentracidja a stabil allapota
COPD-s betegekben szignifikansan magasabb, mint az egészséges kontroll személyekben. Ez
a megfigyelés egybevag Corradi és mtsai. altal korabban mar publikalt erdménnyel (226).
Fontos azonban megjegyezni, hogy mivel a COPD legfobb rizikofaktoraként szamontartott
dohanyfiist nagy mennyiségben tartalmaz ROS-okat, azaz a dohdnyzas 6nmagaban is fokozza
a léguti oxidativ stresszt, ezért vizsgalatunkban kizéarasi kritériumként szerepelt az aktiv
dohédnyzas. A Corradi és mtsai-altal kozolt vizsgalatban a dohanyzds nem szerepelt kizarasi
kritériumként, ami torzithatta a kapott vizsgéalati eredményeket, kiilondsen a stabil klinikai
allapotu betegek vonatkozéasaban.

Vizsgalatunk masik fontos megfigyelése az volt, hogy COPD exacerbacioban a stabil
allapotban mért értékhez képest a kopet MDA szintje tovabb emelkedik, majd az exacerbacio

kezelése soran a marker szintje szignifikdnsan csokken, mikozben a betegek klinikai allapota
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(légzéstfunkcios értékek, vérgaz paraméterek) javul, valamint a betegek kopetének teljes- és
neutrofilsejtszama is csokken.

Az MDA  koncentracio-csokkenése  Osszefliggést —mutatott a  betegek  1éguti
aramlaskorlatozottsaganak javulasaval (AFEV;): azokban a betegekben, amelyekben jelentds
FEVi-emelkedést észleltiink a kezelés soran (a betegek felsd és kozépso tercilise), az MDA
koncentraci6 szignifikdnsan csokkent. Ezzel szemben, azokban a betegekben, akikben a FEV;
nem vagy csak kismértékben novekedett (a betegek alsé tercilise), az MDA szint
szignifikansan nem valtozott a kezelés soran. Osszességében, eredményeink arra utalnak,
hogy a COPD exacerbacio soran az oxidativ stressz mértéke a légutakban fokozodik, majd a
kezelés hatasara csokken, €s mindezek a valtozdsok a kopet MDA szintjének mérésén
keresztiil j01 monitorozhatoak.

Alcsoport analizisliink eredményei egybevagnak egy masik munkacsoport kozelmultban
publikalt eredményeivel, miszerint szignifikans kapcsolat van a 1égzésfunkcios értékek ¢és a
plazma MDA szintje kozott. Schiinemann és mtsai-nak eredményei szerint ugyanis a
legalacsonyabb szdzalékos FEV; kvartilisbe (Iégzésfunkcido szempontjabol) es6 COPD-s
betegek MDA szintje a plazmaban szignifikdnsan magasabb a felsé kvartilisekbe tartozé
betegekhez képest (227). Megjegyzendd ugyanakkor, hogy e munkaban az MDA mérése a
TBA teszt segitségével tortént, ami kevésbé megbizhato detektalasi modszer, mint az altalunk
hasznalt HPLC technika.

A léguti MDA koncentracio-valtozas EBC-bdl valo detektalasara ez idaig nagyon kevés
irodalmi adat all rendelkezésiinkre (226). Vizsgalatunkban a kopettel ellentétben az EBC nem
bizonyult megfeleld 1égti mintdnak az oxidativ stressz-hatasok kimutatasara. Az EBC MDA
koncentracidja alapjan ugyanis az egészségesek és a COPD-s betegek nem voltak
elkiilonithetéek egymastodl, és az EBC MDA koncentracidja az exacerbacids betegekben sem
mutatott valtozast a stabil COPD-sekhez képest. Bar egy kozelmultban megjelent kozlemény
szerint az obstruktiv tlidobetegségekben az oxidativ stressz markerek - koztik az MDA -
emelkedett szintje mérheté az EBC-ben (228), eredményeink alapjan ugy tlinik, hogy az
EBC-bdl torténd MDA meghatarozas nem alkalmas az oxidativ stressz monitorozasara
COPD-ben. Ennek hatterében az EBC-vel kapcsolatos ismert metodikai problémak allhatnak.
Az EBC-ben val6 mediatorok mérését ugyanis nagymértékben befolyasolja a kilégzési
aramlasi sebesség, a léguti atmérd, valamint a mintagyiijté késziilékek hatékonysaga, anyaga
¢s a mintavételi id6 (229). Ezen tulmenden, az EBC-bdl torténd MDA-mérés validitasat

megkérddjelezi az altalunk kimutatott jelentds napi variabilitdis és a gyenge
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reprodukalhatosagi mutatok. Ugy tiinik, hogy mas biomarkerek tekintetében is elég nagy
variabilitas mutatkozik az EBC-ben valo meghatarozas soran (135).

Fontos ugyanakkor kihangstlyozni, hogy az altalunk alkalmazott HPLC-vel torténd
méréstechnika megbizhaté modszer az MDA meghatarozasara, hiszen mind az intra-, mind az
inter-assay reprodukalhatosagi mutatok az EBC-ben és a kopetben hasonloak és igen
kedvezdek voltak. A moddszer szenzitivitasat igazolja, hogy az MDA még a kozismerten hig
EBC-ben is detektalhatd volt. Megjegyzendé tovabba, hogy a HPLC-meghatarozas
reprodukalhatésagi mutatdéi jobbak voltak az irodalomban ismert EIA-mérések hasonlo
mutatoinal, ami szintén a HPLC-n alapulé méréstechnika megbizhatdsagat tamasztja ala.

A kopetindukcionak szdmos elénye van a spontdn modon torténd kdpetgyiijtéssel szemben,
viszont egyes ajanlasok szerint a beavatkozas a bronchospasmust general6 hatas miatt csak az
enyhe ¢és a kozépsulyos (GOLD 1. és II. stadium) COPD-s betegekben végezhetd megfeleld
biztonsaggal (230). Mivel a vizsgélatunkba bevont betegek tobb mint 60%-a GOLD III és IV-
es stddiumu volt, illetve a betegek sulyos, hospitalizaciot igénylé akut exacerbacioban
szenvedtek, ezért az indukcid helyett ezeknél a betegeknél spontdn kopetet gyiijtottink. Az
elokisérletek adatai alapjan azonban az indukci6 6nmagédban nem befolyasolja a kopet MDA
mérési adatai kdzvetleniil 6sszehasonlithatok (104).

Vizsgalatunkban az MDA koncentracioja €s a betegek 1€gzésfunkcios értékei kozott kozvetlen
korrelaciot nem taldltunk. Az irodalmi adatok e tekintetben ellentmondésosak. Egyes kutatok
kimutattak ilyen korrelacidkat (226), mig masok nem tudtak munkajuk soran osszefiiggéseket
igazolni az MDA szint és a légzésfunkcid szdmszer(i értékei kozott. Eredményeink arra
utalnak, hogy az oxidativ stressz mértéke fiiggetlen a 1éguti aramlaskorlatozottsag mértekétol.
Osszefoglalva, mind a kopetben, mind az EBC-ben az MDA koncentracioja HPLC
modszer segitségével pontosan mérheté. Ugyanakkor, szemben az EBC-vel, a kopetbol
tortén6 MDA meghatarozas esetén a mérések napok-kozotti variabilitasa kisebb, ami a
mérések jobb reprodukalhatésagara utal. Eredményeink alapjan a kopet MDA mérésén
keresztiil az oxidativ stressz mértéke jol nyomon kiovetheté a COPD-s betegekben a
betegség korlefolyasanak kiilonboz6 fazisaiban (stabil allapot és exacerbacid). A jovoben
az MDA mint léguti biomarker mérésének vizsgalata és elemzése javasolt mas

obstruktiv tiidobetegségekben is.
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7. KOVETKEZTETESEK

Az értekezésben részletezett vizsgalatokbol az alabbi kovetkeztetések vonhatok le:

1. Eikozanoidok és oxidativ stressz markerek széles korben kimutathatok a kopetben és a
BAL-ban, mig az EBC-ben csak a cisz-LT-ek, illetve a 8-izoprosztan detektalhatd
biztonsagosan. Az eikozanoidok szintje a PGE; kivételével a kopetben a legmagasabb,
mig az EBC-ben a legalacsonyabb.

2. Stabil COPD-s betegekben a kopet neutrofilsejtszama pozitiv korrelaciét mutat a kopet
Cisz-LT, LTBy és 8-izoprosztan szintjével. Ezzel ellentétben, a BAL sejtprofilja és az
eikozanoidok szintje korrelaciot nem mutat.

3. COPD exacerbacioban a kopetben emelkedett PGE,, 8-izoprosztan és LTB,4 szint
mérhetd. Korhazi kezelés hatasara a PGE; szint szignifikdnsan csokken, ami felveti a
PGE;-nek léguti biomarkerként vald alkalmazasat a jovoben. A masik két lipid
mediator szintje ugyanakkor nem valtozik a kezelés hatasara a korhazbol valo tavozas
idépontjaig.

4. A cisz-LT-ek koncentracidja a kdpetben nem valtozik COPD exacerbacioban, igy az
eikozanoidok ezen csoportja feltehetéen nem jatszik meghatarozé szerepet az
exacerbacioval 6sszefliggd gyulladésos folyamatokban.

5. Stabil COPD-s betegekben szignifikansan magasabb a kdpet MDA koncentracioja,
mint egészséges kontroll személyekben, igazolva ezzel a COPD-ben fennall6 fokozott
oxidativ stresszt.

6. COPD exacerbacioban a kopet MDA koncentracioja szignifikansan emelkedik a stabil
allapothoz képest, majd a betegek korhdzi kezelés utan a marker szintje csokken.
Eredményeink alapjan a kopet MDA mérésén keresztiil az oxidativ stressz mértéke jol
nyomon kovetheté (monitorozhatd) a COPD-s betegekben.

7. EBC-ben nem mutathaté ki MDA koncentracid-kiilonbség az egészségesek és a stabil,
valamint az akut exacerbacioban 1évé COPD-s betegek kozott, melynek hatterében

valosziniileg a markernek az EBC-ben észlelt nagyfoku napi variabilitasa all.
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8. OSSZEFOGLALAS

Az egylittesen eikozanoidoknak nevezett leukotriének ¢és prosztaglandinok kozismert
gyulladasos mediatorok, melyek szerepet jatszanak a gyulladasos sejtek toborzasaban, a
vaszkularis ¢és a bronchialis tonus szabalyozasaban, valamint az oxidativ stressz
kialakulasdban. A lipid mediatoroknak a kronikus obstruktiv tiidébetegségben (COPD)
(PGE,), 8-izoprosztan, ciszteinil-leukotriének (cisz-LT), leukotrién B4 (LTB,), valamint a
malondialdehid (MDA) szintjét vizsgaltuk COPD-s betegek 1éguti mintaiban.
Vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a cisz-LT-ek, LTBy, és a 8-izoprosztan jol detektalhatdak
a kopetben és a bronchoalveolaris lavage (BAL)-ban, mig a kilégzett levegd
kondenzatumaban (EBC) csak a cisz-LT-ek, illetve a 8-izoprosztan mérhet6 biztonsagosan.
Kimutattuk, hogy a kdpet neutrofilsejtszdma ¢€s a legtobb eikozanoid szintje kdzott korrelacio
van, mig a BAL sejtprofilja és a lipid mediatorok szintje kozott kapcsolat nincs.

Kovetéses vizsgalataink sordn kimutattuk, hogy a stabil COPD-s betegek kopetében alacsony
szinten kimutathaté PGE, koncentracidja exacerbacio esetén jelentdsen megemelkedik, majd
az exacerbacio kezelését kovetden csokken. A kopet LTB, és 8-izoprosztan koncentracioja
COPD exacerbacioban szintén megemelkedik, de szintjiik a korhazi kezelés utan tovabbra is
emelkedett marad. A cisz-LT-ek koncentracioja ugyanakkor nem valtozik az exacerbacid
soran, ami arra utal, hogy a cisz-LT-ek nem jatszanak meghatarozé szerepet az
exacerbacioval 0sszefliggd gyulladésos folyamatokban és 1égzésfunkcids romlasban.

Tovabbi vizsgalatainkban kimutattuk, hogy a kopet MDA koncentracidja stabil allapota
COPD-s betegekben szignifikansan magasabb, mint az egészségesekben, illetve, hogy akut
exacerbacio soran a kopet MDA szintje tovabb emelkedik, majd korhazi kezelést kovetden
szignifikansan csokken. Ezzel ellentétben, az EBC MDA szintje nem mutatott kiilonbséget a
vizsgalati csoportok kozott, amelynek hatterében az MDA-nak az EBC-ben észlelt nagyfok
napi variabilitasa allhat.

Az arachidonsav-szarmazékok tehat a léguti mintak koziil legnagyobb menyiségben a
kopetbdl mutathatok ki. A vizsgalt eikozanoidok koziil a PGE; tolthet be biomarker szerepet a
COPD exacerbacioval 0Osszefliggd légiti gyulladds monitorozédsdban, bar ennek
megerdsitésére tovabbi vizsgalatokra van még sziikség. A MDA-r6l megallapitottuk, hogy a
kopetbdl megfeleld pontossadggal és jo reprodukalhatosaggal mutathatod ki, illetve, hogy az
MDA a kopetben mérve szintén biomarker szerepet tolthet be a COPD-val Osszefliggd

oxidativ folyamatok monitorozasaban.
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9. SUMMARY

The role of lipid mediators in the pathophysiology of COPD is less understood. In our studies
concentrations of prostaglandin E, (PGE,), 8-isoprostane, cysteinyl-leukotrienes (cys-LTs),
leukotriene B4 (LTB4) and malondialdehyde (MDA) were investigated in the airways of
patients with COPD.

We demonstrated that cys-LTs, LTB4 and 8-isoprostane can be easily measured in sputum and
bronchoalveolar lavage (BAL), while in exhaled breath condensate (EBC) only cys-LTs and
8-isoprostane can be detected reliably. We found correlations between the number of
neutrophils and the levels of most eicosanoids in sputum, while lipid mediator levels in the
BAL did not correlate with inflammatory cell profiles.

In our longitudinal studies we found that sputum PGE,, 8-isoprostane and LTB, levels were
increased in COPD patients with exacerbation compared to stable subjects. However, after
treatment only PGE, was decreased significantly, the levels of other eicosanoids remained
elevated by the time of discharge from hospital care. Sputum cys-LT levels were similar in
stable patients and in those with exacerbations indicating that cys-LT may not be involved in
the exacerbation-associated inflammatory processes and functional decline.

In further longitudinal studies we demonstrated that levels of MDA were elevated in the
sputum of stable COPD patients compared with healthy controls. MDA concentrations were
further increased in patients with acute exacerbations, and decreased after treatment by the
time of hospital discharge. In contrast to sputum, EBC MDA levels were comparable between
controls as well as stable and exacerbated patients with COPD, probably because of the high
between-day variability of MDA measurement in EBC.

In summary, arachidonic acid derived metabolites can usually be detected in highest
concentration in sputum among different types of respiratory samples. Besides investigated
eicosanoids, PGE; in sputum appears to be a useful marker for monitoring exacerbation-
associated inflammation within the airway of patients with COPD, although further studies
are needed to investigate this issue. MDA can be measured in sputum precisely and with good
reproducibility. Our results suggest that MDA could also be a useful sputum marker for
monitoring exacerbation-associated oxidative processes in patients with COPD.

Leukotrienes and prostaglandins, collectively known as eicosanoids, are important
inflammatory mediators in allergic rhinitis and asthma. Several lines of evidence indicate that
these mediators are involved in the recruitment of inflammatory cells in the airways, the

regulation of the vascular and bronchial tone and the development of oxidative stress.
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