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BEVEZETES ES IRODALMI ROVID ATTEKINTES

A kronikus obstruktiv 1éguti betegség (COPD) egy megelézhetd és kezelhetd
korallapot, amelyet perzisztalo légati obstrukcid jellemez, amely nem teljesen
reverzibilis. A folyamat altaldaban progressziv és a légutak fokozott gyulladasos
reakcidjaval magyarazhatd, amelyet karos részecskék, gazok, fiist belégzése okoz.
A betegség magaban foglalja a krénikus bronchitist, subepitelialis fibrdzissal, a
kislégutak obstrukcidjaval és az emfizémat, amely a tiid6parenchyma destrukcioja
kodvetkeztében jon létre, nagy légterek alakulnak ki, és a tid6 elvesziti
rugalmassagat.

A COPD az egyik vezetd ok a mortalitasi €s morbiditasi statisztikakban vilagszerte.
A WHO eldrejelzése alapjan a megelozhetd betegségek soraban 2020-ra a 12.
helyrél az 5. helyre fog elére ugrani és a 3. leggyakoribb halélok lesz a vilagon.
Mind genetikai, mind kornyezeti tényezOk felelések a betegség elterjedésében
észlelt foldrajzi eltérésekért; amelyek kdzott, szamunkra az a legfontosabb, az hogy
a 35-74 éves magyar férfiak kérében volt a vildgon a legmagasabb a COPD miatti
halalozas; egy 2000-ben kdzzétett WHO felmérés soran.

A COPD diagnoézisa a jellegzetes klinikai tiinetek, és a spirometridval mérhet6
Iégzésfunkcio romlésa alapjan mondhat6 ki. Az egyszerii diagnosztika ellenére a
legtobb COPD-s beteget altalaban a betegség késdi fazisban diagnosztizaljuk,
amikor a COPD mar el6rehaladott allapotban van.

A legfobb rizikotényez6 a COPD kialakulasaban a cigarettazas. Jelen tudasunk
szerint a cigarettdzds abbahagyasa az egyetlen mod, arra, hogy csokkentsik a
[égzésfunkcid romlésat. A dohanyosok 15-20%-ban fejlédik ki COPD, és a COPD-
ben szenveddk 85-90%-a dohdnyzik. Ebb6l kovetkezik, hogy a dohanyzasi
szokasok mellett mas, valdsziniileg genetikai tényezOk jatszanak meghatarozo
szerepet a betegség kialakulasaban.

A Dbiomarkerek felfedezése lehet6séget teremthet olyan diagnosztikum
kifejlesztésére; amely a tunetmentes dohanyos, COPD-sek sziirésére alkalmas. A
sziiréssel kiemelt korai stadiumi COPD-sek kezelése javithatja hosszUtdvon a
morbiditasi és a COPD-vel kapcsolatos mortalitdsi statisztikakat. A dohanyzasrél
torténd leszokas, emellett egyéb etioldgiai tényezOk megeldzése egy lehetséges
megkdzelitési médja a mortalitasi és morbiditasi statisztikak javitasanak. A
dohanyos populacio szlirése, a COPD korai tiineteinek felismerése egyelére tobb
sikerrel kecsegtet a COPD kezelésében, mint a jelenleg rendelkezéstinkre allo
gyogyszeres kezelési stratégiak, kilondsen.
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Jelenleg nem ismertink olyan gyégyszert, amely képes lenne csokkenteni a COPD-
ben szenvedé betegek hossza tava 1égzésfunkcio romlasat és biztositani a beteg
gyogyuldsat! Az alkalmazott gydgyszerek a betegség progressziv jellegét nem
befolyasoljak, és ennek megfelelden a vizsgalatok azt igazoltak, hogy az
alkalmazott gydgyszerek nem vagy alig befolyasoljdk a betegek hosszi tavi
talélését. Nem rendelkeziink olyan hatékony gyogyszerrel, amely oki kezelést
jelentene akér a krdnikus bronchitis, akar az emfizéma korfolyamataban és a
betegek folyamatos allapotromlasat megakadéalyozna vagy a varhaté életkilatasait,
novelné. A COPD lassan progredialo betegség emiatt a klinikai
gyégyszervizsgélatok hosszlak, az Uj gydgyszerek hatékonysadgdnak mérése
nagyon sok id6t vesz igénybe és nagyon draga.

A BIOMARKEREK FELFEDEZESENEK JELENTOSEGE COPD-BEN

A bioldgiai, biokémia markerek olyan anyagok, amelyek kiilonb6z6 biologiai
mintdkban (szOvet, vér, nyal, kopet, liquor stb) megtalalhatok, hatarozottan
magasabb vagy alacsonyabb koncentraciéban vannak jelen valamilyen betegség
fennallasa esetén. Ezeknek, az anyagoknak a jelenléte vagy hianya egyértelmiien a
betegség fenndllaséara utal, vagy kizarja azt. Az azonositott biomarkerek klinikailag
elég specifikusak és szenzitivek ahhoz, hogy az egészséges és a tiinetmentes beteg
kozott kilonbséget tegyenek. A biomarkerek lehetdséget teremtenek a specifikus
molekuldris valtozasok patofizioldgiai eltérések detektalasara, példaul valamelyik
fehérjének a csokkent vagy emelkedett szintje a vérben jellemz6 lehet valamilyen
betegségre. A COPD biomarkereinek kvalifikalasa és validalasa Uj diagnosztikus
lehetdséget teremthet a COPD korai felismerésében és segitheti a gyogyszerek
felfedezését és uj terapias lehetségek megteremtését.

A COPD igazolasdnak egyértelmii klinikai diagnosztikus markere a FEV;
csokkenés igazoldsa. A COPD-vel kapcsolatban szdmos kiilonb6z6 biomarkert
irtak mar le, amely valamilyen moédon kapcsolatban volt a tiidében zajld
gyulladasos folyamatokkal és a betegség patofiziologiai jellemzbivel. A tiidével
kapcsolatba hozhaté G biomarkereket bronchidlis biopsziak, bronhcoalveolaris
lavage (BAL), indukalt kopetvizsgalat és kilégzett levegonek a vizsgalataval
probaltak taldlni. Csaknem valamennyi el6bb emlitett biomarkert hipotézis ltal
vezérelt kutatasok soran talaltak. A 600 publikalt vizsgalat meta-analizise soran azt
talaltdk, hogy az irodalomban ismert 600 COPD biomarker kozill egyetlen egy sem
volt alkalmas, arra, hogy a mindennapi Kklinikai gyakorlatban elterjedjen. Ennek az
volt az egyik oka, az hogy nem volt eléggé specifikus egyik sem magara a COPD-
re. Ezért valtozatlanul a kutatds kozéppontjaban talalhaté a COPD biomarkerek
felfedezése. Fontos, hogy az azonositott biomarkerek alkalmasak legyenek a
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klinikai gyogyszervizsgalatokban a terdpia hatékonysaganak lemérésére, és akar
mar a betegség korai stddiumaban is diagnézist biztositsanak. A COPD
biomarkerek értékelésénél fontos, hogy a COPD-ben szenvedé dohanyost
megkiilonboztessék a COPD-ben nem szenvedé dohanyostol, és hosszu tdvon a
nem dohanyzétol. Ezeket a vizsgalatokat nagyon ritkan viszik kovetkezetesen végig,
igy a kapott eredmények értékelése is nehéz. Mostanaig a biomarkerek felfedezése
gatolt volt, megfeleléen, hatékony validalasi folyamatok nélkiil. A biomarkerek
validalasanak szlik keresztmetszete, az hogy a validalasi folyamat altalaban nem jol
tervezett, nehezen reprodukalhat6 és nem elég szenzitiv. A kivant érzékenységet a
specificitast a biomarker validalas sordn mérik, a kdvetelmény az, hogy tobb szaz
betegen legaldbb két fiiggetlen vizsgalat eredményes legyen.

PROTEIN BIOMARKER FELFEDEZESI TECHNIKAK

A vérplazma mindennapos gyakorlatban hasznalt és legjobban hozzaférhetd
vizsgélati specimen. A legfontosabb és legkonnyebben hozzaférhetd biomarkerek
fehérje alapdak. Mi azt feltételeztiik, hogy a COPD egy komplex megbetegedés,
amely befolyésolja a humén plazméban talalhatd proteomot, ezért valdszintileg
hasznalhaté biomarkereket is talalunk benne.

A hipotézis nélkili biomarker felfedezésnek globalisnak kell lenni, és potencialisan
fel kell, hogy 0Olelje a maximalisan elérhet6 human plazma proteomot. Egy idében a
biomarker jeldltnek konnyen vizsgalhatoknak kell lenni klinikai assaykben. Az
alkalmazott antitest alapt biomarker felfedezési technologiak a plazma proteom
mérését célozzak COPD-ben.

A legutobbi idékig a ,,standard” biomarker kutatas a kétdimenzios gélektroforézist
hasznélta. A fehérje ,foltok” melyek valtoz6 intenzitdst mutattak, az els6ként
megvizsgalt két betegcsoport kozott, tdmegspektrometrids ,,ujjlenyomat”
analizissel lettek azonositva. A mddszer nem elég érzékeny és nagyiizemi mdédban
Kivitelezhetetlen. Igéretes technoldgiaként indult a Ciphergen Inc. cég altal
bevezetett ,,fehérje chip” mddszer. A kezdeti sikerek ellenére a mérések nem
bizonyultak megfeleléen reprodukalhatonak és a biomarkerként identifikalt
»fehérje cslcsok”-at sem lehetett mindig pontosan egy-egy gén termékekeént
azonositani. A késé kilencvenes években a folyadék kromatografiahoz kapcsolt
tomegspektrometrias (LC-MS) mérési eljarasok terjedtek el. Ezekkel, sokkal tdbb
fehérjét lehetett azonositani, mint a kétdimenzids tdmegspektrometrias méréssel.
Kezdetben a legtdbb kutat6 protein kataldgusokat készitett egy-egy szévetr6l, amig
nyilvanvalova nem valt, hogy a modszer globalitasa nem kielégité és igy az adatok
csak korlatozottan hasznosithatoak.



Egy masik megkdzelitési mod, az antitesttermelés, a potencialis biomarkerek ellen
és ELISA assayk kifejlesztése. Természetesen ez a moddszer idGigényes és
egyéltalan nem biztos, hogy képes a mddszer megfelelé monoklonalis antitesteket
generélni a potencidlis biomarkerek ellen. Mindezek ellenére az ELISA assayk
mind a Kklinikai gyakorlatban, mind a kutatasokban kényelmes, megbizhatd
eszkozok, erés kapcsolatuk van az immuno-assay megkdzelitéssel a validacios
vizsgalatok soran.

Tekintettel arra, hogy a fehérjéknek tobb mint 50%-a glikozilalt formaban van jelen
a plazméban, ezért a fehérje biomarker felfedezési technikénkat Ggy terveztik,
hogy ezen a glikozilalt fehérjék ellen készitsiink monoklonalis antitest kdnyvtarat.
Ezért olyan teszteket prébaltunk alkalmazni, amelyek konnyen konvertalhatok a
mindennapi  klinikai gyakorlatta, és az ellenanyag konyvtarakon alapuld
eljarasoktdl sok U diagnosztikum véarhato.

LIPID MEDIATOROK

dohanyflist hatasara kialakuld folyamatokkal indul és a végén a tiid8szovet
destrukcidja all. Az irodalom a lipid mediatorok tekintetében igen kiterjedt és nem
egyértelmii. A foszfolipazok metabolitjaibol kialakult lipid mediatorok fontos
szerepet jatszanak a COPD patogenezisében. Tobbek kozétt lipid ligandok,
arachidonsav metabolitok (prostaglandinok, protacyclinek, thromboxanok,
leukotriének és az eicosateraen sav), lysophospolipidek, zsirsavak és
endocannabionidok ligandjaként szerepelnek. Az arachidonsav metabolitok,
specialis szerepet jatszanak a COPD-ben gyulladasos folyamatokban. Az ismert
gyogyszer targetek kb. 50%-a a GPCRS (G protein-coupled receptor) ligandjai
kozé tartozik, igy Iényegesen nagyobb az esély gyogyszer target talalasara, ha
ebben a csoportbhan végezziik vizsgalatainkat.

In vitro és in vivo vizsgélatok igazoltdk az 5-0x0-ETE szerepét az asztmas
gyulladasos folyamathan, dgy latszik, hogy stimuldlja az eozinofil sejteket az
asztma patomechanizmusa soran. A COPD és az klinikai megjelenése hasonl6 és az
etiolégiai tényez6ik is részben atfedik egymast; ezért talaltuk fontosnak azt, hogy a
lipid receptor csalad metabolitjai koézott keressiink biomarkereket. Ebbdl a
csoporthdl a PgE,, (prosztaglandin E,) PgD, (prosztaglandin D,) és az 5 és a 15-
ox0-ETE (eicozanoid 5-oxo-6E, 8Z, 11Z, 14Z-eicosatetraén sav) kildnlegesen
érdekes mediator. A fenn emlitett metabolit csalad kitiintetett elemeit egyenként
vizsgaltuk.



A COPD KUTATAS KEZDETEI A DEBRECENI EGYETEMEN

A kisérleteket klinikai munkacsoportom és a Pfizer Fresnes Laboratory COPD
munkacsoportja kozotti kollaboréci6 inditotta el. A vezetésem alatt allo klinikai
tudomanyos csoport kollaborativ tudoméanyos grant-et kapott (1.) a Pfizer
gyégyszergyar Genomikai és Bioinformatikai munkacsoportjatol, amelyet Dr.
Takacs Laszl6 vezetett. A kutatdsnak az volt a célja, hogy proteomikai,
metabolomikai és genomikai modszerekkel biomarkereket és COPD gyogyszer
targeteket talaljunk.

1. E. Csanky M.D, L. Nagy MD.Ph.D., P. Gergely Ph.D. DSc.: Identification of
disease relevant target and biomarker candidate genes by comprehensive
interrogation of the genome and proteome in COPD.

Az eredmények biztatéak voltak, — igy ezeknek az eredményeknek az alapjan a
Pfizernek az el6bbi munkacsoportjaval indult el 2003-ban a masodik munkank (2.
grant), amely a COPD monoklonalis antitest alapli biomarker kutatasat tiizte ki
célul. A vizsgalat alapvetd célja az volt, hogy a plazma proteinek koziilt COPD-re
jellegzetes fehérjéket azonositsunk, és alkalmassa tegylink antitest alapu assayk
kifejlesztésére.

2.: E. Csanky M.D, L. Nagy MD. Ph.D., P. B. Scholtz PhD, Gergely Ph. D.DSc.:
Discovery and validation of biomarkers and drug targets for COPD: a clinical
genomics, proteomics and genetics collaboration with the University of Debrecen-
2003. — A9001156 — Pfizer grant.

A BioSystems International 2005-ben egy 6sszehasonlité vizsgalatot inditott (3.)
azzal a hossz( tavu céllal, hogy potencialisan klinikailag alkalmazhat6é markerek és
0j lipid vagy kemokin mediatorokat azonositsunk a GPCRS receptor ligandjai
kozll, amelyek potencialisan szerepet jatszanak a COPD patomechanizmusaban. A
legbiztonsigosabb kutatasi irdny az volt, hogy a COPD-s betegeknél talalt
adatainkat doh&nyos, de nem COPD-s egyének adataival hasonlitsuk éssze.

3.: Dr. Csanky Eszter: BSI Comprehensive Pilot and Biomarker Early-Validation
(50-50) studies for COPD GPCR target and biomarker discovery.




CELKITUZESEK

Munkém hosszabb tavu célja az, hogy hipotézis nélkili és hipotézis altal vezérelt
biomarker kutatassal elosegitsem egy 11j laboratdriumi diagnosztikaban hasznalhato
panel felfedezését, kvalifikaciojat és validacidjat.

.. COPD-ben szenved6 dohanyos betegek és COPD-ben nem szenvedd
dohényosok szérumprotein konyvtaranak az 6sszehasonlitdsa €s potencialis
biomarkerek azonositasa. Az 1j paneltdl azt varom, hogy segitsen a COPD korai
felismerésében, ezzel segitsen a hatékonyabb kezelésben.

Specifikus kérdéseim ezzel kapcsolatban:

1. Tartalmaz-e a plazma proteome j COPD specifikus biomarkereket?

2. Talélunk-e a plazmaban olyan biomarkereket amelyek, megkilonboztetik
az ,,egészséges” dohanyos és a dohanyos COPD-s beteget — potenciélisan
alkalmas a veszélyeztetett dohanyosok kisziirésére

3. Alkalmazhat6-e a monoklonalis ellenanyag alapi proteomika az Uj
markerek felfedezésére és kvalifikaciojara

Il.: Munkam tovabbi célja, hogy a relative elhanyagolt metabolom biomarker
vizsgélatot is bevezessem a COPD kutatdsban. Els6 1épésben azt vizsgaltuk, hogy a
patologias folyamathoz kozeli helyrdl vett bronchoalveolaris lavage folyadékban,
mint a betegség ,direkt lenyomataban” sikerrel alkalmazhato-e a célzott lipid
biomarker kutatés.
Specifikus kérdéseim ezzel kapcsolatban:
1. Célzott (hipotézis vezérelt) metabolom vizsgélattal taldlunk e lipid
mediatorokat, a BAL folyadékban melyek specifikusak COPD-re.
2. Korreldlnak-e a BAL-ban taldlhaté lipid biomarkerek a COPD-re
specifikus légzésfunkcids paraméterekkel?
3. Alkalmazhaté-e a hypotézis vezérelt metabolom kutatds 0j markerek
felfedezésére és kvalifikécidjara COPD-ben?

I11.: Eredményeink generalnak-e specifikus Uj hipotéziseket?

A jelen értekezéshen munkacsoportunk proteomikai és a lipid metabolom
vizsgalataval kapcsolatos kezdeti eredmeényeinket foglalja dssze.



BETEGEK, MODSZEREK
BETEGEK BEVALASZTASANAK ALTALANOS ELVEI:

A betegek bevalasztdsa: a vizsgalatba a debreceni Egyetem, Orvos és
Egészségtudomanyi Centrum (DE OEC) Tiddgyogyaszati klinikajan tortént. A
klinikai protokoll megfelelt az Eurdpai Uni6 szabalyozasainak és a DE OEC etikai
bizottsaga jovahagyta a 2003-as Pfizer vizsgalati protokollt (A9001156, etikai
engedély szam 2058-2003 DE OEC), 2003. junius 16-an, és a BioSystems
vizsgélati protokollt (2422-2005 DE OEC) 2005. november 29-an. Vizsgalatunkba
45 évesnél iddsebb a vizsgalat idején is dohanyos férfiakat valasztottunk be, akik
tobb mint 5 csomagév dohényzasi anamnézissel birtak. A betegek részletes orvosi
vizsgalaton estek at. Részletes Iégzésfunkcios vizsgalat, testplethysmogréfia tortént
és ennek alapjan soroltuk be a betegeket a COPD stadiumaiba.

Léqgzés funkcids vizsgalatok és reverzibilitdsi teszt: Testplethysmografias vizsgalat
soran, a statikus, és dinamikus légzésfunkcids volumeneket hataroztuk meg és 5%
hibahataron beliil levé legalabb kétszer megismételt vizsgalat eredményét fogadtuk
el, az ERS (European Respiratory Society), 2005-6s légzésfunkcios protokollja
alapjan végeztiik a vizsgalatot.

A légzésfunkcitds vizsgalat soran, ha a betegnél obstruktiv ventillacios zavart
talaltunk, akkor 400 npg salbutamolt inhalaltattunk vele és 15 perc mulva
megismételtiik a 1égzésfunkcids vizsgalatot, ha a reverzibilitas <12%, vagy 200 ml
volt, akkor a beteget a légzésfunkcid alapjan is COPD megfelel§ stadiumaiba
soroltuk, és megéllapitottuk, hogy a léguti obstrukcidja irreverzibilis, vagy csak
részlegesen reverzibilis-e.

Vérvétel: A bevont betegektdl és a kontrolloktol 2x7 ml vért vettiink a fels6 végtag
vénaibdl, Klinikai rutin szerint, polypropylene csévekbe plazmanyerésre. A
csoveket azonnal jégre helyeztik és 30 percen belll lecentrifugaltuk, és a
vizsgalatig -80°C-on tartottuk. A betegeket felvilagositottuk a kutatasunk
lényegérél, a 2 csd véradasiba beleegyeztek, a betegtijékoztatdt elolvastak,
megértették és a beteg-beleegyez6 nyilatkozatot, aléirtak.

Bronchoalveolaris lavage (BAL): Azoknal a betegeknél, akiknél Klinikai
szempontok alapjan indikalt volt, a bronchofiberoscopia, azokat vontuk be a
vizsgalatba. A  bronchofiberoscopiat szokdsos mddon viteleztik ki, a
bronchoalveolaris mosast, 6x50 ml fizioldgias konyhaséoldattal végeztiink, az ERS
ajanlasa alapjan. A klinikai, diagnosztikai vizsgalatra nem keriild folyadékot
hasznaltuk a kisérleteinkhez.




MODSZEREK
A BIOMARKEREK FELFEDEZESE ES KVALIFIKALASA

COPD-re specifikus monoklondlis antitest konyvtarat allitottunk elé nascens
(hibridéma fellilisz6 formaban) monoklonélis ellenanyag proteomika elveit és a
megszokott protokollt kdvetve. Ezzel egy 1épésben biomarker jel6lteket fedeztiink
fel és meginditottuk a kvalifikécio folyamatat is.

A mintdk elékészitése az antigén prepardtumhoz: A tracert és az immunogént
azonos modszerrel készitettiik elé. El6szor Agilent MAR6 oszlopot hasznaltunk a
gyarté altal javasolt technika felhasznalasaval, azért hogy a plazmaban talalhat6 hat
leggyakoribb plazma proteint eltavolitsuk. A kovetkezd 1épésben a polyclonalis,
affinités kromatografias oszlop segitségével, a plazmafehérje koncentracid
dinamikus tartoméanyanak tovabbi csokkentését végeztik, igy a COPD-re
specifikus fehérjék dusitasa tortént.

Monoklonalis antitest el6allitas: Immunizalasra és monoklonalis antitest el6allitasra
Harlow protokolljat hasznaltuk, Bristol moédositasaval. Az immunizalt néstény
Balb/c egerek lépsejtjeit polyethylenglikoll segitségével szomatikus hiridizacio
soran fuzionaltattuk az Sp2/Ag0 myeloma sejtekkel a szokvanyos protokollt
kdvetve. A hibriddma felliliszokat standard modszerekkel generaltuk.

A hibriddmak sziirése, a COPD-re specifikus monklondlis IgG eldallitisa és
kvalifikalasa: A nascens hibridoma feluliszokat a ,,capture” ELISA elv alapjan
szlirtiik. A capture assay biomarkereket talalt. Az kisérlet soran inhibitorok nélkiil
végeztilk a tracer preparalast a kevert plazmabdl. A gétlasi assay szintén azonositott
biomarkereket, annak ellenére, hogy a természete ezeknek a biomarkereknek
kiilénbozott azoktdl, amelyeket a capture assayvel detektaltunk: A biomarkerek
szintjét a gatlas szézalékaban fejeztiik ki.

Fehérje identifikdcié LC-MS/MS hasznalatival: A sziirés és a tovabbi kvalifikacio
utdn azokat az ellenanyagokat, melyek biomarker aktivitdst mutattak tovabbi
vizsgalatoknak vetettik ala. Az ellenanyagok altal felismert vérfehérjéket
tomegspetrometrids méréssel azonositottuk, a mérés elve LC-MS/MS volt,
dinamikus kizéarasi mdédban. A BioWorks szoftvert hasznaltuk az adatelemzéshez, a
SEQUEST algoritmust a Swiss-Prot huméan adatbazissal hasonlitottuk 0ssze
(http://www.expasy.org/sprot).
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LIPID METABOLIT ASSAY

A BAL folyadék elékészitése: A BAL mintakat 1:1 aranyban etil-acetattal (EE)
extrahaltuk. Az EE extraktumot vakuummal beszaritottuk (Eppendorf koncentrator
5301, Eppendorf, Germany) 30°C-on. A beszaritott anyagot 100 ul etanolban
feloldottuk, lecentrifugaltuk és a feliiliszot ismételten, és az el6zOvel azonos
maédon beszaritottuk. A beszéritott anyagot 60 ul etanolban, feloldottuk, és 6 pl
izotdp keveréket adtunk hozza (izotép keverék: dg-15-HETE és d4-PgD, ), és ebbdl
10 pl azonnal HPLC-MS analizaltunk.

Lipid HPLC-MS: A HPLC-MS analizist a Waters 2695X HPLC (Waters, Budapest,
Hungary) szepardciés modban alkalmaztuk, mint ezt mar kordbban
munkacsoportunk tagjai kdzolték.

A lipidek azonositasa: Lipid standard térzsoldatokat kereskedelemben vasarolhat6
standard oldatokbol készitettilk, 15-HETE, dX-15-HETE, dX-PgD, és PgD;
(Cayman chemicals Co., Ann Arbor, USA) és az EPA (Larodan Fine chemicals AB
Malmo, Sweden) termékét hasznaltuk, ugy hogy az oldat végsé koncentracidja
1000 ng/ml volt. A torzsoldatokat sotétben -80°C-on taroltuk. Tdbbszoros
kalibraciot hasznaltunk a referencia retinoidok méréséhez  kiilonbozo
koncentrécioju (1, 10, 100, 1000 ng/ml) etanol befecskendezése mellett, 1 pul
injektalva. A mérés érzékenysége 5 ng/ml volt 15-HETE és EPA esetén és 10
ng/ml volt PgD, esetén, a linearis regresszids koefficiens nagyobb volt, mint 0,99.

EREDMENYEK
A PROTEIN BIOMARKER KUTATAS

A betegek Klinikai adatai a protein biomarker generalasi kisérletben: Két, tisztan
klinikailag megkiilonbozethetd betegcsoport plazmajat hasznaltunk a biomarker
vizsgalatainkhoz. Dohanyos férfiak vettek részt a vizsgalatainkban. Harminc beteg
a GOLD COPD |II. stadiumaba tartozott, és masik harminc dohanyos férfi, képezte
a kontroll csoportot, akik dohanyzasi szokasaikat, és életkorukat illetéen egyeztek a
COPD-s populéciéval. A COPD diagnodzisa alapvet6en klinikai alapokon nyugszik,
a diagndzis kimondasanak az alapja a jellegzetes klinikai tlinetek alakulasa, amely
tinetek megléte mellett 1égzésfunkcids vizsgalattal obstruktiv ventilaciés zavar
észlelhetd. A diagndzis kimondéasahoz elengedhetetlen az irreverzibilis vagy csak
részlegesen reverzibilis FEV, csokkenés kimutatasa, ugy hogy emellett FEV,/FVC
érték 70% alatt marad, a bronchodilataciés kezelés utan is. Ezért olyan betegeket
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valasztottunk a vizsgalatunkba, akiknek a betegsége mar jol karakterizalhato, de
varhatoan a kozeljovoben még progredidlni fog, de A&llapotuk még nem
végstadiumui. A betegek és a kontrollok életkora, korabbi dohanyzasi anamnézise,
és testtdmeg indexe jO korrelaciét mutat egymaéssal, alahlzva azt, hogy a ket
csoport klinikai adatai is @sszehasonlithatéak, igy véarhatéan a molekuléris
paramétereik is dsszehasonlithat6ak lesznek.

A COPD-re jellemzé specifikus biomarker jellt monoklonalis ellenanyagok és
fehérjék felfedezése: A 3500 Altalunk generalt hibridéma feliiliszojat sziirtik
ELISA ,capture” inhibitor assayvel. Az elsé 1épése az ELISA sziirésnek azon
alapult, hogy kivélasszuk az 1gG-t termel6 hibridomakat és meghatarozzuk a tracer
kotésiiket. Az elsd szlirés utan 250 biomarkert talaltunk. Mind a 250 biomarkert
kilon-kilon teszteltik gatldsi assayvel. A nascens monoklonalis ellenanyag
konyvtarbol a két plazmakeverék (COPD és kontrol) dsszehasonlitd sziirésével
»capture” elv alapjan hajtottunk végre. Ennek az elvnek a figyelembe vételével
valasztottuk ki azokat a hibridomakat, melyeket a tovabbi lépésekben egyedi
plazma mintdk segitségével tovabb vizsgaltunk. A masodik sziirési 1épésnél
csokkentettiik a biomarker jeloltek szamat az el6z6h6z hasonlé modon, €s tiz
biomarker jel6ltet talaltunk.

A vizsgalatokat tobbszor elvégeztiik az assay szignifikancia szintjét a Mann-
Whitney, ,,non-parametrikus” teszttel hataroztuk meg. Erre azért volt sziikség, mert
elézetes analizis soran kideriilt, hogy a mért eloszlas nem koveti a normal eloszlast.

A fent részletezett vizsgalatunk soran bemutattunk egy monoklondlis antitest alapd
biomarker felfedezési médot, amely (j biomarkereket biztositott és igazolt. Ezzel a
madszerrel, nagy mennyiségli monoklonalis antitest alapi betegség specifikus
biomarkert lehet felfedezni, amelynek mérésére hamar klinikai assayvé alakithato.
A monoklondlis antitest medialta proteomikai megkozelités rovid idén belul (8
hénap) tiz uj olyan monoklonalis antitestet eredményezett, amely egyszeriien
ELISA mddszerrel, statisztikailag szignifikans mddon meg tud kulénbdztetni két
populéciét a dohanyos COPD-ben nem szenvedé és a dohanyos COPD-ben
szenved6 betegcesoportot. A biomarker felfedezésnek ilyen alkalmazéasa klinikailag
is igazolhaté. Szemben a témegspektrometrian alapuld vagy szisztémas bioldgiai
stratégiaval, a mi maédszeriinkkel mar a felfedezés soran el6azonositottuk a
biomarkereinket. A vizsgalat kovetkezé 1épése az ellenanyag biomarker jeldltek
altal felismert specifikus antigének identifikacioja és jellemzése. Jelenleg leirt
modszeriink kiemelkedden ¢és tisztan demonstral egy hatékony megkozelitést a
biomarker jeléltek megtalalasara.
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A BAL-BOL MEGHATAROZOTT LIPID METABOLITOK VIZSGALATA

A betegek adatai: A vizsgalt személyeket, COPD-s beteg, és nem COPD-s
dohanyz6 egyén, dohanyzési szokasaik, klinikai és légzésfunkcios jellemzéik
alapjan valasztottuk be a vizsgéalatba; és 6k tisztan két csoportra oszlanak, COPD-
ben szenvedd és COPD-ben nem szenvedd csoportra.

A BAL-ban mérhetd lipid metabolitok: Az elsé elképzelés az volt, hogy
osszefliggést talaljunk a légzésfunkcios eltérések és a lipid metabolitok (PgD2,
LPC, 15-HETE, EPA) BAL-ban mérhetd szintje kozott. Annak ellenére, hogy
valamennyi betegilinknél azonos mennyiségli folyadékkal (300 ml) végeztik a
BAL-t, valtoz6 volt a visszanyert folyadék mennyisége. A visszanyert folyadék
mennyiség nem mutatott szignifikdns &sszefliggést BAL-ban mérhetd lipid

folyadék mennyisége a TLC-vel mutatott szignifikans 0Osszefliggést, ami
valésziniileg a betegeknek az emfizémajaval magyarazhato. Osszefiiggést taldltunk
a teljes visszanyert lipid mennyiség és a visszanyert BAL folyadék mennyiség
kozott R? teszttel vizsgalva ez az érték EPA esetén -0,77, 15-HETE -0,75 és PgD, -
0,57.

A BAL kompartmentalizicidja: A talalt eredményeink azonnal felvetettek egy
hipotetikus modellt, a BAL folyadék kompartmentalizacidjarol. Ugy tudjuk ezt
osszefoglalni, hogy a bevitt folyadék két részre oszlik, az egyik része
visszanyerhet6, ezt a frakciot latjuk a lavage-bol visszanyerve: Ez frakcié gazdag a
tiidében talalhaté metabolitokban, és egyensuly alakul ki az oldékony metabolitok
BAL folyadékban és a bronchusban taldlhatd6 metabolitok szintje kozétt. Ez a
visszanyerhetd része a BAL folyadéknak a kozepes méreti bronchusokat
reprezentélja. Tekintettel arra, hogy egyensuly alakul ki ebben a frakciban, ennek
az Osszetétele konstans, ezért a teljes visszanyert lipid metabolit mennyiség, és nem
a metabolitok koncentracidéja, mutathat 0Osszefliggést a légzésfunkcids
paraméterekkel. A masik frakcid nem nyerhetd vissza, igy nem interferal a
visszanyerhetd metabolitokkal. A nem visszanyerhetd rész valdszinileg a
bronchoalveolaris teret reprezentdlja. Valdszinli, hogy a folyadék nagyobb
mennyisége ebbdl a térbél gyorsan felszivodik. Ennek a térnek a variabilitisa
egyénenként valtozik és fligg a BAL technika kivitelezését6l és az abszorpcio
sebességétol. Valoszinil, hogy ez a tényezo a legfontosabb.

A BAL lipid tartalma és a légzésfunkcié 6sszefiiggései: A kompertmentalizaciorol
sz616 modelliink alapjan vizsgaltuk a visszanyert BAL folyadék lipid szintjét a fent
emlitett négy lipidre kulon-kulén. A teljes visszanyert PgD, mennyisége
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kiemelked6en negativ korrelaciot mutatott a FEV, a FEV1% és a PEF értékkel és
az R? érték ebben az esetben 0,6 volt. Mésrészt nem volt 6sszefiiggés a PgD, szint
és a TLC kozott.

Vegyik az észlelt 6sszefuggést a TLC és a BAL-ban mérhet6 lipidkoncentraciok
kozott. Normalizaltuk a visszanyert lipid értékeket a légzésfunkcids paraméterekre
és igy értékeltik eredményeinket. Ennek alapjan megéllapithaté 6sszefliggés a
PgD, szint és FEV,% értékei kozott, ami fiiggetlen volt a TLC-t61. Osszefiiggést
talaltunk a PEF érték és az EPA szint kdzott mindazok mellett, hogy valamennyi
légzésfunkcios paraméter egymastdl fliggetlen volt analizisink soran. Nem
talaltunk osszefliggést az LPC és az 15-HETE kozott.

MEGBESZELES

A munkank elsé [épése volt 0j biomarkerek felfedezésének, és reméljiik, hogy 1j
klinikai lehetdséget teremtenek a gyogyszerkiprobalasok, a kezelésre jol reagdlod
betegcsoportok  kivizsgalasaban, a betegségnek mar a korai stadiumaban.
Reményeink szerint eredményeink alkalmasak lehetnek tunetmentes COPD-sek
szlirésére.

Hipotézis altal vezérelt és hipotézistdl mentes kutatdsi mddszert alkalmaztunk
munkank soran. A hipotézis altal vezérelt kutatds a lipid mediatorok valogatott
csoportjanak vizsgalata volt. A hipotézist6l mentes megkozelitést a human plazma
proteom kutatasara hasznaltuk.

PROTEIN BIOMARKER KUTATAS

COPD-re specifikus protein biomarker felfedezhetd és validalhatoé egy 1épésben.
Nyolc hdnap alatt a monoklondlis antitest medialta proteomikai megkdzelitéstink
tiz olyan monoklonalis antitest eldallitasat tette lehetévé, amely képes magas
statisztikai szignifikancidval megkulonboztetni a normal és a COPD-ben szenvedd
beteg populaciot, egyszerit ELISA teszttel. Ez modszer pontosabb, mint a népszerii
tomegspekroszkopia alapjan térténd meghatarozas. Néhany azonositott protein Ggy
tlinik, hogy betegség specifikus és més klinikai vizsgalatban is azonositottak mar
(Pfizer bizalmas adat).

A monoklonalis antitest termelési stratégia a protein természetli biomarkerek
felfedezésére alkalmas, és az ELISA teszt alkalmazdsa azonnali klinikai
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alkalmazast tesz lehetové. Ez az 0j biomarker teszt lehetévé teszi a COPD korai
diagnozisat, a kezelés hatasara bekovetkezd valtozasok detektalasat.

A vizsgélataink alapjdn monoklonaris antitest konyvtarat talaltunk proteomikai
modszerrel. Munkank soran négy antitest biomarkereket mutatunk be az antitest
csoportbdl, amelyeket ezzel a technol6giaval fedeztink fel. Ezt az (j mddszert
alkalmazva, a nagy monoklondlis antitest konyvtar meg tudja kilénboztetni a
COPD-s beteget a dohanyzd, de COPD-ben nem szenvedé kontrolltél. Ennek a
moddszernek a kifejlesztése és azonnal klinikai tesztté torténd alakitasa kikiiszoboli
a hipotézis Aaltal vezérelt, tdmegspektrometrian alapuldé biomarker felfedezési
technikanak a validalasi sziik keresztmetszetét. Az Gj modszeriink kihivas, ugyanis
a biomarker felfedezést és a validalas elsé 1épcséfokat egy lépésben végzi el. A
gétlasi, ,,capture” ELISA assayt els6 alkalommal mi kdzoltik. Azéta alkalmazésra
ker(lt klinikai diagnosztikumok piacan. A BioSystems International és a Randox
altal kifejlesztett diagnosztikumot sikeresen tesztelik a DEOEC teriiletén.

Kifejlesztettink egy mddszert, amely képes a human plazmaban talalhatd
glikoproteinek ellen betegség specifikus monoklonalis antitestet generalni. Szintén
fontos eredménye ennek a vizsgalatnak, hogy jo6 mindségli monoklonalis antitestet
allitottunk elé. Immunologiai alapii assayk nagyszami minta esetén fontos
eszkdzok a biomarker validalési vizsgalatokban. Annak ellenére, hogy a COPD-re
specifikus monoklonalis antitestek jellemzésére az antigén azonositasa a
vizsgalatban relative nagy szamu proteint eredményezett, a kezdeti vizsgalat korai
sikere azt sugallta, hogy ez a moddszer egy hatékony megkdzelités a gyors
monoklondlis antitest generalashoz.

Ez a modszer nagyon hatékony és nagyszamui pozitiv klont eredményezett, amely
alkalmas a COPD-s beteget megkiilénbdztetni a normaltdl. Csabitd, folytatni az
antigének azonositasat a megmaradt 1gG-t szekretalé hybridémaknal. Azonban mas
madszerek is ismertek antigének azonositasara, példaul epitop térképezés talajan
létrehozott peptid konyvtarak, fag technoldgiak, amelyek jobban alkalmasak nagy
hatékonysagu antigén sziirésre és felfedezésre. Ennek az eldzetes kutatdsnak a
kisérletes eredményinek az attekintése azt sugallja, hogy ez a technika igen igéretes,
és nagy mennyiségii COPD-re specifikus nagy affinitasi monoklonalis antitest
generdlasara alkalmas. Ezért a monoklonélis antitest kivalo reagens az
immunoldgiai alapi proteomikai kutatdsokban és biomarker azonositasokban.

A protein biomarker vizsgélatokkal kapcsolatos célkitiizéseink és kérdéseink koziil

mindet megvaldsitottuk:
I/1: A human plazma tartalmaz COPD-re spsecifikus fehérje biomarkereket.
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1/2: A bemutatott kisérleti eredmények alapjan a biomarkereink alkalmasak a
dohanyos de nem COPD-s egyének és a dohanyos COPD-s betegek elkiilonitésére.
A késGbbiekben ezt tovabbi kvalifikacios és validacios vizsgalatokban tervezziik
megvalaszolni. Eredményeink alapjan raciondlis alapon Uj kisérleteket tudunk
tervezni, melyek az eddig felfedezett fehérje biomarkerek klinikai jelentdségét
fogjék tisztazni.

1/3: A fentiek alapjan a monoklonalis ellenanyag proteomikan alapuld
modszeriinket szélesebb korben torténd alkalmazésra is jonak tartjuk, és a fent leirt
mabdszerrel kifejlesztett assay klinikai kiprébalas alatt van.

LIPID BIOMARKER VIZSGALAT

Elséként bizonyitottuk azt, hogy a BAL-ban talalhatd néhany lipid biomarker (EPA,
15-HETE, LPC, PgD,) LC-MS-sel mérheté szintje és TLC (Total Lung Capacity)
kozott egyenes aranyossag van. A BAL-bol visszanyert folyadékban talalhaté PgD,
0sszes mennyisége, linearis, de forditott dsszefliggést mutat a COPD-re specifikus
légzésfunkcios értékekkel (FEV,;, FEV,%) a BAL kompartmentalizicidjara
vonatkoz6 hipotézisiink alkalmazasa utan.

Kiemelendd, hogy munkam dokumentalhatéan az egyik kiindulopontja lett a PgD,
receptor gatlo gyogyszerfejlesztésnek. A BAL kompartmentalizacidjara vonatkozo
hipotézistink szerint a bevitt mosofolyadék egy variabilis része gyorsan felszivédik,
de a kimosott mediatorok nem szivodnak fel. Az itt elsdként kozlésre keriilt
hipotézisiink helyességét nagymértékben tdmogatja a kapott eredmény és annak
irodalmi reprodukcidja. A biomarker vizsgalat eredményei alapjan a munkéankat
tovabb folytatjuk kiillénos tekintettel a PgD, és COPD kapcsolatéra.

Osszefiiggést talaltunk a légzésfunkcios paraméterek és a biologiailag meghatarozo
lipid metabolitok BAL-ban mérhet6 szintje kozott. Annak ellenére, hogy relativ kis
szam( mintat analizaltunk, jo, inverz 6sszefiiggést talaltunk a PgD, és az EPA
BAL-ban tomegspektrometridval mérhetd szintje és szamos 1égzésfunkcios
paraméter kozott, mint példaul a FEVy, FEV,% és a PEF érték kozott, valamint a
FEV,:, FEV% értéke kozott, EPA esetén. Tovabbiakban linearis Osszefliggés
lathatd a FEV;, FEV 1% és a PgD, érték kozott, amely figgetlen a TLC értéktol,
mindez azt sugallja, hogy er6s Osszefliggés van a mért 1égzésfunkcios
paraméterekkel.

Szamos killonboz6 gyulladasos mediatorrdl ismert, hogy szerepet jatszik a COPD
patogenezisében, ezek kdzott ismertek lipid mediatorok, kemokinek és kiilonbozé
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cytokinek is. Sok szempontbdl az asthma és a COPD patomechanizmusa hasonlo,
mig specidlis pontokon a korfolyamat jellegzetes az egyik vagy a masik
megbetegedésre. Ezek a mediatorok részben szerepet jatszanak a gyulladasos sejtek
toborzasaban a tiid6be, masrészrol ezen sejtek aktivalasaban. Ezek kézil a COPD
esetén a makrofagok, a neutrofilek és a CD®T sejtek jatszanak meghataroz6
szerepet a korfolyamatokban, mig az asztma esetén a dominal6é gyulladdsos sejtek
az eozinofil sejtek, hizésejtek és a CD*'T sejtek, amelyek mintegy indikétorai a
széles kori allergias folyamatoknak.

A hipotézis vezérelt biomarker vizsgalatokkal kapcsolatos célkitiizéseink
megoldottuk illetéleg pozitiv eredménnyel tudtuk meg vélaszolni:

11/1.: A human BAL tartalmaz COPD specifikus lipid biomarkereket.

11/2.: A biomarkerek kdziill a PgD, mennyisége — jol korrelal a COPD specifikus
Iégzésfunkcios paraméterekkel

11/3.: Eredményeink a biologiai kvalifikacié kdvetelményeinek megfelelnek
amennyiben eredményiink az ismert Kklinikai és kisérletes adatok alapjan nem
meglepd és alatamasztja azt a feltételezést, hogy a COPD obstruktiv komponense
az asztmahoz hasonld patomechanizmussal fejlédik ki.

I1l.: Varatlan 0j hipotézisink a BAL komparmetalizici6jardl jol illusztralja a
biomarker kutatas jelentdségét.
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A LEGZESFUNKCIOS ELTERESEK SULYOSSAGAVAL KORRELALO
COPD BIOMARKER JELOLTEK FELFEDEZESE
Dr. Csanky Eszter
Témavezetd: Prof. Dr. Takéics Laszld — akadémikus

OSSZEFOGLALAS

Elé6zmények: A kronikus obstruktiv 1éguti betegség (COPD) az egyik vezetd
tényez6 a mortalitdsi €s morbiditasi statisztikdkban vilagszerte. A COPD-t
altaldban elbrehaladott stadiumban diagnosztizaljuk. A COPD biomarkerek
felfedezése segithet a tlinetmentes COPD-sek felfedezésében, és j terapias
célpontokat jel6lhet ki.

A vizsgalat célja: Munkdm hosszabb tavl célja az, hogy hipotézis nélkili és
hipotézis altal vezérelt biomarker kutatassal elésegitsem egy 1j, diagnosztikus
panel felfedezését, kvalifikacidjat és validacidjat. Munkam tovabbi célja, hogy a
relative elhanyagolt metabolom biomarker vizsgalatot is bevezessem a COPD
kutatasban.

Eredmények, megbeszélés:

Szérum — protein — biomarkerek: Vizsgalatunkban meghataroztunk és alkalmasnak
talaltunk egy széleskdri monoklonalis ellenanyag konyvtarakon alapulo
proteomikai mddszert, amely képes betegség specifikus biomarkerek el6allitasara.
Az Uj mddszerrel felfedezett tiz biomarker kozll négyet mutattam be. Az Gj marker
ellenanyagok a vizsgalt klinikai kohorton COPD specifikusnak bizonyultak. Ebb6l
a szemponthdl vizsgalva modszeriink egy Iépéshen megval6sitja a felfedezést az (j
biomarkerek kvalifikaciojanak egy fontos elemét szemben a tdémegspektometriaval
vagy bioldgiai alapl hipotézis vezérelt stratégiakkal. Az itt el8szor leirt ,,gatlasi”
teszt &ltalanosabban alkalmazhaté valtozata a QuantiPlasma biocsip mar
forgalomban van, amelyet a Biosystems International és a Randox cégek kdzdsen
fejlesztettek ki, és a DEOEC-en sikerrel kerilt kiprobalasra.

BAL — lipid — biomarkerek: Mi bizonyitottuk els6ként, hogy a BAL-ban talalhatd
néhéany lipid biomarker (EPA, 15-HETE, LPC, PgD,) LC-MS-sel mérhet§ szintje
és a betegek TLC-je kozodtt egyenes aranyossag van. A BAL-b6l visszanyert
folyadékban talalhaté PgD, ©sszes mennyisége, lineéris de forditott dsszefliggést
mutat a COPD sulyossigaval. Kiemelends, hogy munkam dokumentalhatéan az
egyik kiindulépontja lett a PgD, receptor géatlo gydgyszerfejlesztésnek a
gyégyszeriparban.
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