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1 BEVEZETES, TEMAVALASZTAS

A gyulladas az egyik legOsibb és egyben a leggyakrabban kialakul6 kérfolyamat, amely szamos
betegség patofiziologiai alapjat képezi. A gyulladds nem mads, mint a szervezet valasza
valamilyen kiilsé vagy belsé stimulus altal kivaltott szovetkarosodasra, és célja a
szovetkdrosodas okanak és kovetkezményeinek a megsziintetése. A gyulladdsos reakciok
intracellularisan, illetve az érintett sejteket korbevevd extracellularis térben jatszodnak le és
protektiv hatasukat elsdsorban a proteolitikus kaszkad rendszerek (pl. véralvadas, fibrinolizis,
komplement stb.) aktivalasan keresztiil biztositjak. Annak ellenére, hogy a gyulladasnak és a
szoveti helyreallitd folyamatoknak alapvetden jotékony hatdsuk van, potencialisan szdmos
komplikaciot és kiillonbozd szovodményeket okozhatnak a szervezetben.

A gyulladas id6tartama alapjan lehet akut, illetve kronikus lefolyast: az elébbi tipus
kialakulhat egy Gjonnan jelentkezd provokacio eredményeként, gy, mint egy heveny infekcio
miatt (pl. szepszisben) vagy egy invaziv terdpias beavatkozast (pl. sztentbeiiltetés) kovetden,
mig az idiilt forméja tobbek kozott tartdosan fennalld - kiilondsen nem kezelt - metabolikus
korképekben (pl. obezitas, cukorbetegség), vagy mas anyagcsere betegségekben (pl. cisztas
fibrozis) jelentkezhet. Az inflammatorikus kornyezetben szamos sejttipus, igy az erek, valamint
a szervek tiregrendszerének belsé felszinét boritd kiilonbdzé hamsejtek, tovabba a vér alakos
elemei is jelentdsen érintettek. A korokozok vagy az altaluk expresszalt mediatorok, a tulzott
mennyiségben felszabaduld citokinek és kemokinek, tovabbd a vérdramban emelkedett
koncentracioban tartésan keringd metabolikus termékek akar direkt modon képesek stimulalni
a vérlemezkéket, a vaszkularis endothelsejteket, valamint a léguti epithelsejteket ¢és
sejtaktivacios folyamatokat indukalnak. Mindezen koros hatasok az érintett sejtek és szovetek
diszfunkciojat okozzak. Ugyanakkor tovabbi fehérje, illetve nukleinsav természetii
viselkedhetnek.

Az elmult két évtizedben jelentdés tudomanyos figyelmet kaptak a kiillonbozo
sejttipusokban lejatsz6dd gyulladas indukalta celluldris események. A kutatdsok egyrészt in
vitro koriilmények kozott sejtkultarak és/vagy allatmodellek alkalmazéasaval, masrészt ex vivo
betegmintdk analizise révén torténtek kiilonb6zé pro-inflammatérikus mediatorok és
sejtaktivacio fliggd biomarkerek mérésén keresztiil. Kiemelendd, hogy a sejtaktivacios
folyamatok részletesebb megismerése nemcsak a gyulladassal egyiitt jar6 betegségek
patofiziologiai hatterének tovabbi feltérképezését teheti lehetdvé, hanem az eddig még nem

ismert terapids célpontok, illetve 01j biomarkerek azonositasat is. Ezen vizsgalatok fontossagat
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felismerve orvosi laboratoriumi diagnosztikai szakorvosként - a PhD dolgozatom témajanak
folytatdsaként - tovabb kutattam i) a vérlemezkékben, ii) az endothelsejtekben, és iii) a
bronchialis epithelsejtekben akut vagy kronikus inflammatorikus kdrnyezetben lejatszodo
sejtaktivacios folyamatok jelatviteli mechanizmusat és RNS szintli szabalyozasat in vitro
koriilmények kozott. igy sikeriilt modellezni az akut gyulladassal jaro (bakterialis szepszisben,
illetve koronaria sztentelést kovetden lejatsz6do) cellularis koriilményeket, tovabba a kronikus
inflammacidhoz (magas gliikoz, illetve koleszterinszinttel jardé metabolikus betegséghez,
valamint a cisztas fibr6zishoz) tarsulo sejtdiszfunkcidkat. Ezzel parhuzamosan ex vivo klinikai

betegmintak vizsgalata soran néhany 0j biomarker diagnosztikai alkalmassagat is értékeltiik.
2  ELOZMENYEK, IRODALMI ATTEKINTES

2.1 A vérlemezke aktivacio (pato)fiziologiai jelentosége

A vérlemezkék a csontveldben termelddnek a megakaryocytak felszinérdl leflizodd eldalakok,
un. ,proplatelet-ek” formdajaban, és fragmentalédast kovetden érik el érett, funkciondlis
allapotukat a keringésben [1]. Ugyanakkor a csontveldbdl szarmazo és a tiid6 (extra)vaszkularis
kompartmentjében megtapadé megakaryocytdk szintén hozzajarulhatnak a vérlemezke
biogenezis¢hez [2]. A human érett thrombocytdk sejtmaggal nem rendelkeznek, atlagos
élettartamuk a keringésben 7-10 nap. Atmérdjiik 2-4 pm, a normal vérlemezkeszam 150-400 x
10°/L kozott mérhets. Alapvetd funkciojuk a vaszkularis integritds biztositisa, amely azt
jelenti, hogy érfalsériilés esetén az aktivalodott vérlemezkék megakadalyozzak a thlzott
vérvesztést azaltal, hogy a sériilt érfalhoz kitapadva beinditjak a primer hemosztazist [3, 4]. A
szubendothelialis matrixbol olyan molekuldk valnak szabadda, mint a kollagén vagy a von
Willebrand faktor (vVWF), amik bejutnak a keringésbe, és kiillonboz6 felszini receptorokon
keresztiil aktivaljak a thrombocytékat [3, 4]. Ennek eredményeként elobb thrombocyta adhézio,
majd aggregacid kovetkezik be, illetve a fehérvérsejtekkel is Osszekapcsoldodnak, amit
heterotipikus aggregdtumoknak hivnak. Ezen tilmenden az aktivalt vérlemezkék felszinén a
véralvadasi folyamatok lezajlasa is propagalddik, ami thrombin képzddéshez vezet [3, 4]. A
vaszkularis integritas fenntartadsdhoz - normal sejtszam mellett - a vérlemezkék biztositjak az
endothél-barriert is az un. ,,VE-cadherin kotéseken” keresztiil, amit stabilizaldo faktorok
felszabaditasa révén érnek el [5]. Ezzel szemben, sulyos thrombocytopenia, illetve massziv
gyulladas esetén a tiidoben ezek a kotések karosodnak és felbomlanak, ami jelentds folyadék-,

fehérje- és akar vérkiaramlést okozhat a mikrovaszkulaturabol az alveoléaris térbe [5].
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A hemosztazisban ¢és trombozisban betdltott ,klasszikus” szerepiik mellett a
thrombocytak szdmos immunologiai funkciodja is ismertté valt [6, 7]. Kiillonbdz6 mediatorok és
citokinek termelésével, tovabba a lymphocytakkal, monocytakkal, neutrophil granulocytakkal
¢s a dendritikus sejtekkel valo kozvetlen interakcidjuk révén a vérlemezkék 6sszehangoljak a
gyulladésos folyamatok lezajlasat [6, 7]. A reaktiv thrombocytdk ezen tilmenden - a bakterialis
toxinokkal és kemokinekkel egyiitt - aktivaljak a neutrophileket, ami neutrophil extracellularis
csapdak (NET) képzddéséhez vezet a keringésben, illetve a tiido alveolusaiban [8]. Az aktivalt
vérlemezkék képesek bizonyos baktériumokat (pl. S. aureus, E. coli) a felsziniikkon akar
tobbféle receptoron keresztiil megkotni [9], aminek eredményeképpen az E. coli-eredetii
lipopoliszacharid (LPS) vagy a S. aureus a-toxinja szignal-dependens fehérjeszintézist tud
indukélni a thrombocytdkban [10]. Mi t6bb, a thrombin stimulalt thrombocytak fagocitalni és
igy eliminalni is tudjak a S. aureus baktériumokat [11]. A vérlemezkéknek tehat szdmos
Htradicionalis” és nemrégiben felismert un. ,nem tradicionalis” funkcidja is ismert, mely

feladatokat az 1. abra foglalja 6ssze.

f—) — —— A — W

Erfalsériilés Nem aktivalt "Shape change"

vérlemezke Aktivalt

vérlemezke

/ Agonistaval valo interakcié\ / Hagyomanyos funkciok \ ﬂlem hagyomanyos funkciéh

e Thrombin o Alakvaltozas e Velesziiletett és

e Kollagén ¢ "Inside-out" adaptivimmunoldgiai

e ADP szignalizacio funkciok

o TXA; o Fibrinogén kotés e Egyéb mediatorok

e PAF o Adhézid szintézise (PAF, ROS,

o Korokozo o Szekrécio stb.)

e LPS e Aggregacio o Mikropartikuldk

e Toxin e TXA; szintézis szekrécioja

\ * Egyéb mediétor j \ o Alvadék retrakcio j * Endothelsejttel és
immunsejtekkel valé
interakcio
e Pre-mRNS "slicing",

mMRNS-rél transzlacio,
\ fehérjeszintézis /

1. Abra A reaktiv vérlemezkék jelenleg ismert funkcidinak repertoarja, ami szimos hagyomanyos és nem
hagyominyos feladatokat foglal magaba. Primer hemosztazisban a thrombocytak aktivalodnak a sériilt érfal
teriiletén. A thrombocytak ,tradicionalis” aktivitasai mellett ugyanakkor szdmos egyéb 1j funkcidja is van,

amelyek jelentésen hozzéjarulnak a fiziologids ¢és a koéros hemosztazis lejatszodasahoz. Ennek részletei a
szovegben olvashatok. Forras: Middleton és munkatarsai 2016-os 6sszefoglald kdzleményébdl adaptalva [8]. Az
abra a Biorender.com program alkalmazasaval késziilt.
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Jotékony feladatai mellett a vérlemezkék tulzott mértékii aktivaciojat figyelhetjiik meg
szdmos betegségben, igy a metabolikus koérképekben, pl. 2-es tipusti diabetes mellitusban
(DM2) [12] vagy akut fert6zéssel jaro sulyos szisztémas gyulladdsban [9]. A kéros aktivalodast
kivalthatja kozvetleniil a hiperglikémia és a hiperinzulinémia DM2-ben [13], akar nem-
diabeteses egészséges személyekben is [14], tovabba a Gram-pozitiv (peptidoglikdn) és Gram-
negativ baktérium eredetli strukturalis komponensek (LPS) szepszisben [15], illetve a tartésan
magas koleszterinszint is [16, 17]. A koéros metabolikus eltérések radadasul eldsegitik az
érelmeszesedés kifejlodését is, ami trombo-inflammaciohoz vezethet a thrombocytdk aktiv

kozremiikddésével (2. abra).

L |
neutrophil @ | " monocyta
I MPg :

véraram

neutrophil

a-granalum

Thrombocyta

endothelsejt

2. abra A vérlemezkék kozponti szerepe a trombo-inflammacios folyamatok medialasaban egy
atheroscleroticus 16zi6 helyén. A thrombocytak 4ltal medialt kiillonbozd sejt-sejt interakciok lathatok kinagyitva.
Az aktivalodott vérlemezkék tobbek kozott felszini P-selectint ¢s CD40L receptort expresszalnak az o-
granulumbol, de szamos citokint/kemokint is szekretalnak, amik a T- és B-sejteken, a monocytakon, az
endothelsejteken (EC) és a neutrophilokon megtalalhato kiilonb6z6 receptoroknak a ligandjai. Mindezen cellularis
folyamatok nagyban eldsegitik az érelmeszesedés kialakulasat és az ahhoz tarsul6 trombo-inflammaciot. Forras:
A disszertacio alapjaul szolgalo Nagy és munkatarsai altal 2012-ben megjelent 6sszefoglald kdzleménybdl adaptalt
abra.
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A kiilonbozd korképekben kialakult tulzott vérlemezke aktivacidé napjainkban mar
konnyen detektalhatd tobbféle szenzitiv laboratdriumi biomarker segitségével [18], amelyek
koziil az egyik legmegbizhatobb paraméter az emelkedett sejtfelszini és a plazmaban szolubilis
formaban mérhetd P-selectin (CD62P vagy SELP) receptor [19]. A nyugalmi allapotban
keringd vérlemezkéken csak nagyon kis mennyiségben van jelen ez a receptor, ugyanakkor
stimuldcié hatasara perceken beliil jelentds mértékben megjelenik a sejtfelszinen, és igy részt
vesz kiilonféle sejt-sejt interakciok kialakitdsdban [20]. A P-selectin expresszi6 vizsgalatanak
igy nemcsak diagnosztikai jelentdsége van, de patofizioldgiai szereppel is bir a trombotikus,
gyulladésos és vaszkularis szovédmények kialakuldsdban [4]. Az Eredmények részben a P-
selectin pozitivitas mellett tobb mas thrombocyta biomarker vizsgalatanak alkalmazhatosagarol
is sz0 lesz. Vizsgalataink soran obez, de nem diabeteses, tovabba DM2-ben, illetve bakterialis
szepszisben szenvedd kiilonbdzd betegecsoportok vérmintdiban vizsgaltunk tobbféle
thrombocyta aktivacios markert, valamint koros metabolikus €s sulyos gyulladasos (szeptikus)

in vitro kortiilmények kozott analizaltuk a vérlemezke aktivalodas intracelluléris folyamatait.

2.2 A thrombocyta aktivalodas intracellularis mechanizmusanak fébb lépései

A thrombocytak teljes aktivalodasanak eldsegitésében a kiillonboz6 adhézids receptorok (a6p1,
a2fB1, allbB3 integrinek és glikoprotein (GP) Ib-V-IX komplex) vesznek részt azaltal, hogy
kapcsolddnak a ligandjukkal, nevezetesen a kollagénnel és a vWF-ral az érfalsériilés helyén.
Ezen receptorok altal indukalt jelatviteli folyamatok lejatszodasaban tobb kis G-protein
regulator (SGR), SRC kinazok és szerin/treonin kindzok vesznek részt. A vérlemezke
stimulacié hatdsara felszabadul6 adenozin-difoszfat (ADP) és thromboxéan A, (TXA2) aP2Y12
és P2Y1 receptorokat, valamint a TXA> receptort (TP) aktivaljak. A P2Y12 receptor a G;j
fehérjén keresztiil gatolja az adenilat-ciklaz (AC) enzimet, ugyanakkor aktivalja a
foszfoinozitid-3-kinazt (PI3K). A P2Y1 és a TP receptor medialt szignalutvonal a G4 fehérjén
citoplazmaba és bizonyos protein kinaz C (PKC) izoenzimek aktivacidjat. A TP receptor
aktivalja tovabba a G213 fehérjét, ezzel indukalva a Rho-asszocialt protein kinadzt (ROCK),
aminek a thrombocyta alakvaltozasban (,,shape change”) és kinyulasban (,,spreading”) van
fontos szerepe. A vérlemezke aktivacié amplifikalasaban a GPVI receptor és a C-tipust
lektinszerti receptor 2 (CLEC2) funkcidja jelentds, mivel erds intracelluléris szignalt valtanak
ki tirozin kinaz altal medialt Gtvonalon keresztiil, tobbek kozott a SFK és SYK fehérjék révén,

ami PI3K és PLCy aktivaciot és intracellularis Ca®* felszabadulast eredményez. A képz6d6
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thrombin egy erds vérlemezke agonista, amely a Gq-kotott (protedz-aktivalt receptor) PARI és
PAR4 receptorokat (egerekben a PAR3 és PAR4 receptorokat) aktivalja.

A sejtfelszini integrinek (pl. allbB3) konformacio valtozdson mennek keresztiil szdmos
intracellularis fehérje, igy a PLC, PKC, PI3K és CalDAG-GEFI 6sszehangolt miikodése révén,
¢s ennek koszonhetéen megnd ezeknek a receptoroknak az affinitdsa a ligandjuk, pl. a
fibrinogén iranyaba. Ennek lezajlasat egyéb proteinek, pl. a Rap1B, tovabba a citoszkeletonhoz
kapcsolt fehérjék (pl. kindlin és talin) is segitik. A TXA: felszabadulasat a citoszolikus
foszfolipaz A> (cPLA>) és a ciklooxigenaz 1 (COX1) enzimek mitkddése szabalyozza. Az erds
thrombocyta agonistak éltal kivaltott - és d-granulum szekrécio a Ca?" és a diacilglicerol
(DAG) altal aktivalt kiilonb6z6 PKC izoenzimeken keresztiil szabalyozodik (alabb
(SNARE) komplex fehérjéi medialjadk. A thrombocyta membran lefliz6dést (,,membrane
ballooning™) és a foszfatidilszerin (PS) expoziciot csak a jelentés Ca?" mobilizaciot okozo
calpain 2 enzim végzi.

Kiemelendd, hogy a vérlemezkék tulzott mértéki aktivalodasat belsd ellenregulacios
mechanizmusok kompenzaljdk: a nitrogén-oxid (NO) és a prosztaglandin I, (PGIl2) (vagy
masnéven prosztaciklin) az Un. IP receptort stimulalja. Ennek révén a guanilat-ciklaz (GC) és
az AC enzimek kozremiikodésével a protein kinaz G (PKG) és protein kindz A (PKA)
aktivacioja kovetkezik be. A vérlemezke aktivacid6 mechanizmusanak legfontosabb lépései a 3.
abran keriilnek bemutatasra, aminek tovabbi részletei sszefoglald kozleményekbdl ismerhetd
meg [4, 21]. A vérlemezke aktivacid molekularis mechanizmusanak vizsgalata lehetdvé teszi
nemcsak a thrombocyta funkcio jobb megértését, de eldsegiti ) terapids célpontok azonositasat,
amelyek fontosak lehetnek a koros vérlemezke aktivacioval jaro kiilonbozé betegségek

hatékonyabb kezelésében [22].
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3. abra A legfontosabb szignalizacios titvonalak és aktivalodasi folyamatok a human vérlemezkében. A
thrombocyta receptorok altal medialt transzdukcios folyamatok az egyre nagyobb mértékii vérlemezke aktivacio
stadiumai alapjan keriiltek Osszefoglalasra (6ramutatd jarasaval megegyezOen iranyban). Sargaval keriiltek
kiemelésre a kiilonb6zé PKC izoenzimek és az aktivaciojukhoz kapcsolddo legfontosabb folyamatok. A bonyolult

cellularis események lejatszodasanak részletei a szovegben olvashatok. Forras: van der Meijden és Heemskerk
2019-es 0sszefoglalo kdzleményébdl adaptalva és modositva [4].

A vérlemezkékbdl aktivalodasuk soran eltérdé méreti vezikulak, igy kisméretli
exoszomak (< 100 nm atmérd), valamint ennél nagyobb méretli mikropartikulak (100-1000 nm)
¢s apoptotikus testek (500-2000 nm) valnak ki [23, 24]. Az elébbiek exocitozissal, mig a
mikropartikuldk a thrombocytamembran leflizddése (,,budding”) révén szabadulnak ki, és
szdmos vérlemezke citoplazmafehérjét és kiils0 membranreceptort hordoznak [23]. Ebbdl
kifolyolag a thrombocyta-eredetli mikropartikulak CD62P és CD63 pozitivak [25]. S6t, a PS-

pozitiv vérlemezkékbdl PS-pozitiv mikropartikuldk keriilnek a keringésbe, amiknek akar 50-
100-szor nagyobb prokoagulans aktivitasuk van, mint az aktivalodott vérlemezkéknek [26].
Emellett a mikropartikulak érzékeny thrombocyta aktivacio-fliggd biomarkerek is [18], ezért
t6bb tanulmanyunkban is megmértiik a mennyiségiiket a plazmaban. Erdekességiik még, hogy
a szamuk ¢&s a tartalmuk nagyban fligg a thrombocytat ért stimulus természetétol. Egy korabbi
tanulmany szerint a thrombin joval tobb mikropartikula termel6dését valtotta ki, mint az LPS,

¢s egyben nagyon eltérd fehérjedsszetételli populaciok keletkeztek a két stimulaciot kdvetden
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[27]. A vérben cirkulalé mikropartikuldk mind a thrombocytdkkal, mind a leukocytakkal
kozvetlen interakcioba 1épnek, és jelentdsen sulyosbitjak a gyulladasos folyamatokat [28].

A vérlemezkék felszinén nagyszdmban expresszalddnak kiilonbozd receptorok, amiket
tobb mint 10 alcsoportba sorolhatunk felépitésiik és funkciojuk alapjan: megkiilonboztetiink
integrineket, 7-transzmembrdn receptorokat, az immunglobulin szupercsaladba tartozo
receptorokat, C-tipusu lektin receptorokat, és tirozin kinaz receptorokat stb. [29]. A 7-
traszmembran receptorok kozé tartoz6 ADP-receptorok koziil a P2Y 12 receptort szeretném itt
kiemelni a dolgozat terjedelmének limitaltsaga miatt. Amig a P2Y1 receptor az intracellularis
Ca?" mobilizacidért, a vérlemezke alakvaltozasért €s az aggregacid inicidlasaért felelds, addig
a szekretalt ADP a P2Y12 receptoron €s a hozza kapcsolt Gj fehérjén keresztiil segiti eld az
ADP vagy mas agonistak altal indukalt thrombocyta aggregacio kiteljesedését. Mindez a PI3K-
Rap1B-GTP interakcion keresztiil az ollbB3 integrin aktivaciojan at valosul meg [4].
Ugyanakkor a P2Y12 az AC enzim aktivitasat is gatolja, ami bar nincs kdzvetlen kapcsolatban
a vérlemezke aktivacidt fokozd hatdsaval, de a ciklikus adenozin-monofoszfat (cAMP) szint
csOkkentésével eldsegiti az aggregacid bekdvetkezését, kivédve az azt megakadalyozé PGl
hatasat [30]. Emellett a P2Y12 receptor miikdodése stabilizalja a mar létrejott vérlemezke
aggregatumot, és egyben fokozza a d-granulum szekréciot, amit P2Y 12-deficiens egerekben
kiilon is igazoltak [31]. Azdta tobb gyulladdsos human korképben is vizsgaltdk mar ennek a
receptornak a szerepét a fokozott vérlemezke aktivacio lezajlasdban [32, 33]. Szintén jol jelzi a
P2Y12 receptor jelentdségét a thrombocyta funkcidban az, hogy a vérlemezke receptorok
specifikus inhibitora koziil a P2Y12 receptor inhibitorai terjedtek el az egyik legszélesebb
korben a trombotikus komplikaciok megeldzése érdekében, igy a tienopiridin készitmények (pl.
clopidogrel), a cangrelor ¢€s a ticagrelor [34]. Kutatdsaink soran a P2Y 12 receptor medialt koros
vérlemezke aktivacid folyamatat vizsgaltuk egy hiperkoleszterinémids egérmodellben,
amelynek eredményei késObb keriilnek bemutatésra.

A PKC fehérjecsalad tagjai fontos jelatviteli integratorai a vérlemezke aktivacionak
szdmos thrombocyta funkcidé valtozas szabalyozasan keresztiil [35] (3. abra). A PKC
izoenzimek harom alcsoportba sorolhatok aktivalhatosaguk alapjan [36]: 1) az un. ,,klasszikus”
formak (PKCa és PKCPB) mind a Ca?*, mind a DAG 4ltal képesek aktivaloédni akar a G-protein
medialt itvonalakon (PLCp), akér a GPVI receptoron keresztiil (PLCy) érkezik a stimulacio, és
elsésorban a szekrécion keresztiil fokozzak a thrombocyta aktivaciot [37]; i) az uj vagy ,,novel”
PKC izoenzimek kozé tartozo PKCo, PKCO, PKCr és PKCe (az utébbi huméanban nem, csak
egérben expresszalodik) kizardlag a DAG-ra érzékeny, és meglehetdsen eltérd hatasuk vannak

a kiilonbozo6 szignalutvonalakon keresztiil [38], mig végiil iii) az ,,atipusos” formak (PKCC és
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PKCvA) aktivalodasukhoz sem Ca?*-t, sem DAG-t nem igényelnek, hanem teljesen mas
mechanizmusok révén, pl. PI3K-medialta utvonalon keresztiil funkcionalnak [39]. A ,,novel”
PKC izoenzimek koziil a PKCO, PKC6 és PKCn thrombocyta funkcidban betoltott szerepét
vizsgaltam egy kiilfoldi tanulmanyut soran, amelyek koziil a PKCB8-val kapott eredményeimet

fogom a késdbbiekben részletezni.

2.3  Koros vérlemezke aktivacio kialakulasa metabolikus korképekben

A DM2 szoros 0sszefliggést mutat a kardiovaszkularis morbiditassal és mortalitassal kiillonb6zo
mikro- és makrovaszkularis komplikaciokat okozva [40]. Ennek kdszonhetden a diabeteses
betegek akar 70%-aban a kardiovaszkularis betegségek jelentik a kozvetlen haldlokot. Raadasul
a DM2 kialakuldsanak rizikoja fokozatosan n6 az életkorral az id6s6d6 nyugati tarsadalmakban,
ami az obezitassal és a nem megfeleld életvitellel is Osszefiigg [40]. Gyakoriak az
atheroscleroticus érelvaltozasok, amik jelentds részben a kronikus gyulladdsnak, illetve a koros
metabolikus kornyezetben indukdlodott thrombocyta és endothelsejt diszfunkcionak a
kovetkezménye. Mindez tovabb ndveli az atherotrombotikus szévédmények, pl. akut
miokardialis infarktus (AMI), stroke vagy periférids érbetegség kialakulasat [40].

DM2-ben a hiperglikémia, az inzulinrezisztencia ¢és az id6 eldérehaladtaval csokkend
thrombocyta aggregacio, ami megnovekedett TXA> szintézishez vezet [41, 42]. A koros
glikémias allapotra jellemz6 még a vérlemezkékben kimutathatd nagyobb ic. Ca** mobilizacio,
a fokozott tirozin kinadz foszforilacio, kevesebb NO ¢és tobb reaktiv oxigéngydk (ROS)
termelédése és a felszini glikoproteinek nem enzimatikus glikdcidja. A magas Ca®'
koncentracié szamos thrombocyta aktivaciés mechanizmust indukal, tobbek kozott bizonyos
PKC izoenzimek funkcidjat. A ROS termékek felszaporodasa vérlemezkefehérje nitraciohoz
vezet, ami inaktivalja a szarkoendoplazmatikus retikulum Ca?*-ATPaz enzimét, és ez még
magasabb ic. Ca®* szintet okoz fokozott calpain aktivacioval, ami felelds szamos thrombocyta
fehérje proteoliziséért [42]. A thrombocyta aktivaciojatol fiiggd gyulladasos medidtorok, pl.
CD40 ligand (CD40L), P-selectin, CD63 ¢és a nemrégiben leirasra keriilt LIGHT protein
fokozott expresszidja még tobb heterotipikus aggregadtum és mikropartikula termelddését segiti
eld, ami jol érzékelteti a trombo-inflammacid kialakuldsdnak a veszélyét [43, 44]. R4adasul a
nem fiziologids metabolikus kornyezetben a vérlemezkék RNS expresszidja is jelentsen

megvaltozik, ami szintén hozzajarulhat a kéros vérlemezke reaktivitashoz (4. abra).
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4. abra A diabetesre jellemz6 koéros metabolikus és celluliris folyamatok altal kivaltott fokozott
thrombocyta aktivicié és a kovetkezményes trombo-inflammacié. A koros metabolikus koriilmények DM2-
ben jelentdsen befolyasolhatjék a vérlemezke miRNS profilt és transzkriptomot is, ami hozzajarulhat a trombotikus
folyamatok nagyobb eséllyel torténd kialakuldsdhoz. Forrds: Sagar és munkatarsai 2022-es Osszefoglalo
kozleményébol adaptalva és modositva [12]. Az abra a Biorender.com program alkalmazaséaval késziilt.

A P2YI12 receptor-medialt szigndlitvonal a normalisnal aktivabb a DM2-s
vérlemezkékben [45, 46]. Mindez jobban csdkkenti a cAMP szintet és az inzulin vérlemezke
gatld hatdsat, ami miatt még tovabb né a thrombocyta aggregacidos hajlam, valamint a
prokoagulans aktivitas mértéke [47]. Rdadasul a GPIb és GPIIb/IIla receptorok expresszidja is
jelentésen megemelkedik DM2-ben [41].

Joval korabbi elméletek mar felvetették, hogy a vérlemezke funkcio diabeteses eltérései
mar csontveldi szinten kialakulnak, mivel eleve olyan thrombocytak termelddnek, amelyek a
keringésbe kertiléskor rogton nagyobb aktivaltsagi szintet mutatnak [48]. A DM2 betegekben
magasabb megakaryocyta ploiditast taldltak, ami sokkal tobb retikuldlt thrombocyta
termelddéséhez vezethet. A keringd vérlemezkékhez képest nagyobb méretii és tobb
messenger/hirvivé RNS-t (mRNS) tartalmazo fiatal, retikulalt vérlemezkék tobb TXAo-t
képesek kibocsatani [49]. Friss irodalmi adatok alapjan a retikulalt vérlemezkék koros
termelddésének hatterében a neutrophil eredetli S100A8/A9 fehérje altal kivaltott talzott
thrombopoietin (TPO) termeldédés 4ll, ami a majbol eljut a csontvelobe [50]. A

hiperglikémianak tehat nemcsak direkt thrombocyta aktivald hatasa van a keringésben [51], de
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az ,,anyasejtek” miikodését is képes befolyasolni a csontveldben eddig nem pontosan ismert
mechanizmusokon keresztil [52].

A DM2 kialakuldsat megel6z6 obezitds is mar egylitt jarhat koros vérlemezke
aktivacioval [53]. Ilyenkor a még relative alacsony szintii gyulladas a fokozott lipid
peroxidacioval TXAs-dependens thrombocyta aktivaciot indukalhat [54, 55]. Ugyanakkor
érdemi testsulycsokkentést kovetden jelentdsen mérséklodtek a thrombocyta aktivacios
markerek (pl. CD40L) szintje [56]. Az adipokinek koziil a rezisztin tolt be fontos szerepet a
gyulladédsos folyamatok, az endothélium és a thrombocyta diszfunkcid, valamint az oxidativ
stressz 0sszehangolt lejatszodasaban. A rezisztin szintje ugyanis jelentésen megnd obezitasban,
eldsegiti az inzulin rezisztencia sulyosbodasat, rdadasul képes direkt modon stimuldlni az
endothelsejteket. Emelkedett plazma koncentracidja szoros korrelacidét mutatott tobbek kdzott
a HOMA index-szel, a plazma CD40L szinttel [55], valamint a szolubilis P-selectin
koncentréacioval és a thrombocyta mikropartikulaszammal [57]. A diszlipidémia sulyossaga és
a vérlemezke aktivacid6 mértéke kozotti Osszefliggésekrdl kapott ex vivo adatainkat az
Eredmények részben ismertetem.

A koleszterin magas koncentracidoban dnmagaban is képes kozvetleniil vérlemezke
aktivaciot indukalni [58], ezért hiperkoleszterinémidban a koros thrombocyta funkciot tartjak
az egyik legfontosabb tényezdjének az atherosclerosis és a trombotikus komplikaciok
kialakuldsdban [59]. Familidris hiperkoleszterinémidban a homozigota betegek az extrém
magas koleszterinszint mellett még inkabb ki vannak téve az artérias tipust trombodzis
veszélyének [60]. A fokozott thrombocyta aktivalhatosag egyik magyardzataként a vérlemezke
membranban megvaltozott koleszterin tartalom 4ll, ami még tobb TXA» termelddéshez vezethet
[61]. Amikor a magas koleszterinszintet sikeriilt effektiven csokkenteni magas denzitast
lipoprotein (HDL) segitségével, jelentdsen mérséklédott a thrombocyta aktivacio mértéke a
membran koleszterintartalmanak csokkentése altal [62]. A nativ, illetve az oxidalt alacsony
denzitasu lipoprotein (LDL) az ApoE-R2’ ¢és a CD36 receptorokon keresztiil képes olyan
szignal transzdukcidt eldidézni a p38MAPK foszforilacion keresztiil, ami jelentds thrombocyta
aktivaciohoz vezet [63, 64]. Ugyanakkor a ,klasszikus” thrombocyta agonistak altal indukalt
utvonalak aktiv szerepét korabban hiperkoleszterinémidban nem vizsgaltak. Ezek koziil
felmeriilt a P2Y 12 receptor altal medialt folyamatok involvéltsaga, mert ennek a receptornak a

megfeleld miikddéshez un. ,,lipid tutajra” van sziiksége a vérlemezke membranban [65].
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2.4  Szepszishez tarsulo fokozott thrombocyta funkcio

A szepszis egy ¢letet veszélyeztetd klinikai allapot, amelyben a szervezet altalaban egy
fertézésre kontrollalatlan szisztémas valaszreakciot fejt ki. A szepszisnél még sulyosabb a
szeptikus sokk, amely komplex metabolikus és cellularis rendellenességekkel is egyiitt jar [66].
A szepszis patofizioldgiai alapjat a talzott mértéki gyulladas és az ezzel Gsszefliggd
sejtaktivacids, illetve rendellenes immunologiai folyamatok jelentik. Az eldbbi eltérés tobbek
kozott a koagulacios kaszkad indukcidjahoz és a fibrinolizis gatlasahoz vezethet, aminek még
sulyosabb kovetkezménye az Un. disszemindlt intravaszkularis koagulopathia (DIC) [67].
Ebben a hiperinflammatorikus kornyezetben oOhatatlanul jelentds mértékii endothelsejt
karosodas és vérlemezke aktivacio is bekovetkezik, amit tovabb fokozhat a thrombocytak
patogénnel vagy a koérokozd valamilyen alkotérészével vald interakcidja. A szepszishez
gyakran tarsuld csokkent thrombocytaszam és koros vérlemezke funkcio tovabb ronthatja a
szepszis kimenetelét [68]. A fentiek eredményeképpen akar rovid idon beliil bekdvetkezhet
sokszervi elégtelenség, ami a beteg korai haldldhoz vezethet [66].

A thrombocytak aktivalodéasa kdzponti szerepet jatszik a szepszis indukalta kiilonb6zo
cellularis folyamatok parhuzamos lejatszédasaban (5. abra). A reaktiv vérlemezkék ugyanis
Osszehangoljdk a hemosztatikus, a proinflammatérikus, a patogén elleni immunolégiai és a
szoveti helyreallito folyamatokat [69]. Az aktivalt vérlemezkék és az altaluk kibocsatott
mediatorok ilyen koriilmények kozott direkt, illetve indirekt mdodon a fertézés eliminalasaban
ben is részt vesznek. A szepszis kezdeti fazisdban a reaktiv vérlemezkékbdl nagyszamban
mikropartikulak is lefliz6dnek, amelyek egyrészt tobbféle specialis feladatot képesek ellatni, pl.
a sejtek kozotti RNS transzfer biztositasa (lasd kés6bb) [69], de jelentésen hozzajarulhat a
fokozott thrombin generacidohoz és a sokszervi elégtelenség kialakuldsdhoz [70]. Ugyanakkor
az 1d0 eldrehaladtaval, kiilondsen szeptikus sokkban - mar nagyon sulyos thrombocytopenia

jelenlétében - jelentdsen lecsokkenhet a vérlemezke-eredetii vezikuldk szama [71].
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5. dbra A thrombocyta aktiviacio kozponti szerepe a szepszis indukalta cellularis események egyidejii
lejatszodasaban. A reaktiv vérlemezkék 6sszehangoljak a hemosztatikus, a pro-inflammatorikus, a patogén elleni
immunologiai és a szoveti helyredllito folyamatokat. ECM: extracellularis matrix, MN: monocyta, PMN:
polymorphonuclearis neutrophil, M®: macrophag, PMPs: thrombocyta-eredetli mikropartikulak. Forras: Dewitte
és munkatarsai 2017-es dsszefoglald kozleményébdl adaptalva [69].

A fenti klinikai tények ellenére a szepszises thrombocyta funkcidra vonatkozdan
némileg ellentmonddasos in vitro adatok valtak ismertté. Egyik oldalrol a vérlemezkék fokozott
felszini P-selectin receptor expresszidjat mutattdk ki magas szolubilis P-selectin plazmaszinttel
[72]. Ezen eredmények a thrombocytak tulzott aktivaltsagi llapotat jelezték, amit masok magas
trombospondin szinttel [73], illetve thrombocyta funkciés teszttel (VerifyNow assay)
emelkedettnek talalt thrombocyta reaktivitasi index értékkel is alatdmasztottak mar a betegség
korai szakaszaban [74]. A masik oldalrdl viszont hiporeaktiv thrombocytakrol szamoltak be
szepszisben csokkent ex vivo aggregacids képességgel, ami a vérlemezkeaktivacid idébeni
,Kimeriilését” jelezhette [75, 76]. A szepszis elsd fazisdban tehat a vérlemezkék fokozott
aktivacios allapota nem kérdéses, amihez t6bb thrombocyta receptor (pl. CD62P, CD63, CD31
stb.) magasabb expresszidja, valamint fokozott sejtfelszini fibrinogén kot(6d)és és emelkedett
szolubilis GPVI szint is tarsult [77]. Az eltéré thrombocyta funkcids eredmények hatterében

feltehetden eltérd preanalitikai koriilmények allhattak.
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A thrombocytak kiilonboz6 fehérvérsejt alakokkal kialakitott sejt-sejt interakcioi tovabb
segitik szepszisben a proinflammatodrikus és protrombotikus folyamatok lejatszodasat [78]. A
vérlemezkék fokozott P-selectin expresszidja magasabb haldlozasi kockazattal jart kiilondsen
az idGsebb szeptikus betegek esetében [79], rdadasul a szolubilis formajanak emelkedett
koncentracioja szoros dsszefliggést mutatott a szepszishez tarsult véralvadasi rendellenességek
gyakorisdgaval ¢és a korkép sulyossagaval [80]. A fentiek alapjan a vérlemezke P-selectin
expresszidjanak valtozasa jelentds hatassal bir a szeptikus korfolyamat lezajlasara.
sejtjei, igy a monocytdk/macrophagok, a granulocytdk és a természetes 6l0sejtek (NK-sejtek)
reagalnak, de a velesziiletett immunrendszer részét képezik maguk a vaszkularis endothelsejtek
is [81]. Ezeknek a sejteknek a felszinén Un. mintdzatfelismerd receptorok (Toll-szerii
receptorok, TLR) expresszalodnak. Ezekhez kotddnek a korokozok kiilonbdzé komponensei
(patogén-asszocidlt molekularis mintazat, PAMP), valamint az elhalt sejtekbdl felszabadul6
molekuldk (sériilés-asszocialt molekuldris mintazat, DAMP) [81], és mindez intracellularis
szignalutvonalak aktivalodasahoz vezet [82]. Szamos funkcionalis TLR, pl. TLR4 a
vérlemezkéken, sét a megakaryocytdkon is expresszalodik [83]. A vérlemezkék TLR4-
dependens aktivalddasa, az érfalhoz valod kitapaddsa és igy a keringésbdl valo kikertilése akar
sulyos thrombocytopenidhoz vezethet, amihez az aktivalt vérlemezkék neutrophilek altali
szekvesztralodésa is hozzajarult in vivo [83]. Ennek ellenére meglehetdsen ellentmondasos in
vitro eredmények sziilettek kordbban, amikor kiilonb6zé kisérleti kondiciok kozott, eltérd
[84, 85]. Igy nem volt egyértelmii, hogy az LPS képes-e dirckt modon aktivalni a
vérlemezkéket, vagy csak mas receptor (pl. PAR) agonistak aktivald hatasat tudja felerdsiteni
[86]. A TLR4-medidlt megakaryocyta funkcid eltérésekrdl és annak thrombocytakban
észlelhetd kovetkezményeirdl raaddsul még alig allt informécio rendelkezésre. Ez¢Ert is tartottuk
fontosnak, hogy a TLR4-fliggd thrombocyta és megakaryocyta funkciokat részletesebben
megvizsgaljuk. Megjegyzendd, hogy a Gram-pozitiv bakterialis fert6zés a TLR2-n keresztiil
képes volt moduldlni nemcsak a vérlemezke aktivaciot [87], hanem a thrombopoiesist és a
megakaryocytak érését is [88]. Ezen eldzetes adatok is azt igazoljak, hogy a vérlemezkék
mellett maguk a megakaryocytdk is aktivan részt vesznek a szepszishez tarsuld gyulladasos

folyamatok és kdvetkezményeik kialakitasaban [89, 90].
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2.5 TLR4 receptoron keresztiil bekovetkez6 NF-kB-utvonal aktivalodas

A TLR-eken keresztiil bekovetkezd sejtaktivacid és fokozott génexpresszid tobbek kdzott az
NF-«B (nuklearis faktor kappa B) szigndlutvonalon keresztiil valésul meg, ami egy szeptikus
allapot kialakuldsa sordn nagy mennyiségli proinflammatorikus citokinek termelddését
indukalja a monocytdkban és macrophagokban [91]. A TLR-eknek tiz kiilonb6zd tipusat
azonositottak eddig az emberi szervezetben (TLR1-TLR10). Ezek a receptorok kiilonféle
agonistak hatdsara aktivalodnak, pl. a TLR2-t a Gram-pozitiv baktériumokbdl szdrmazéd
peptidoglikan aktivalja. A receptorok celluléris elhelyezkedése is eltérd: a TLR2 és a TLR4 a
sejtfelszinen, mig a nukleotid molekulakat felismeré TLR3, TLR7, TLR8 és TLR9
intracellularis vezikuldk membranjaban helyezkednek el [92].

A szeptikus folyamatokban kozponti szerepet jatszo TLR4 a Gram-negativ baktériumok
sejtfalanak LPS komponensét ismeri fel. Az agonista bekotddése utdn a TLR4 intracellularis
részéhez kapcsolodik a MyDS88 fehérje. Ezt kovetéen a MyD88 olyan IL-1R-asszocialt
kindzokat ,.toboroz” (IRAK4, IRAKI ¢és IRAK?2), amelyek aktivaljadk és ubiquitindljak a
TRAF6-ot. A TAB2 kovetkezményes ubiquitindcidja miatt a TAK1 aktivalodik. Ezek az
események az NF-kB kindz komplex inhibitorainak az aktivacidjdhoz vezet, ami magaban
foglalja az IKK-a-t, IKK-B-t és az NF-kB esszencialis modulatort (NEMO), amely foszforilalja
az IKBo-t. Mindez végiil felszabaditja a p50 és p65 alegységeket tartalmazd transzkripcios
faktort a sejtmagba torténd transzlokacidohoz. Ez lehet6vé teszi a gyulladast fokozo fehérjék
expressziojat, igy az IL6 és a TNF gének atirasat [93]. Fontos hozzatenni, hogy az NF-«kB-
utvonal aktivaloddsa moduldlja szamos gyulladasfiiggd proteint szabalyozé mikroRNS
(miRNS) szintjét is, amik finomszabalyozzdk az Utvonalban résztvevd kiilonbozd fehérjék
kifejezddését és miikodését. A megakaryocytakban [94] és a vérlemezkékben [95] egyarant
funkcionalis TLR4 receptor indukalt NF-kB-utvonal legfontosabb jelatviteli eseményeit a 6.

abra mutatja be.
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6. abra A TLR4 receptor indukalt NF-kB jelatviteli utvonal legfontosabb fehérje komponensei és szabalyozo
miRNS-ei. Az LPS bekotdédik a TLR4 receptorhoz és egy komplex intracelluléris szignalutvonalat indit el,
amelynek eredményeképpen a p50 és p65 alegységek belépnek a sejtmagba és inicialjak a pro-inflammatorikus
gének expresszalodasat. Az abran feltiintetett intracellularis miRNS-ek expresszidja ilyenkor szintén valtozik, ami
regulalja az Gtvonal miikodését a résztvevo fehérjék expresszidjanak finomhangolasaval. Forras: A disszertacio
alapjaul szolgald Szilagyi és munkatarsai altal irt 2019-es dsszefoglald kozleménybdl adaptalt abra.

2.6 A vérlemezkék RNS tartalma és transzlacios képessége

A keringd vérlemezkék bar sejtmaggal nem rendelkeznek, mégis nagyszamban hordoznak
meglehetésen stabil kodold és nem-kddoldé RNS molekuldkat, amik a megakaryocytakbol
jutnak be a lefizodésiik soran, mivel a thrombocytak nem képesek RNS-t szintetizalni [96]. A
thrombocyta RNS-tartalom jelentds része a fiatal, thiazol-narancs pozitiv és egyben reaktivabb
retikulalt vérlemezkékben talalhaté meg [97]. Szamitasok szerint egy vérlemezke atlagos 0ssz

RN tartalma 2,2 femtogramm [98], de a retikulalt formakban akar 20-40-szeres mennyiségben
is jelen lehet [97]. A leukocytdkban kb. 1000-szer tobb RNS taldlhatd, ugyanakkor a magas
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vérlemezkeszam miatt a thrombocyta-eredetli RNS egy jelentds részét teszi ki a vér alakos
elemeiben fellelhetd teljes RNS allomanynak [98]. Az érett mRNS-ekbdl, amelyek poly-A
véggel rendelkeznek és intront altaldban nem tartalmaznak, kb. 8000-9000 fehérje-kddold
transzkript all rendelkezésre ujgeneracids szekvendldsi (NGS) adatok alapjan [96, 99]. Az
1990-es évek elején az elsdk kozott sikeriilt igazolni a GPIIb/Illa (allbB3) receptor két
alegységét kodolo transzkriptet (ITGB3 és ITGA2B) [100, 101]. A legmagasabb expressziot
mutatd ,.altaldnos” transzkriptek szintje jol konzervalt, ami dontden egységes az egyének
kozott, mig a kisebb mértékben kifejez0dd transzkriptek mutatjak altaldban a legnagyobb
expresszios eltéréseket [102]. A ,top” transzkriptek koz¢é tartozik a fentebb emlitett I7TGB3 és
ITGA2B mellett a PF4 (thrombocyta faktor 4), a RANTES (CCLS), a TUBB-1 (Tubulin beta-1),
¢s a GP1BB (GPIb) [103]. A vérlemezkékben a megvaltozott mRNS profil abbdl is adddhat,
hogy bizonyos thrombocyta transzkriptek és fehérjék a megakaryocytakbol eltérd ,,sorting”
mechanizmussal keriilnek be a leftiz6d6 thrombocytakba [104].

A vérlemezkékben a kodold RNS-ek mellett nagy mennyiségben vannak jelen nem
koédoldo RNS-ek is (lasd 2.8. fejezetet), tovabba olyan megakaryocyta-eredetii sejtalkotok (pl.
riboszoma, endoplazmatikus retikulum, transzlacios faktorok stb.) €s enzimek (pl. Dicer, Ago2,
TRBP2 stb.), amik lehetdvé teszik bizonyos stimulusok hatasara a de novo fehérjeszintézist
[105]. A vérlemezkék mRNS tartalma dontéen érett formakat foglal magaba, mivel a pre-
mRNS-ek processzalasa dontéen a megakaryocytakban jatszodik le [99]. Ugyanakkor erds
vérlemezke agonistdk (pl. thrombin) hatasara a pre-mRNS ,splicing” is le tud jatszédni a
thrombocytdkban, ami interleukin-13 (IL-1B) [106], szoveti faktor (TF) [107] és IL-18 [108]
de novo szintézishez vezethet (7. abra). Mas thrombin-indukalt fehérjék kapcsan, igy a
plazminogén aktivator inhibitor-1 (PAI-1) esetében [109] a SERPINE [ mRNS-r6l az RNS-koto
Ago2 és TIA-1 fehérjék disszocialnak, igy elésegitve a protein szintézisét [110]. De patogén
stimulaciok, pl. az E. coli-féle LPS IL-1B [111], illetve TF szintézist [10], mig a Dengue virus
szintén IL-1B termelédést [112] tudott indukdlni mRNS ,splicing” Utjan a human

vérlemezkékben.
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7. abra Szignal-dependens pre-mRNS ,,splicing” mechanizmus és ezaltal transzlacios lehetdség a human
vérlemezkében. A megakaryocytak differencialoddsa soran a mRNS ,,splicing” folyamatdhoz sziikséges fehérjék
bepakolodnak a citoplazmajukba. Thrombopoiesis soran viszont ezek a komponensek a pre-mRNS-ekkel egyiitt
bekeriilnek a magnélkiili thrombocytakba is. Amikor a vérlemezkék stimuldlodnak, pl. a PAR receptoron
keresztiil, képesek aktivalni a ,,splicing” mechanizmust és igy érett mRNS-ek képzddnek, amibdl fehérje
transzlacid kovetkezhet be. Ez biztositja a vérlemezkék szamara, hogy a megvaltozott transzkriptom révén
kialakitsak sejtaktivacios profiljukat. Forrds: Weyrich és munkatarsai 2009-es Osszefoglald kozleményébdl
adaptalva és modositva [105]. Az abra a Biorender.com program alkalmazasaval késziilt.

Ezen eredményekbdl az kovetkezik, hogy sejtaktivalodast kovetden képes a vérlemezke
proteom is jelentdsen megvaltozni, hogy a thrombocyték ily médon (is) reagdljanak az dket ért
stimulusokra [105]. Megjegyzendd, hogy az ijonnan szintetizalodo thrombocyta fehérjék koziil
csak néhanynak (pl. Bcl-3) ismert a funkcionalis hatdsa [113]. Nemrégiben igazoltak, hogy a
thrombocyta SELP gén mRNS-e funkcionalisan aktiv, és a sejtfelszini P-selectin receptor
expressziot képes befolyasolni [114]. Mindezek alapjan keriilt vizsgélataink kozéppontjaba az
egyik legfontosabb felszini receptor, a P-selectin (SELP) kifejezddésének analizise, hogy vajon
koéros metabolikus, illetve szeptikus kornyezetben képes-e a vérlemezke de novo fokozni a
SELP expressziot - akar megvaltozott miRNS szintek révén - ami egyiitt jarhat nagyobb

thrombocytafehérje mennyiséggel is.
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2.7 A miRNS-ek szintézise és funkcioi

A miRNS-ek erdsen konzervalt, kb. 20-25 nukleotid hosszusagu, egyszali nem kodold RNS-
ek, amelyek fontos szerepet jatszanak a sejtek miikodéséhez sziikséges gének expressziojanak
finomszabalyozdsdban [115]. A miRNS-eken keresztiil megvalosuld génszabdlyozds egy
komplex folyamat, mivel egy miRNS akar tobb szdz cél mRNS miikodését befolyasolhatja,
masrészt egy mRNS-t akar tobb miRNS is szabalyozhat [116]. A miRNS-ek az emberi
fehérjéket kodolo gének kb. 60 %-at regulaljak a cél mRNS és a kodolt fehérje szintek
csokkentése révén [117], és részt vesznek olyan alapvetd cellularis folyamatok modulalasaban,
mint a sejtproliferacio, differencidcio, illetve apoptdzis [118]. A miRNS-ek megvaltozott
expresszidja ¢s funkcioja dontd szerepet jatszik szamos betegség, pl. metabolikus,
kardiovaszkularis és daganatos korkép kialakuldsaban és progresszidjaban [119, 120].

A miRNS-ek biogenezise (8. abra) sordn elsd 1€pésben az elsédleges (primer) miRNS
(pri-miRNS) keriil atirdsra az RNS-polimeraz II aktivitdsa révén a sejtmagban [121]. Ezt
kovetéen a pri-miRNS-b6l az RNaz Ill-as tipusi Drosha endonukledz aktivitdsanak
koszonhetden egy 70 bp-os hajtiiszerkezetli miRNS-prekurzor (pre-miRNS) alakul ki, mely
reakciot a DGCR8 komplex katalizalja [122]. A pre-miRNS az Exportin-5 transzporter
fehérjéhez kotddik, amelynek segitségével a sejtmagbdl a citoplazmaba kertil. Itt zajlik a
miRNS-ek masodik érési folyamata, amelynek soran a Ill-as tipustt RNé4z Dicerl endonukleaz
enzim a TRBP kofaktor jelenlétében lehasitja a hajtliszerkezetet [123]. Ennek a 1épésnek az
eredményeként érett miRNS duplexek jonnek létre, amelyek kb. 22 nukleotid hosszisaguak.
Ezek koziil a vezetd szal beépiil az un. RISC komplexbe, amelyet a TRBP, a Dicerl enzim és
az Ago2 fehérje alkot, mig a masik (kdvetd) miRNS szal lebomlik [124].

A miRNS-ek a génexpressziora kifejtett gatlo hatasukat oly modon érvényesitik, hogy
bazisparosodassal a cél mRNS 3° UTR részéhez kotddnek, ami a 2-8. nukleotid kozotti un.
,»seed” régio [115]. A cél mRNS ,;sorsa” ezt kovetden a komplementaritastol és az Ago2 fehérje
aktivitasatol fiigg [125, 126]. Amennyiben a miRNS ¢és a cél mRNS kozotti bazisparosodas
tokéletesen komplementer és a miRISC komplex tartalmazza az Ago2-t, az mRNS
szekvenciafiiggden hasitodik ugy, mint a ndvényekben [127]. Ezzel szemben a nem tokéletes

komplementaritas, ahogy altalaban az allatvilagban és az emberben is jelen van, a transzlacio

crer

27



nagyb80 156 23

Nem aktivalt sejt Aktivalt sejt

DNS

l RNS-polimeraz I

Sejtmag
pri-miRNS

Drosha l DGCRS

pre-miRNS

Caz+ /T\

. !
TRBP l Dicer\l/ |—Calpain'T‘

Ago2

Calpain \l,

,T\ mlliNS Calpastatin 'T‘ ‘l’ mlIiNS Calpastatin \1/
A miRNS |, miRNS miRNS
+ + Vesiculak

mRNS mRNS

Fehérje | Fehérje

HDL + miRNS
8. abra A miRNS-ek érési folyamatanak fébb 1épései maggal bir6 sejtekben. A pri-miRNS-ek a sejtmagban
termelddnek, majd egy tobb 1épésbol allo érési folyamaton mennek keresztiil. A nem aktivalt sejtekben a miRNS-
ek magas expresszidja képes gatolni a transzlaciot (bal oldal). Ezzel szemben a stimulalt sejtekben az aktivalodott
Calpain gatolja a Dicer enzim miikddését, emiatt kevesebb miRNS termelddik, ami el6segiti az mRNS-rdl térténd
fehérjeszintézist (jobb oldal). Az érett miRNS-ek vezikulakba csomagolodva, illetve szabad formaban (HDL-
hez/Ago2 fehérjéhez kototten) kikeriilhetnek az anyasejtbol. Forras: A disszertacio alapjaul szolgald Fejes és
munkatarsai altal k6zo6lt 2018-as dsszefoglald kdzleménybdl adaptalva.

A miRNS-ek nemcsak intracellularisan aktivak, hanem kijuthatnak az anyasejtekbdl a
kornyezetiikbe aktiv transzport révén exoszoémakba és apoptotikus testekbe, a vérlemezkék
esetén foként mikropartikulakba csomagolodva szallitodnak [129, 130]. Rendkiviil ellenall6ak
az endogén ¢és exogén RNaz aktivitdssal, valamint a megvaltozott pH és homérsékleti
viszonyokkal szemben [131]. A miRNS-ek egyik sejtbdl a masikba torténd szallitasa torténhet
RNS-koté  fehérjékhez, pl. Ago2-héz vagy HDL-hez koétotten is [132]. Ezen
transzportmechanizmusok révén a miRNS-ek eljuthatnak és bekeriilhetnek a kornyezé vagy
akér tavoli sejtekbe €s megvaltoztathatjadk azok miikddését [130, 133]. Stabilak maradnak a
keringésben, igy a plazma/szérum mintdkban, illetve szabad formdban szdmos egyéb
testfolyadékban is detektalhatok, mint példaul vizeletben, liquorban, nyélban, kdénnyben,
anyatejben ¢és magzatvizben [129]. Ebbdl kifolyolag a keringd miRNS-ek mar alkalmas
biomarkereknek bizonyultak kiilonféle betegségekben, igy a diabetes és a szepszis

diagnosztizalasara és monitorozasara is [134, 135].
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2.8  Thrombocyta aktivacidval osszefiiggésbe hozott miRNS-ek és cél mRNS-ek
A thrombocytdk nem-kddold RNS-ei koz¢é tartoznak az érett miRNS-ek, de riboszémalis (28S
¢és 18S) RNS-ek, transzfer RNS-ek, pszeudogének, és hosszii nem kddoldé RNS-ek egyarant
jelen vannak [96], amelyek szintén a megakaryocytakbdl keriilnek a vérlemezkékbe [136] (9.
abra). Mivel a vérlemezkékben nincs transzkripcio, tgy tlinik, hogy a nem-kodoldé RNS-ek,
kiilonosen a miRNS-ek miikddésének joval nagyobb szerep jut ebben a sejttipusban, mint a
maggal rendelkezd sejtekben [52]. Az mRNS-ekhez képest csak joval késobb, 2009-ben
igazoltak a thrombocyta miRNS-ek jelenlétét [137], és relative nagyobb is a miRNS/6ssz RNS
arany a vérlemezkékben, mint a fehérvérsejtekben [138]. Tobb, mint 500 miRNS-t
azonositottak mar, koziiliik a let-7 csalad adja a teljes miRNS allomany kb. felét [138]. Ezek a
miRNS-ek nemcsak a vérlemezke aktivaciot eldsegitd, de az azt megakadalyozo fehérjék
veérrogképzodést [139, 140]. Kovetkezésképpen a miRNS szintek megvaltozésa jelentdsen
befolyasolhatja a thrombocyta reaktivitas mértékét.

A legnagyobb mennyiségben megtalalhato miRNS-ek kozé tartozik a miR-223, miR-
142, miR-199, miR-126, miR-26b, let-7, miR-103, miR-185, miR-21, miR-140, miR-23a, miR-
22 ¢és a miR-24. Ezek a miRNS-ek a vérlemezkékben meglévd formak kozel 80%-at alkotjak,
igy feltehetden ezeknek lehet jelentdsebb szerepe a thrombocyta funkci6 szabalyozasaban [137,
139-141]. A nem aktivalt vérlemezkékben a miRNS-t tartalmazé RISC komplex
megakadalyozza az aktivacio-fliggd fehérjék szintézisét, a Dicerl enzim aktiv miikddése pedig
tovabbi érett miRNS-eket eredményez, igy ez az egyensuly fenntarthaté [110, 142]. A Dicerl
kozvetett hatasat a vérlemezke aktivacidban az erre az enzimre deficiens egerekben is igazoltak,
amikor a vad tipusu allatokhoz képest jelentdsen nétt az allbB3 integrin expresszidja és ezaltal
a thrombocytak in vivo és in vitro funkcidja is fokozottabb lett [143]. Mindez annak volt
koszonhetd, hogy a Dicerl enzim ablacidja jelentds miRNS expresszid atrendezddéshez, foleg
redukcidhoz vezetett, ami lehetévé tette egy-egy fontos cél mRNS ¢és altala kodolt fehérje

fokozott expresszidjat a vérlemezkékben [143].
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9. abra A miRNS-ek bejutisa a megakaryocytakbél a vérlemezkékbe. Nemcsak a megakaryocytdk, de a
vérlemezkék is tartalmaznak miRNS-eket, cél mRNS-eket és azok prekurzorait, tovabba olyan sejtalkotokat (pl.
riboszoma), fehérjéket (pl. Ago2) és enzimeket (pl. Dicerl), amelyek lehetévé teszik a de novo fehérjék (pl. allbp3
integrin) szintézisét bizonyos stimulusok hatasara. Mindezen komponensek a megakaryocytakbol valo lefizédés
soran keriilnek at a thrombocytakba, igy befolyasolva a hemosztazist és a trombozis lezajlasat. Az emelkedett
miRNS szint gatolja az mRNS funkciot (szaggatott vonal). Forras: Boilard és munkatarsanak 2016-as
kozleményébol adaptalva és modositva [136].

A miRNS-ek a thrombopoiesis és a megakaryopoiesis 0sszetett folyamataban is aktivan
kozremiikodnek. A megakaryocytak differencialédasa és proliferacioja sordn a miR-223 és
miR-150 szintje megemelkedik, mig a miR-155 expresszioja lecsokken [144-146]. Ezen
eredményekbdl az kovetkezik, hogy a thrombocytdkban és anyasejtjeikben a miRNS és mRNS
szintek, illetve az 4ltaluk szabdlyozott fehérje expresszidja nem dallandd, hanem a sejtek

fenotipusanak megfeleléen dinamikusan valtozik [52, 140].
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Néhany miRNS és cél mRNS kozotti direkt funkcionalis kapcsolatot mar igazoltak
human vérlemezkékben. Elséként egy kanadai kutatdcsoport erdsitette meg, hogy a miR-223
szabalyozza a P2Y 12 receptor expresszidjat [137]. A miR-223 tovabba a B1-integrin, a kindlin-
felelds [142]. Ennek koszonhetéen a miR-223-depletalt egerekben fokozott vérlemezke
aggregaciot, tobb, nagyobb méretli vérrogképzddését és elhtizodo alvadék retrakciot
tapasztaltak [142]. A koérosan reaktiv thrombocytdkban a csokkent miR-96 expresszid a
SNARE fehérjék kozé tartoz6 VAMPS (vezikula-asszocidlt membran protein 8) emelkedett
[147]. A megnétt miR-126 az ADAMY (diszintegrin és metalloproteinaz 9) fehérje
expresszidjat képes gatolni, igy a vérlemezkék 1. tipust kollagénhez vald adhézidja csokken
szintjét ot kiilonb6zé miRNS (miR-326, miR-128, miR-331, miR-500 és miR-130a) regulalja
[143, 149]. A thrombocytak indokolatlan aktivaloddsanak megeldzésében a miR-200b lehet az
egyik felelds, amely az epinefrin-indukalta vérlemezke aktivaciot fokoz6 PRKAR2B gén
kifejez6dését represszalja [139]. A vérlemezke aktivacid korai szakaszaban zajlo alakvaltozas
folyamatdhoz a KLHLS5 fehérje és a miR-495 interakcidja is hozzajarul [139]. Végiil
megakaryocyta sejtmodelleket hasznélva igazoltdk, hogy tovabbi thrombocyta funkciokat is
képesek modulalni a miRNS-ek, igy a miR-15a a GPVI-medialt szignalutvonal befolyasoldsan
keresztiil kihat az ollbB3 integrin aktivaciora és az a-granulum szekréciora [150]. Ezzel
parhuzamosan a miR-126-r6l igazolddott nemrégiben, hogy az aktin sejtvazhoz tartozo
PLXNB2 fehérje expresszigjat is kontrolldlja [151]. Predikcios programok (pl.
www.targetscan.org) alapjan a miR-26b és a SELP mRNS kozott erds a komplementarités, de
funkcionalis kapcsolatukrol kordbban nem allt kisérletes adat rendelkezésre. Ezért
megvizsgaltuk a thrombocyta miR-26b szerepét ebben a vonatkozasban az éltalunk beallitott

kiilonbozo gyulladasos kortiilmények kozott in vitro.

2.9  Vezikulikban torténé miRNS transzfer és funkcionalis hatasai

A kiilonboz6 sejteredetii €s tipusu vezikulak altal lejatszodd RNS transzfert el6szor mastocyta
sejtekbdl szeparalt exoszomékban igazoltak, amik miRNS-eket is tartalmaztak és kozvetitettek
mas mastocytdkba [152]. A HUVEC (human umbilikdlis véna endothelsejt) sejtek
génexpressziojanak extracellularis miR-92a 4ltali szabalyozéasat a K562 sejtek altal termelt

crer

befolyasolasan keresztiil [153]. A monocyta-eredetii miR-150-et tartalmazé exoszoémak az
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crer

endothelsejtek migracidjat fokoztdk in vitro [154]. A gyulladdsos ¢és trombotikus
folyamatokban a vérlemezke aktivaci6 soran képzddd mikropartikuldk szamos megakaryocyta-
eredetli fehérjén, illetve a membranra még nem expresszalodott receptoron tal funkcionalis
miRNS-eket [130, 155] és mRNS-eket is szallitanak [156] (10. abra). igy a thrombocyta
mikropartikuldk  egyfajta vektorként fontos szerepet jatszanak az intercellularis
kommunikécidban, és részt vesznek mas sejtek, pl. endothelsejtek €s macrophagok mRNS
funkciojanak szabalyozasaban [130, 155], tovabba hatédssal lehetnek kiilonb6zd betegségek, igy

a kardiovaszkularis korképek kialakulasara [157] €s a szepszis kimenetelére is [158].
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10. abra A vérlemezke miRNS transzfer és annak kozvetlen hatasai az endothelsejt miikodésére. A
vérlemezkeék altal szallitott RNS-ek, igy a miRNS-ek a sejtaktivacio soran leftiz6d6é mikropartikulakon keresztiil
bejutnak az endothelsejtekbe, és a megfeleld cél mRNS-hez vald kotddésiik révén befolyasoljak a fehérjék

creys

[155]. Az abra a Biorender.com program alkalmazasaval késziilt.

A thrombocyta mikropartikula altal szallitott miR-223 az egyik legszélesebb korben
vizsgalt vezikularis miRNS, aminek ,transzfekcidja” hozzdjarul a sziv- és érrendszeri
betegségekben az endothélium diszfunkcidhoz [158], tovabba két gén (FBXW7, EFNAI)
mRNS szintjének modulalasan keresztiil az endothelsejt apoptozishoz is [160]. Néhany évvel
késébb a miR-126-t tartalmazé vérlemezke mikropartikuldk bejutdsat igazoltdk a
makrophagokba, amely jelentésen csokkentette a CCL4, a CSF1 ¢és a TNF mRNS ¢és fehérje
szinteket, ¢és egyben fokozta a sejtek fagocitalo képességét [130]. Ezért a mikropartikula
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miRNS-ek - parakrin hatdsuk miatt - fontos terapias célpontokka valhatnak, ugyanakkor ujfajta
diagnosztikai markerek is lehetnek a kardiovaszkularis, valamint a daganatos betegségekben

[130]. A miRNS-ek szepszisben betoltott szerepérdl a késdbbiekben még lesz szo.

2.10 Vérlemezke miRNS expresszio valtozasok diabetesben és szepszisben
Felfedezésiik ota egyre nagyobb érdeklddés iranyul a vérlemezkékben azonosithatdé miRNS-ek
expresszidjanak és szerepének vizsgalatara egyes betegségekben, igy DM2-ben is [161]. A
miRNS-ek érését katalizalo Dicerl enzim aktivitasat a Ca**-fliggd calpain 1 és 2 gatolja a
diabeteses thrombocytakban, ezaltal szamos vérlemezke miRNS (pl. miR-142, miR-143, miR-
155) szintje alacsonyabbd valik [142]. A csokkent miR-223 és miR-146a thrombocyta
expresszioja a diabeteses betegekben szoros Osszefiiggést mutatott a stroke kialakulasanak
kockéazataval [162]. A hiperglikémia szintén mérsékelte a miR-30c expresszidt a
vérlemezkékben, amely a PAI-1 fehérje expresszio fokozodasahoz és protrombotikus allapot
kialakulasdhoz vezetett [163]. Az alacsony thrombocyta miR-223 szint a P2Y12 receptor
expresszid befolyasolasan keresztiil ineffektiv receptorinhibitor kezelést okozhat, ami magas
thrombocyta reaktivitdshoz vezethet €s igy a kardiovaszkularis rizikot is novelheti [164]. A
prediabetesben csokkend vérlemezke miR-103b potencialis biomarkerként szolgalhat a
jovoben kialakul6 DM2 korai elérejelzésében [165]. Emellett jelentésen alacsonyabb a
vérlemezkékbdl kikeriild miR-223, miR-126, miR-24, miR-197, miR-191 és miR-21 plazma
szintje DM2-ben, amik a vaszkularis gyulladas és az atherosclerosis sulyossagaval jol
korrelaltak [134, 166].

Szepszisben elsdsorban a keringd miRNS-eket vizsgaltak korabban, amiket lehetséges
uj diagnosztikai markerként analizaltak plazma vagy szérum mintakban [135, 167-169]. Arrol
azonban még kevés adat all rendelkezésre, hogy a ,,megakaryocyta-vérlemezke-tengely”
miRNS profilja hogyan ¢és milyen mértékben valtozik meg vérmérgezéskor, és ennek
eredményeként mely cél mRNS-ek/fehérjék expresszidja valtozik, ami vérlemezke funkcid
eltérést is okozhat. Egy korabbi szepszises tanulmanyban az atfogé miRNS analizis a teljes
exoszOma populacioban, a szérumban és a vér kiilonbozo alakos elemeiben egyiittesen tortént
[170]. Tekintettel arra, hogy a fehérvérsejtek és a thrombocytdk nagyon eltéré miRNS
repertoarral rendelkeznek [138], ezért tovabbi vizsgalatok valtak sziikségessé, hogy ,.tisztitott”

vérlemezke mintakban is megtorténjen a miRNS-ek analizise szepszisben.
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2.11 Endothelsejt karosodas kialakulasa és szabalyozasa szepszisben

Szepszisben a reaktiv vérlemezkék szamos olyan gyullad4dsos mediatort és citokint bocsatanak
ki a kdrnyezetiikbe, amelyek elsdsorban az endothelsejtek és a fehérvérsejtek mitkddésére
vannak hatassal [69] (11. abra). Az endothelsejteket ezen feliil a PAMP-ok, a szisztémasan
felszaporodé gyulladdsos medidtorok (pl. TNF-a, IL-1p) és a NET-ek is aktivaljak, ami az NF-
kB utvonal mentén transzkripcids folyamatokhoz vezet [171]. Karosodik az endothélium
felszini glycocalyx expresszidja is a heparan-szulfatok levalasa miatt, ami még kiterjedtebb
vaszkularis gyulladdssal és permeabilitas fokozddassal jar egyiitt. Az endothelsejtek
morfoldgiai valtozason mennek keresztiil, és ekdzben egyrészt mar eldre szintetizalt fehérjék,
pl. vVWEF, P-selectin gyakorlatilag azonnal kikeriilnek a felsziniikre (I. tipusti endothelsejt
aktivacio), mig de novo fehérjeszintézissel tovabbi receptorokat expresszalnak, pl. ICAM-1
(intercellularis adhéziés molekula 1), VCAM-1 (vaszkuléris sejtadhéziés molekula 1) és E-
selectin, ami akar tobb orat is igénybe vehet (II. tipust endothelsejt aktivacio) [172]. Ezek a
receptorok nagyban eldsegitik a reaktiv thrombocytdk és leukocytdk kitapadasat a gyulladt
érfalhoz [173]. A vérlemezkék mellett a ROS-t és NET-et termeld aktivalt fehérvérsejtek is
interakcioba 1épnek a karosodott endothéliummal kiilonbdzd receptorparokon keresztiil: P-
selectin/PSGL-1, E-selectin/ESL-1, ICAM-1/aLB2 ¢és VCAM-1/04p1, ami fokozza a
funkcigjat [171]. ROS-t ilyenkor maguk az endothelsejtek is termelnek, rdadasul csokken a
protektiv NO szintézise és novekszik a reaktiv nitrogén termékek szintje. Végiil az aggregalddo
thrombocytdk Weibel-Palade testjeibdl kiszabadulnak a prokoagulans fehérjék (pl. FVIIIL, vWF,
¢és P-selectin), novekszik az endothelsejtek TF szintézise, valamint csokken az antikoagulans
hatasu trombomodulin és az aktivalt protein C szintje, illetve a PAI-1 fokozottan termelddik,

ami gatolja a fibrinolizist [171].
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11. dbra A vérlemezke aktivicio altal indukalt és az érfalat érinté gyulladisos folyamatok szepszisben.
Szamos celluléris és szolubilis mediator stimulalja az endothelsejteket, amelyek f6 induktora a vérlemezke
aktivacio, amit a korokozo, a gyulladas és az alvadasaktivacio tovabb provokal. A kontrollalatlan thrombocyta
aktivacid hozzajarulhat az endothélium barrier kiterjedt karosodasdhoz, ami az érintett szovet/szerv
elégtelenségéhez is vezethet. Roviditések: ROS: reaktiv oxigéngydk, EC: endothelsejt, NET: neutrophil
extracellularis csapda, PMP: thrombocyta-eredetii mikropartikula, ECM: extracellularis matrix, PAMP: patogén-
asszocialt molekularis mintazat. Forras: Dewitte ¢s munkatarsainak 2017-es kdzleményébol adaptalva [69].

Az endothelsejt diszfunkci6 kialakulasaban a miRNS-ek koros expressziodja is aktivan
részt vesz. Illyenkor szamos fehérvérsejt- és endothelsejt-eredetii miRNS szintje valtozik meg,
amiknek nemcsak biomarker, de patofizioldgiai szerepiik is van [174]. Ezek koziil az egyik
legfontosabbnak a miR-126 bizonyult, aminek endothelsejt expresszidja jelentésen lecsokkent
LPS-kezelt egerekben. Ez fokozott endothelsejt apoptozishoz, csokkent proliferacidhoz és
migracidhoz vezetett, amit a miR-126 célgénjei koziil a SPREDI és a VCAMI gének fokozott
génexpresszidjaval hoztak osszefiiggésbe [175].

A fehérvérsejtek kezdeti kitapaddsaban, az un. ,,rolling” lezajlasaban az egyik kozponti
receptor az ICAM-1, ami a leukocytdk transzcellularis diapedesisében is fontos [176].
Korabban igazoltdk, hogy sulyos gyulladdsban az ICAM-1 receptor nagy mennyiségben
expresszalodik az endothelsejtek felszinén IL-1-fliiggd mechanizmus révén az aktivalt

thrombocyték jelenlétében [177], ugyanakkor proteolitikus hasitasra szolubilizalodik [176]. A
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keringd ICAM-1 raadasul a szepszis egyik megbizhatd biomarkereként is hasznalhatd, amely
jol korrelal a betegség stulyossagaval és a klinikai kimenetellel [178, 179].

Az ICAM-1 receptor expresszidjat tobb miRNS is kozvetleniil szabalyozza. Gidlof és
munkatarsai korabban azt elemezték, hogy AMI-t kovetéen az aktivalodott vérlemezkék
miRNS-eket adnak le, amelyek exoszomakba csomagolva jutnak el az endothelsejtekhez. Ezek
koziil az egyik a miR-320b, ami jelentds parakrin hatast gyakorolva csokkentette az ICAM-1
expresszio mértékét [180]. Az ICAM-1 receptor miR-223 altali finomszabalyozasaval eddig
két tanulmany foglalkozott [132, 181], ugyanakkor nem vizsgaltak szeptikus viszonyok kozott.
Mivel a miR-223 az egyik legmagasabb expressziot mutatd thrombocyta miRNS [138] és a
vérlemezke mikropartikuldkban is nagy mennyiségben jelen van [130], ezért felmeriilt a kérdés,
hogy vajon a vérlemezke-eredetli miR-223 a mikropartikuldkon keresztiil szepszisben is képes-
e befolyasolni az endothelsejtek ICAM-1 expresszidjat. Ez a folyamat annak a miRNS-ek altal
kifejtett ellenreguldciés mechanizmusnak lenne a része, amikor a szervezet a talzott
gyulladéassal és szovetkarosodassal egyiitt jaro cellularis elvaltozasokat probalja fékezni és
megakadalyozni a tovabbi destrukciot [155]. Hasonlot figyeltek meg masok miokardialis
ischémia-reperfuzids karosodast kdvetden, amikor a miR-141 jelentésen csokkentette az

ICAM-1 expressziodjat a sériilt endothéliumon [182].

2.12 Koronaria sztentelést kovet6é endothelsejt diszfunkcio és klinikai kovetkezményei

Vaszkularis gyulladassal tarsuld endothelsejt-sériilés nemcsak az el6zéekben ismertetett okok
(pl. diabetes, fert6zés, stilyosabb esetben szepszis stb.) miatt kovetkezhet be, hanem egy invaziv
terapids beavatkozas miatt kiilonboz6 stlyossagu érfalkarosodas johet 1étre, ami korai és késoi
klinikai komplikdciokkal jarhat egytitt [183]. Ennek kovetkeztében perceken-ordkon beliil
thrombocyta, majd endothelsejt aktivacio jatszodik le (12. abra). Az endothelsejt diszfunkcid
mellett a mechanikai behatasok az érfal médiumaban is sériilést okozhatnak, ami szamos
citokin, novekedési faktor és proteaz felszabaduldsdhoz vezethet. A neointima képzddés soran
a gyulladdsos sejtek olyan medidtorokat szabaditanak fel, amely tovabbi kemokinek
simaizomsejt proliferaciot, migraciot és extracellularis matrix atépiilést eredményez [184].
Ezen ,,veszélyek” ellenére az elmult 25 évben a kardioldgiai centrumokban széles korben
alkalmazzak a perkutdn korondria intervenciot (PCI) azért, hogy az elzarodott koronéridba
torténd sztentbetiltetéssel minél hatékonyabb védelmet biztositsanak az ujabb érelzarodas (in-

stent restenosis, ISR), valamint az esetleges vérrogképzddés (sztenttrombozis) ellen [185]. A
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diagnosztikus koronaria angiografiaval (CA) szemben a PCI egy olyan invaziv beavatkozas,
ami plakk-rupturat és esetlegesen érfalsériilést okozva jelentdsen emelkedett E-selectin és vVWF
szinthez [186], valamint magas VCAM-1 és TNF-a értékekhez, tovabba csokkent SRAGE
(,,soluble receptor for advanced glycation end products”) plazma koncentracidhoz vezethet
[187]. Hasonl6 Osszefiiggéseket talaltunk korabban a thrombocyta aktivaciora vonatkozoélag: a
vérlemezke-eredetli mikropartikuldk, a felszini P-selectin expresszié és a thrombocyta-

monocyta aggregatumok mennyisége joval magasabb volt PCI utan, mint CA-t kovetden [188].
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12. abra Koronariasztentelés okozta akut érfalsériilés utin lejatsz6dé cellularis folyamatok. A vaszkularis
karosodas kovetkeztében rovid idon beliil thrombocyta és endothelsejt aktivacio kdvetkezik be, ami tobbek kozott
fokozott PDGF és P-selectin expressziohoz vezet a luminalis felszinen. Az endothelsejt diszfunkcio mellett a
mechanikai behatasok az érszakasz médiumaban is elvaltozasokat okozhatnak, ami szamos citokin, ndvekedési
faktor és protedz felszabaduldsdhoz vezet. A neointima képzodés, a simaizomsejt proliferacio és migracio,
valamint az extracellularis matrix atépiilés egy lassubb, akar tobb honapig tartd folyamat. Forras: McDonald és
munkatarsainak 2012-es kézleményébdl adaptalva [184].
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A korondria sztentek két fo tipusat kiilonboztetjiik meg: a kizarolag ,,mechanikai
jelenlétet” biztositod fémsztent (,,bare metal stent”, BMS) és az ennél korszerlibb, gyogyszerrel
bevont sztent (,,drug eluting stent”, DES). Az utdbbit egyre szélesebb korben alkalmazzak
elsdsorban olyan kardiologiai betegeknél, amikor a BMS beavatkozast kovetden ismét
sztentelés sziikséges 0jabb okkluzid miatt [189, 190]. Trombotikus komplikaciokra fokozottan
hajlamositd betegségek esetén mar a DES-t valasztjak elsé vonalban, pl. DM2-ben [191, 192].
Klinikai adatok alapjan az everolimussal bevont DES megbizhatonak bizonyult AMI-t
kovetden [190], pitvar fibrillacidban [193] és stabil anginaban [189], mivel a lokalisan lassan
eluald gyodgyszer jelentdsen csokkentette a korai adverz események kialakulasanak kockazatat.
Ezzel szemben a BMS beiiltetése utan gyorsabb az endothelizacid, emiatt a sztenttrombozis,
illetve az ISR kockézata is nagyobb lehet [194]. A DES és a BMS hatékonysaga kozotti
kiilonbségeket szdmos betegtanulmanyban vizsgaltdk klinikai paraméterekkel, azonban vagy
nem vizsgaltak kozvetleniil a kiilonbozd sejtaktivacios markerek szintjét [189, 190, 195-198]
vagy a sztentek endothelsejtet aktivald tulajdonsdgainak Osszehasonlitdsakor eltérd
eredményeket kaptak [199-202]. Ezért gondoltuk gy, hogy tovabbi kisérletes adatokra van
szlikség a kétféle koronariasztent endothelsejt funkciot befolyasold hatdsanak és az ISR yj

biomarkerekkel val6 elérejelzésének analizisét illetden.

2.13 Gyogyszeres koronariasztent hatasmechanizmusa a beavatkozas indukalta
endothelsejt aktivacio mérséklésében

Az endothelsejt-aktivacio folyamata egy rendkiviil Gsszetett szabalyozasi mechanizmusa alatt
all, amit szdmos ponton lehet gatolni vagy legalabb mérsékelni [203]. A DES joétékony, ISR-t
megel6z6 hatdsa a lokdlisan egyenletesen felszabaduld gyodgyszernek koszonhetd, aminek
kozvetlen, endothelsejt funkciot befolyasold hatasarol kevés informécio allt rendelkezésre
[194]. Az everolimus egy mTOR inhibitor, amit leggyakrabban immunszuppressziv
gyogyszerként alkalmaznak szervétiiltetésben részesiilt betegeknél, hogy megelézz¢ék a
beiiltetett szerv kilokddését. Simaizomsejtekben a sejtciklus G1 fazisdnak gatlasan keresztiil
antiproliferativ hatasi [204]. Ugyanakkor a fehérvérsejtekre kifejtett gyulladascsokkentd
hatésat is igazoltak: neutrophil granulocytakban csokkentette az IL-8 termelést €s a sejtek TNF-
(rapamycin) szintén csokkenteni tudta HUVEC sejtekben a TNF-a kezeléssel kivaltott VCAM-
1 szintjét az mTORC2 aktivitdsdnak gatlasan keresztiil [206]. Az everolimus endothelsejt

aktivaciot csokkentd hatdsanak lehetséges transzkripcids €s poszttranszkripcids szabalyozd
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mechanizmusait ugyanakkor még kordbban nem vizsgaltak, ezért in vitro ezen cellularis
folyamatokat is modelleztiik.

Az endothelsejtek  génexpresszido  finomszabalyozasaért felelds miRNS-ek
patofiziologiai szerepét vaszkularis betegségekben [207], illetve terapids okokbol kialakult
érfalsiilést kovetden vizsgaltdk mar [184]. Ezek a miRNS-ek hasznos biomarkernek
bizonyultak: a teljes vérben mért miR-1291 és miR-663b mutatta a legnagyobb specificitast
AMI-ban a kontroll személyekkel szemben, mig a keringé miR-25, miR-221 és miR-374b a
STEMI (ST-elevacidval jar6 miokardidlis infarktus) és a NSTEMI (ST-elevaciéval nem jaro
miokardialis infarktus) elkiilonitésében nyujtott segitséget [207]. A miR-133a, miR-155 ¢és a
miR-126 az érfalat érintd kiillonb6zd cellularis és gyulladdsos folyamatokban vannak
involvalva, amelynek koszonhetden potencidlis biomarkerek lehetnek a kardiovaszkularis
korképekben [208, 209]. A korondariasztent mitéteket kovetd neointima képzddésben és az ISR
kialakulasaban is felmeriilt a megvaltozott expressziot mutatd6 miRNS-ek szerepe: a keringd
miR-21 szintje jelentdsen emelkedett, addig a miR-100, miR-143 és miR-145 expresszioja
befolyasoltak [210]. Arrdl viszont kevés informacié all rendelkezésre, hogy mely miRNS-ek
vesznek részt a PCI indukalta endothelsejt aktivacio kialakulasaban. Az endothelsejt aktivacios
markerek (VCAM-1 ¢s E-selectin) kifejez0désének szabalyozasaban a miR-181b szerepét
részben mar masok analizaltak [211], amit in vitro tovabb vizsgaltunk néhany plazma miRNS
biomarker szerepének értékelésével egyiitt.

Az enhanszer RNS-ek (eRNS) a nem-kddoldé RNS-ek csaladjaba tartozik [212]. Az
eRNS-ek azonositasa RNS szekvenalassal torténik, mig ChIP szekvenalassal az aktiv eRNS-
eket jelold markerek (H3K27Ac) és az RNS polimeraz I miikodése igazolhato [212]. Az eRNS-
ek a DNS enhanszer régidirdl keriilnek atirasra és a gének transzkripcidjat szabalyozzak. Az
aktiv eRNS-ek az RNS polimeraz II-vel kapcsolodnak ssze, transzkripcids és inicializacios
faktorokat ,,toboroznak” a promoter régidhoz, ezaltal fokozhatjadk a gének transzkripciojat.
Erdekes modon az enhanszer szekvenciak akér tobb tizezer nukleotid tavolsagra is lehetnek a
kodold szekvencidktol az 5° végen [212, 213]. A szekvendldsi adatok az NCBI GEO
adatbazisaban elérhetdk és meghatarozott génekre fokuszalva ujra analizalhatok [214]. Ezt
vizsgalataink soran mi is megtettiik korabbi TNF-a-stimuldlt és kontroll HUVEC sejtek
adatainak felhasznaldsaval, hogy értékelni tudjuk a VCAM-1 és E-selectin receptor TNF-a,
valamint everolimus medialt transzkripcios szabdlyozasat az altalunk kezelt endothelsejt

kultaraban.

39



nagyb80 156 23

2.14 Kronikus léguti gyulladas altal kivaltott bronchialis epithelsejt diszfunkcio cisztas
fibrozisban

A kronikusan fennélld gyulladasos stimuldcioknak kitett epithelsejtek vizsgalatara az egyik
betegségmodell a cisztas fibrozis (CF). A CF vagy régies néven mucoviscidosis a leggyakoribb
életet lerdviditd, autoszomalis recessziv Oroklédésmenetet mutatd betegség a kaukazusi
populacidban, aminek incidencidja kb. 1:2000-1:3000 kozé tehetd [215]. Az eurdpai
populdcidban a hordozdk, vagyis az egészséges heterozigotak aranya kb. 4% [216]. A 7-es
kromoszoéma hosszu karjan talalhatdo nagy méretii, kb. 200.000 bazisparbol all6 CFTR gén
kodolja az 1480 aminosavbol felépiil6 CFTR-csatornat, és a gén két koros varidnsanak egyiittes
jelenléte okozza a CF betegséget. A CFTR funkciojat tekintve egy cAMP fiiggd Cl/ HCO3-
ioncsatorna, amely a polarizalt epithelsejtek apikalis membranjan helyezkedik el. A szervezet
kiilonbozd szoveteiben expresszalodik, tobbek kozott a tiidoben, a verejtékmirigyekben, a
hasnyalmirigyben és az onddvezetékben [215].

A CFTR génnek eddig tobb, mint 2000 mutacidjat irtak le, és bar nem mindegyikének
ismert a klinikai kdvetkezménye, koziiliik legalabb 1500 bizonyitottan patogén [217]. A legtobb
mutacid igen ritka eléfordulast mutat, vildgszerte csak kb. 20 CFTR génmutéci6 éri el a 0,1%-
os gyakorisagot [216]. Az eurodpai, koztiik a magyarorszagi betegpopulécioban a leggyakoribb
CFTR varians a p.Phe508del (F508del, a régi ndomenklatira szerint delta-F508), amelyet
hazankban a betegek kb. 80-85%-a hordozza homozigéta vagy Osszetett (,,compound”)
heterozigdta formaban [217]. Ennek a mutacionak a 1ényege egy 3 bazispart érinté delécio a
vezet.

A kilonbozd CFTR mutaciok eltéré mértékben okozhatjdk a CFTR-csatorna
mennyiségi €s/vagy mindségi zavarat, ami alapvetéen befolyasolja a klinikai tiinetek
spektrumat és a Dbetegség sulyossagat [218]. A CFTR mutacidkat funkcionalis
kovetkezményének mechanizmusa alapjan jelenleg 7 alosztalyba soroljuk: az 1. és V. osztaly
mutacidi: a CFTR-csatorna csokkent mennyisége, pl. fehérjeszintézis zavara (korai stop kodon,
csokkent transzkripcio stb.), a II. osztaly mutacidi: a CFTR fehérje karosodott poszttranszlacios
modositds és a sejtmembranba torténd transzportja, a III-IV. osztaly mutdcioi: zavart csatorna
nyitasi frekvencia, illetve koros konduktancia normalis mennyiségti CFTR-csatorna mellett, a
V1. osztaly mutacioi: fokozott lebomlas miatti instabil CFTR, és végiil a VII. osztaly mutacioi:
a CFTR mRNS hianya [219].

A csokkent CFTR funkcid a Na®, a Cl- és a HCO;3 szallitasi zavarahoz vezet az

epithelsejtekben, amelynek kovetkeztében a kiilsd elvalasztast mirigyek epithelidlis felszinén,
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igy a légutakban, a gasztrointesztinalis és az urogenitalis traktusban megvaltozik a szekrétumok
mindsége, ¢€s az érintett szervek funkcionalis karosodasdhoz vezet (13. abra). A koros CI™ és
viztranszport, valamint a HCO;3™ szekrécido zavara mellett a szekrétumok dehidracioja és
csOkkend pH-ja is fontos részét képezi a 1éguti betegség patomechanizmusanak [220, 221]. A
savas kozegben a léguti valadékban 1év6 mucinok Osszecsapzédnak CF-ben, ami a
viztartalomtdl fliggetleniil is nagy mértékben rontja a 1égutak ontisztuldsi mikddését [215].

A betegség progndzisat, az életmindséget és a mortalitast leginkadbb a tiidébetegség
sulyossaga hatarozza meg, amelynek folyamatai mar csecsemdékorban elkezdédnek [222]. A
dehidralt, viszkozus valadék eleinte kisléguti obstrukciohoz vezet, emellett kedvezd
kornyezetet teremt kiilonb6zd korokozok megtelepedésének. A leggyakoribb korokozo fiatal
korban a S. aureus, az életkor elérehaladtaval pedig a progressziot nagymértékben fokozo P.
aeruginosa kolonizaci6 valik egyre gyakoribba [222]. A bakterialis fert6zés gyulladast indukal,
amit massziv neutrophil granulocyta bedramlas, valamint a gyulladasos citokinek, ugy, mint az
IL-8, IL-6 és TNF-a fokozott expresszioja jellemez. A TLR-ek szamos bakterialis termék, pl.
LPS felismerése révén az NF-kB jelatviteli utvonalon keresztiil kézvetitik a gyulladdsos
aktivaciot [223]. A kronikus léguti gyulladas végsdsoron a horgdk, majd a tiidészovet
karosodasahoz vezet, és ez idOvel 1égzési elégtelenséget, valamint a tiidéfunkcid végleges

leromlasat okozza [224].

Molekuldris defektust célzo kezelések Tineti kezelések

<&
<

v

@ Destruktiv ciklus - @ Progressziv funkcidvesztés

@ A léguti felszini
@ folyadékréteg csokkent
Abnormalis Cl- permeabilitas viztartaima; Bakterialis fertézés
S

Megva’ltozon iontranszport siril Iéguti valadék  Gyylladas és hegeseds:
@) Defektiv Valadékdugb és
CFTR protein . bronchiectasia

(1) Két defektiv CFTR gén
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13. abra A tiidébetegség kialakuldsanak kéroki folyamatai cisztas fibrézisban. A CFTR defektus a léguti
hamfelszinen 1évo folyadékréteg megvaltozott Osszetételének koszonhetden karositja a légutak tisztulasat és
kedvezo feltételeket teremt a korokozok megtelepedésének, ami kronikus 1éguti gyulladashoz, végsdsoron szdveti
karosodashoz és progressziv funkcioromlashoz vezet. A folyamat elején beavatkozd, a molekularis defektus
helyreallitasara torekvé CFTR-specifikus terapidk megelozhetik a végstddiumt tiidGbetegséghez, a
tiidofibrozishoz vezetd progressziot. Forras: De Boeck és Amaral 2016-o0s dsszefoglalo kdzleményébdl adaptalva
[224].

Meggy06z6 adatok utalnak arra, hogy a CF-re jellemzd fokozott gyulladasos valasz a
légutakban nem kizarolag szekunder modon, tehat infekciok hatdséara alakul ki, hanem szerepet
jatszanak a defektiv CFTR-hez kothetd proinflammatorikus folyamatok is. A CFTR
NO szintézis az alsé 1égutakban, antiinflammatorikus €s antioxidans mechanizmusok csékkent
milkddése, valamint a macrophagok gatolt sejtold aktivitdsa [223]. Ezen tulmenden az
epithelsejtekben a MAPK fehérje és az NF-kB-dependens jelatviteli utvonalak fokozott
aktivitasa is jellemz6 [225]. Hunter és munkacsoportja korabban kimutatta, hogy a vad tipusu
CFTR-csatorna — eddig még nem pontosan ismert mechanizmussal — gatld hatast fejt ki a
bazélis és a TNF-a altal indukalt NF-kB ttvonal aktivitasra a léguti epithelsejtekben, mig a
CFTR-csatorna szelektiv funkcié gatlasa jelentdsen novelte az NF-kB jelatvitel aktivitasat.
Mindezek alapjan a CFTR fehérje gyulladdscsokkentd hatasanak kifejtéséhez az ¢ép
csatornafunkcioja latszik sziikségesnek [226]. Ennek is kdszonhetd, hogy az igen hamar
jelentkez6 pulmonadlis fertdzések hatdsara a normalisnal intenzivebb gyulladasos valasz alakul
ki, amit a neutrophil granulocytdk dominancidja és a tiidokarosodéassal Osszefliggd fokozott
neutrophil elasztaz (NE) aktivitas jellemez [225].

Az WFDC (whey acidic protein four-disulfide-core) proteincsalad kis méretti fehérjéket
foglal magaban, amelyek kiilonb6zd, rendszerint protektiv funkciot latnak el, ugy, mint
antiproteaz, antibakterialis, vagy gyulladascsokkentd tulajdonsagokkal birnak [227]. A tiid6ben
nagy mennyiségben expresszalddnak, igy a tiidd homeosztazisanak fenntartdsdban és a
proteolitikus hatdsok elleni védelemben jatszhatnak szerepet [228]. Jelenleg 18 WFDC altipus
ismert, amelyek koziil az SLPI-t vagy masik néven WFDC4-et az epithelidlis sejtek és az
aktivalt macrophagok termelik, és gyulladdscsokkentd hatast fejt ki a monocytékra, tovabba
semlegesiti a NE-t és az IL-8-at, valamint fékezi a neutrophilek bedramlasat [229]. Az Elafin
(WFDC14) szintén a léguti epithelsejtekben és az aktivalt makrophagokban expresszalodik, €s
képes a P. aeruginosa-t opszonizalni in vitro [229].

A HE4 (masnéven WFDC2) fehérje expresszidjat szamos egészséges €s malignus

szovetben eldzetesen kimutattdk [230]. A klinikumban els6ként ovariumdaganatban [231],
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majd endometrium carcinomdban [232] és tiidétumorban [233] vizsgaltdk tumormarkerként. A
CF-es tiiddObetegség ¢és a fokozott HE4 expresszid potencidlis kapcsolatara egy olyan korabbi
tanulmany hivta fel a figyelmiinket, amelyben immunhisztokémiai festéssel emelkedett
epithelidlis HE4 expressziot mutattak ki CF-es betegek tiiddbiopszids mintdiban [228]. Azt
viszont nem vizsgaltdk, hogy a légati hamban a HE4 fehérje fokozott termelddésének mi a
mechanizmusa ebben a betegségben, ezért CF-es bronchialis epithelsejt kulturdban analizaltuk

a HE4 expresszi6 intracellularis koriilményeit in vitro.

2.15 Uj biomarkerek tesztelése CFTR modulilé kezelésben részesiil6 cisztas fibrézisos
betegekben

A CF diagnézisanak alappilléreit a klinikai gyanu felismerése (klinikai tiinetek, csaladi
anamnézis ¢s/vagy az ujsziilottkori szlirés pozitiv eredménye alapjan) és a CFTR diszfunkcio
bizonyitasa jelenti. Ez utobbi igazolhatd koérosan magas verejtékklorid koncentracio (> 60
mmol/L) két, egymas utani iddpontban térténd mérésével, illetve két transz-helyzetli patogén
CFTR mutaci6 azonositasaval [234]. Mara hazankban is rutinszeriien torténik a teljes CFTR
gén szekvenalasa, ami > 98%-o0s szenzitivitassal képes detektalni a koros allélpart [235]. A
mutacidanalizis kiemelt szerepet kapott nemcsak a végsd diagnozis felallitasaban és a
prognozisbecslésben, hanem az Uj mutacidspecifikus gyogyszeres kezelési lehetdségek
kivalasztasaban is [236].

A kezelési stratégiak az elmult évtizedben olyan gydgyszeres lehetdségek irdnyaba
fordultak, amelyek a rezidudlis CFTR aktivitdssal jar6 mutaciok egy részénél képesek fokozni
a mikodé CFTR-csatorna mennyiségét a sejtmembranban (korrektorok), vagy javitani a
sejtfelszinre mar expresszalt CFTR ioncsatorna funkcidjat (potencidtorok) [237]. A CFTR
potenciator ivacaftor (Kalydeco®) a kloridcsatorna nyitasi frekvenciajat fokozza, igy
eredményesen alkalmazhatdé a III. osztalyu, un. kapumutaciét (pl. G551D, p.Gly551Asp)
hordoz6 CF-es betegekben [238]. A CFTR korrektorok, mint példaul a lumacaftor, tezacaftor
vagy elexacaftor a csatornafehérje intracellularis érési folyamatat és a sejtfelszinre vald
kijutasat fokozzak. A CF-es betegek tobbsége altal hordozott p.Phe508del mutécid esetén a
CFTR defektus molekularis mechanizmusa Osszetettebb, amelyben a fehérje érési folyamatai,
ritkdbb csatornanyitas és a fokozott , turnover” is szerepet jatszik [237]. igy nem volt igazan
meglepetés, hogy sem az ivacaftor, sem a korrektorok onmagukban nem voltak kellden
hatasosak ezekben a betegekben. Ugyanakkor egy korrektor és egy potencidtor molekula
kombinalt alkalmazdsa mar hatasosabb kezelési lehetdséget jelentett [239-241]. A
lumacafior/ivacaftor (Orkambi®) [239] vagy a tezacaftor/ivacafior (Symdeco®) a p.Phe508del
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homozigota  betegekben  [240], mig a legljabb  harmas  kombinicid, a
tezacaftor/elexacaftor/ivacaftor (Kaftrio®) [241] mar a CF-es betegek tobbségét kitevod
p.Phe508del 0Osszetett heterozigéta genotipus esetén is hatdsosnak bizonyult. A CFTR
modulatorok korai, még a kifejezett strukturdlis horgd- és tiiddkarosodas bekovetkezte eldtt
torténd bevezetése jelentdsen lassitja a tiidObetegség progresszidjat, csokkenti a 1éguti akut
exacerbaciok, a korhazi kezelések és az antibiotikum kezelések gyakorisagat, rdadasul az
extrapulmonalis kdvetkezményeket is mérsékli, tobbek kozott javitja a betegek taplaltsagi
allapotat [238-241].

A CF-es betegek nyomon kovetesére mikrobioldgiai, radiologiai, 1égzésfunkcios és
laboratériumi vizsgélatok allnak rendelkezésiinkre. A tlid6betegség eldrehaladasat egyik
legjobban jelzd, leggyakrabban hivatkozott paraméter a 1éguti obstrukcié mértékét kifejezd
FEV: (,forced exspiratory volume in 1 sec”, az elvart érték %-aban kifejezve), amelyet
spirometriaval mérnek. A FEV % csokkenése prediktiv értékkel bir a pulmonalis exacerbacio,
a bakteridlis kolonizacio, és az esetleges elhalalozas elérejelzésében, mig csokkent értéke jol
korreldl a tiidébetegség progresszidjaval [242]. Ugyanakkor a FEV: %-os értéke fiatal CF-es
betegekben, valamint enyhe tlidéérintettség esetén nem elég érzékenyen koveti az
intrapulmonalis folyamatok valtozasait és bizonyos terdpias beavatkozasok hatékonyséagat,
raadasul kisgyermekeknél a spirometria sok esetben technikai nehézségekbe is titkdzhet [242].
A CFTR modulator kezelések alatt a verejték klorid koncentracio gyors csokkenése igazolja a
javulé CFTR funkciot [238]. Elegendé mennyiségii verejtékminta gyiijtése csecsemdkorban
azonban Ujabb technikai nehézséget jelenthet. A verejték klorid koncentracié mérés értékelését
raadasul neheziti a nagymértékii intra- és interindividudlis variabilitas [243]. Korabbi CFTR
potenciator kezelések hatasossagat vizsgalo tanulmanyok post-hoc analizise soran arra jutottak,
hogy a verejték klorid koncentracié valtozasai populacios szinten ugyan Osszefliggtek a
1égzésfunkciods valtozasokkal, de egyéni szinten nem josoltdk meg a CFTR modulator kezelés
hasznossagat [244].

Tekintettel arra, hogy a CF-es léguti betegség patomechanizmusanak alapvetd
folyamatait a kronikus 1éguti gyulladés jelenti, a betegség kovetésének egyik fontos lehetdségét
adhatja a gyulladasos mediatorok detektaldsa vérbdl vagy a léguti felszinrdl szarmazé (kopet

¢s/vagy bronchoalveolaris moséfolyadék, BALF) mintakbo6l (14. abra).
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Kopet:

NE

YKL-40 BALF:
HMGBI1 NE

IL-8 NE-APC
SLPI YKL-40
Elafin IL-8
Resistin

miR-17-92

/" Szérum/plazma:\

CRP

NE
sCD14
Calprotectin
MPO
YKL-40
HMGBI1
sTREM-1
MMPS8
MMP9
IGF-1
Rezisztin

\ SAA /

14. abra A kopet, a BALF és a szérum/plazma mintikban mérhetd, a CF-es tiidobetegség, illetve az ahhoz
tarsulo gyulladdsos folyamatok kovetéséhez ismert biomarkerek a HE4-es vizsgalataink el6tt. BALF:
bronchoalveolaris lavage folyadék, miR: mikroRNS, NE: neutrophil elasztdz, NE-APC: neutrophil elasztaz
antiproteaz komplex, HMGB1: high mobility group box 1 protein, SLPI: secretory leukocyte protease inhibitor,
CRP: C-reaktiv protein, sCD14: szolubilis CD14, MPO: myeloperoxidaz, sSTREM-1: soluble triggering receptor
expressed on myeloid cells-1, MMP-8,-9: matrix metalloproteinaz-8,-9, IGF-1: Insulin-like growth factor 1, SAA:
serum amyloid A, YKL-1: Chitinase 3-like 1. Az 4dbra a Biorender.com program alkalmazasaval késziilt.

Az elmult két évtizedben szamos klinikai tanulmany jelent meg azzal kapcsolatban,
hogy a fenti folyamatokra érzékeny és specifikus biomarkerek mennyire alkalmasak a
pulmonalis gyulladds korai detektaldsara ¢és eldrejelzésére [245]. A légutakban kordbban
fokozott pozitivitast mutatd6 HE4 fehérjét [228] viszont munkacsoportunk elétt még nem
vizsgaltdk gyulladasos biomarkerként, hogy miként véltozik a szintje a keringésben, ¢és vajon

koveti-e a kiilonb6zé CFTR modulalé gyodgyszerek hatasat CF-ben.
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3 CELKITUZESEK

Tudoményos munkam célja az volt, hogy nagy betegpopulacidkat érintd akut, illetve kronikus
gyulladassal jar6 korképekben megvizsgaljuk a kiillonbozé sejttipusokban lejatszodo
intracellularis folyamatokat, amelyek koros sejtaktivaciohoz ¢és akar diszfunkcidhoz
vezethetnek, igy befolydsolva a betegség lefolydsat ¢s kimenetelét. Vizsgalataink
kozéppontjaban a vérlemezkék, az endothelsejtek €s a léguti epithelsejtek miikddése allt,
amelyek szdmos gyulladasos és metabolikus mediator altal aktivalodhatnak (15. abra). Ezen
sejtes valtozasokat kivantuk modellezni in vitro kisérletsorozattal sejtkulturat vagy egérmodellt

haszndlva, tovabba ex vivo betegmintak analizisével 0j biomarkereket értékeltiink.

@ Magas HE4 expresszi6 a
&) léguti epithelsejtekben és a
CFTR modulatorok

Bakterdlis ——— ) @

szepszisben

) &

Siird légati kovetése cisztas

sladé o aktivalodott o Vérrsg
véladék \(\ fibrézisban Y, vérlemezkék és @Mﬁ &/
& —F > moduldt
°° endothelsejt
HEs \ \ diszfunkcié
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glikacios folyamatokkal

1\ Obezitashoz @
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@ l PKCB szerepe a
thrombocyta aktivacio
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Diszlipidémia
érelmeszesedéssel

Reaktiv thrombocytdk \ |

Aktivlédott PKCO termel6dése diabeteses \ |
vérlemezke csontvelében |

(¢ f A anat

15. abra A disszertacioban bemutatasra keriilé kiillonbozo vizsgalatsorozatok képes osszefoglaloja. Hat
eltér6é korképben vizsgaltuk a gyulladas hatdsara kialakult sejtaktivacidos mechanizmusokat, amelyek egyrészt
cellularis diszfunkciohoz vezettek, masrészt olyan RNS szintii, illetve fehérje expresszio valtozasokkal jartak
egyiitt, amiket 01j biomarkerként ex vivo betegmintédkban is analizaltunk az adott korkép stllyossaganak kovetésére.
A szamok az egyes témak ismertetési sorrendjét jelolik. Az dbra a Biorender.com program alkalmazésaval késziilt.
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A kovetkezd tudomanyos kérdésekre kerestem a valaszt az alabbi vizsgalatok elvégzésével:

1) Hogyan vesz részt a PKCO izoenzim a thrombocyta aktivacioban?

Vizsgaltuk a PKCO foszforilaciot kiillonbozd agonistakkal indukalt thrombocyta aktivacid
utan, tovabba értékeltiik a vérlemezke aggregaciod, az allbp3 integrin aktivacid ¢és az a-
illetve d-granulum szekrécié mértékét a PAR és GPVI receptor aktivaciot kovetden.

crer

a Syntaxin-4 ¢és az ERK foszforilacion keresztiil.

Egérmodellben értékeltiikk a thrombocyta PKCO hidnyanak hatasat az in  vivo

vérrogképzodésre FeCls-indukalta carotis sériilést kdvetden.

2) Milyen miRNS-fiiggd mechanizmusok modulaljak a thrombocyta P2Y12 és P-selectin

receptorok expressziojat DM2-ben?

Ertékeltiik a vérlemezkék aktivaltsagi allapotat DM2-ben és egyben kvantaltuk néhany

crer

plazma mintdkban dsszehasonlitva obez és egészséges kontroll mintakkal.

Modelleztiik a diabeteses csontveldi korliilményeket kétféle megakaryocyta sejtvonalon, és
analizaltuk a hiperglikémia kozvetlen hatasat a thrombocyta és megakaryocyta miRNS-ek

¢s cél mRNS-ek (P2RY 12 és SELP) szintjére.

Igazoltuk a miR-26b és a miR-140, valamint a SELP mRNS kozotti direkt funkcionalis
kapcsolatot, illetve ellendriztiik a koros miRNS expressziok vonatkozasaban a DM2-ben

megvaltozott Dicerl szintjének szerepét megakaryocyta sejtkulturadban.

3) Milyen mértékben emelkedik a vérlemezkék aktivaltsagi allapota obezitasban, és a

P2Y12 receptor medialt szignalutvonalnak ebben milyen szerepe van?

Osszefiiggéseket kerestiink a thrombocyta aktivacio specifikus biomarkerek szintje és az
obezitassal egyiitt jar6 nagyobb carotis intima-média vastagsdg (IMT), valamint egyéb

korai atherosclerosis rizikofaktorok kozott.
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Normal és kétféle magas zsirtartalmu diétan tartott LDL-receptor hidnyos, illetve vad tipust
(WT) egerekben értékeltiik a kiillonbozd thrombocyta agonistakkal indukalt vérlemezke

aggregacio, az allbp3 integrin aktivacio, és az a-, valamint 5-granulum szekrécio eltéréseit.

Elemeztiik a P2Y12 receptor medialt utvonal kozvetlen szerepét a koros vérlemezke
reaktivitdsban a receptor direkt blokkoldsan, illetve a TXA, szintézis gatlasan keresztiil,
valamint vizsgaltuk a thrombocyta ERK ¢és Akt foszforildcid valtozasat az eltérd

hiperkoleszterinémias allapotokban.

4) Hogyan tudjak a megakaryocyta-thrombocyta eredetii miRNS-ek a koros vérlemezke

aktivaciot eldsegiteni, mig a tualzott mértéki endothelsejt aktivaciot mérsékelni

szepszisben?

Vizsgaltuk a kiillonb6zd tipustt LPS-ek thrombocyta aktivald hatdsat in vitro, tovabba
elvégeztik a szeptikus betegek ex vivo vérlemezkéiben a miRNS-profil analizisét
Osszehasonlitva egészséges kontrollok mintaival, és egyben értékeltiik az Gsszefliggést a
thrombocyta miR-26b expresszidja €s a betegség sulyossaga, valamint a haldlozasi adatok

kozott.

Modelleztikk a szeptikus csontvel6i koriilményeket LPS-sel és TNF-a-val kezelt
megakaryocyta sejttenyészetekben, és RNS szekvendlassal analizaltuk a génexpresszios
valtozasokat, valamint detektaltuk a Dicerl enzim expresszidjanak valtozasat a szeptikus

vérlemezkékben és az LPS-stimuldlt megakaryocytakban.

Vizsgaltuk a szepszises plazmamintdkbol izolalt vérlemezke-eredetti mikropartikulak
internalizacidjat az endothelsejt kultardkba és egyben megfigyeltiik, hogy az igy bejutott
thrombocyta miR-223 hogyan befolyasolta az endothelsejtek ICAM-1 expressziojat és a

leukocyta adhézidt in vitro.

48



nagyb80 156 23

5) Vajon a gyogyszeres koronariasztent (DES) milyen mértékben okoz sejtaktivaciot a
fémsztenthez (BMS) viszonyitva, tovabba a felszabadulo everolimus milyen

hatasmechanizmus révén képes csokkenteni az endothelsejt aktivacio mértékét?

e Osszehasonlitottuk BMS, illetve DES korondria implanticioban részesiilt stabil anginas
a parhuzamosan mért keringd miRNS-ekkel, tovabba ellendriztiik, hogy mely paraméterek

szintje mutatott szoros dsszefliggést a 6 honapon beliil kialakult ISR-rel.

e A koronariasztentelés okozta gyulladdsos folyamatokat kétféle endothelsejtvonalon is
modelleztiik, valamint vizsgéltuk az E-selectin és a VCAM-1 receptorok expresszidjat in
vitro ¢és értékeltiik az everolimus gyulladdscsokkentd hatasat az NF-«kB ttvonal aktivacion

keresztiil.

o Vizsgéltuk a SELE és VCAMI gének expresszidjat transzkripcios szinten az enhanszer
RNS-ek expresszid valtozasan keresztiil, tovabba meghataroztuk a poszttranszkripcios
szabalyozasaért felelds miR-181b szintjét endothelsejtekben everolimus jelenlétében és

hianyéban.

6) A szérum/plazma HE4 vajon alkalmas uj diagnosztikai és kovetéses biomarker cisztas
fibrozisban, és milyen intracellularis folyamat hogyan segiti el6 a fokozott HE4
expressziot a CF-es 1éguti epithelsejtekben?

o Kezelésben még nem részesiilt CF-es betegpopulaciok szérummintdiban megmértiik a
HE4 koncentracidkat és 6sszevetettiik nem CF-es tiidobetegek és egészséges kontrollok
sulyossagéaval (FEV1 %), és egyéb befolyasolo tényezdkkel.

o Kezelés eldtti és alatti plazma HE4 szintek mérésével nyomon kovettik a CFTR-
specifikus ivacaftor (Kalydeco®), illetve lumacaftor/ivacaftor (Orkambi®) kezelés alatt
allo CF-es betegek klinikai allapotat a 1¢gzés- és vesefunkcid figyelembevétele mellett.

e Megvizsgaltuk a F508del-CFTR-t expresszald CF-es bronchoepithelialis (CFBE) 410
sejtekben a HE4 expressziot a wt-CFTR-t expresszalo CFBE 410" kontroll sejtekhez
képest, tovabba analizaltuk a CFTR-csatorna funkci6 direkt hatasat a HE4 expressziora,
¢s egyben igazoltuk ebben a folyamatban az NF-kB jelatviteli utvonal kozvetitd

szerepét.
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4 ANYAGOK ES MODSZEREK

A disszertacid alapjaul szolgdlo 17 kozlemény koziil 3 dsszefoglalod (,,review”) cikk mellett a
14 eredeti tudoméanyos kozleményben szdmos metodikat alkalmaztunk az ex vivo klinikai
mintamérések és az in vitro sejtkultiras, valamint allatmodelles kisérletek elvégzése érdekében.
A hasznalt laboratoriumi modszereket nem kozleményenként elkiilonitve, hanem egységesitve

mutatom be, mivel szdmos technikai atfedés volt az egyes tanulmanyok kozott.

4.1  Betegek és kontrollok bevalogatasa

A kiilonbdzd ex vivo klinikai vizsgalatokhoz a periférids vérmintakat foként a Debreceni
Egyetem klinikai egységeibdl gytijtottiikk ossze, de kollaboracios partnereink révén mas hazai
egyetemekrdl és korhazakbol, valamint kiilfoldi centrumokbdl is kaptunk mintakat. A DM2-s
tanulmanyban 28 DM2 ¢és 19 azonos korti és nemli nem diabeteses obez beteg mintdiban
vizsgaltuk a vérlemezke aktivacio mértékét és az ezt befolyasold6 miRNS szinteket. Az
obezitasban tortént thrombocyta aktivacid vizsgalatba Osszesen 154 obez beteg mintait
dolgoztuk fel. A hipertdnia definidldsa a U.S. National Heart, Lung and Blood Institute altal
kiadott JNC7 iranyelv alapjan tortént, miszerint a vérnyomas értéke > 140/90 Hgmm volt
¢s/vagy vérnyomascsokkentd gyogyszeres kezelés allt fenn. A DM2 diagndzisa az American
Diabetes Association 2004-es kritériumrendszere alapjan keriilt megallapitasra, az ¢homi
gliikozszint > 7,0 mmol/L, vagy inzulin és/vagy ordlis antidiabetikumok szedése tortént. A
diszlipidémia diagndzisa a vizsgalatunk idején hasznélt iranyelvek szerint tortént: az
emelkedett ¢homi 6ssz koleszterinszint (> 5,2 mmol/L), az LDL-koleszterin koncentracié (>
3,4 mmol/L), és/vagy a lipidcsokkentOk rendszeres haszndlata alapjan. Az inzulinrezisztencia
szdmitottuk ki: HOMA-IR=gliik6z (mmol/L) x inzulin (mU/L)/22,5 [246], mig a Plazma
atherogén index (PAI) az aldbbi képlettel keriilt meghatarozasra: log(triglicerid
(mmol/L)/HDL-koleszterin (mmol/L)) [247]. Kizarasi kritériumok kozé tartozott a stilyos akut
gyulladasos, daganatos, autoimmun, valamint a heveny kardiovaszkularis megbetegedés és
trombotikus szovédmények jelenléte, valamint a terhesség. A DM2-ben ¢és obezitdsban
szenvedd betegek kivalasztdsdban és a mintdk eljuttatdsaban Dr. Kaplar Miklos és Dr.
Csongradi Eva (DE Belgyogyaszati Intézet) nyujtott segitséget. A carotis IMT meghatarozasa
a klinikus kollégak (Dr. Magyar Mdria Tiinde, Dr. Olah Laszl6, DE Neurologiai Klinika) altal

keriilt elvégzésre.
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A szepszissel foglalkozo két tanulmanyunkba Osszesen 34 szeptikus beteget valogattunk
be. A szepszis és szeptikus sokk diagndzisa az American College of Chest Physicians/Society
of Critical Care Medicine Consensus kritériumai alapjan tortént [248]. A mintavétel a betegek
intenziv osztalyra valo bekertilésiiktdl, illetve a szepszis diagnozis felallitasatol szamitott 24
oran beliil tortént, hogy a kombinalt gyulladascsokkentd, antimikrobialis, antikoagulans,
esetenként thrombocyta funkciogatlo kezelés még ne tudja érdemben befolyasolni a vizsgalt
thrombocyta funkciot, és ezen keresztiil a vérmezke RNS expressziot. A klinikai SOFA-score
(,,Sequential organ failure assessment”) pontértékét és a 28-napos mortalitasi adatokat a
kezeldorvosok dokumentaltak. A betegek bevélogatasaban segitséget nyujtott Dr. Nagy
Gyorgy, Dr. Kerekes Gyorgy, Dr. Halmi Sandor és Dr. Griger Zoltan (DE, Belgyogyaszati
Intézet), Dr. Berhés Mariann (DE, Anesztezioldgiai és Intenziv Terapids Klinika), és Dr. Sziics
I1dik¢6 (DE, Tiidéklinika).

A két eltérd korondriasztent-betiltetés hatdsanak dsszehasonlitdsdhoz ugyanolyan tipust
BMS (n=28) (Integrity®, Medtronic, Minneapolis, MA, USA) vagy everolimus gyogyszerrel
bevont DES (n=21) (Xience®, Abbott Vascular, Santa Clara, CA, USA) sztentet kapott
betegeket valogattunk be. A sztent tipusatol fiiggetleniil minden beteg 100 mg aszpirin, 600 mg
clopidogrel és 100 IU/ testtomegre (kg) szamitott nem-frakciondlt heparin kezelésben részesiilt
az operaci6 alatt. A sztentelés utan a betegek 75 mg/nap clopidogrelt kaptak a BMS beiiltetés
esetén 1 honapon keresztiil, mig DES esetén 1 évig, ami az 1. honap végéig tartd betegkovetést
nem befolyédsolta. A betegek bevalogatisaban Dr. Sziik Tibor nyujtott segitséget (DE,
Kardiologiai Intézet).

A harom cisztas fibrézisos klinikai tanulményunk koziil az elsdbe Osszesen hat
magyarorszagi CF centrumbo6l (Debreceni Egyetem, Gyermekgyogyaszati Intézet, Debrecen;
Kenézy Gyula Megyei Korhaz, Debrecen; Szent-Gyorgyi Albert Tudomanyegyetem,
Gyermekgyogyaszati Intézet, Szeged; Heim P4l Gyermekkoérhaz, Budapest; Petz Aladar
Megyei Korhaz, Gydr; Markusovszky Lajos Megyei Korhaz, Szombathely) 77 gyermekkort
(18 ¢év alatti) CF-es beteget, valamint fiiggetlen kohorszként egy pragai kdzpontbol
(Department of Pulmonology, Charles University, Praga, Csehorszag) 0sszesen 57 cseh felnott
CF-es beteget valogattunk be. Mivel a vizsgalataink ideje alatt hazankban akkor még CFTR
specifikus gydgyszerek nem voltak elérhetdk, ezért kénytelenek voltunk kiilf61di kollaboracidk
keretén beliill mintat igényelni a HE4 tovabbi tesztelése érdekében. Az ivacaftor kezelés
hatékonysagat a HE4-en keresztiil 60 CF-es beteg mintdinak segitségével értékeltiik, akik olyan
nagy klinikai vizsgélatokban szerepeltek, mint az amerikai GOAL- és az ir CORK-tanulmany,

illetve bevontunk helyben kezelt ausztral klinikai eseteket is (Adult CF Centre at The Prince
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Charles Hospital, Brisbane, Ausztralia). A lumacaftor/ivacaftor kezeltek koziil 68 f6 mintajat
dolgoztuk fel, akik a PROSPECT-tanulmanyban szerepeltek. A betegek fagyasztott mintait a
Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics (CFFT) Biorepository (Bethesda, MD, USA)
biobankbol kaptuk tovabbi vizsgéalatra. Az egyes CF-es betegcsoportokban a verejték klorid
koncentracié a Sweat-Chek Conductivity Analyzer (Wescor, Logan, UT, USA) segitségével
keriilt meghatarozasra az egyes centrumokban. A magyar betegek CFTR mutacidinak
detektalasa az Elucigene CF29v2Kit (Tepnel-Diagnostics, Manchester, Egyesiilt Kiralysag)
alkalmazasaval tortént, kiegészitve a CFTRdele2,3 (21kb) ,,szlav” mutacid vizsgalataval
Sanger-szekvenalassal. A bevalogatott cseh felnétt CF-es betegek genotipusanak
meghatdrozasara Elucigene EU v3 assay-t (Tepnel-Diagnostics) és MLPA kitet (MRC-Holland,
Amszterdam, Hollandia) hasznaltak. Harom magyar CF-es betegtdl és harom nem-CF-es
recidiv bronchitistél szenvedd betegtdl horgdnyalkahdartya biopszids mintavétel tortént
diagnosztikus bronchoscopia soran (Dr. Bene Zsolt, DE, Gyermekgyogyaszati Intézet). Az
utdbbi kontroll csoportban a bronchoscopidra a zihdld epizodok hatterének tisztazasa és a
centralis 1éguti sziikiilet kizarasa céljabol keriilt sor.

Az ¢életkorban és nemben illesztett egészséges kontrollok mintéit a Debreceni Egyetem
kiilonbozd intézeteinek Onkéntes munkatarsai biztositottak. A DM2-s tanulményba 23 kontrollt,
az obezitassal foglalkozo vizsgéalatba 62 f6t, a szepszises vizsgalatunk 34 személyt vontunk be.
Kizarasi kritériumok koz¢é tartozott barmilyen gyulladdsos, daganatos, autoimmun,
kardiovaszkularis betegség, valamint a terhesség és az akut trombozis. A CF-es betegek
kontrolljaként egyrészt nem CF-es tiidObetegeket vontunk be (n=94), masrészt 117 (enyhe
fertézésben szenvedd) klinikai kontrollt. Minden bevont beteg ¢és kontroll személy irasbeli

belegyezd nyilatkozatot toltott ki, hogy részt vesz az adott vizsgalatban.

4.2  Egérmodellek

A PKCO ™ és a C57BI/6 WT egerek, valamint az LDLR ™~ és az ahhoz tartoz6 C57B1/6 WT
egerek a The Jackson Laboratory-bol (Bar Harbor, ME, USA) keriiltek beszerzésre. Az elébbi
egértorzseket a Temple Egyetem Kozponti Allathdzaban (Philadelphia, PA, USA) tartottuk
fenn, mig az utobbiakat a Jefferson Egyetem Kozponti Allathazdban (Philadelphia, PA, USA)
nevelték fel. Mindkét egérmodell esetén a kisérletek el6tt az adott Allathaz biztositotta az
allatok genotipusanak ellendrzését. Amig a PKCO™~ és a C57B1/6 WT egerek normal étrenden
voltak felnevelve, addig az LDLR " és az ahhoz tartozo kontroll egereket 4 hetes koruk utan 8
hétig kiillonbozd tapon tenyésztették: 1) standard (alacsony zsirtartalm(l) mésnéven ,,chow”

diétan (4,5% telitett zsir, 0,02% koleszterin), vagy ii) ,,Western” diétan (21,2% telitett zsir,
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0,2% koleszterin, kolat-mentes, TD88137) (Harlan Teklad, Madison, WI, USA), vagy iii)
,Paigen” diétan (7,5% kakadvaj, 15,8% telitett zsir, 1,25% koleszterin, 0,5% Na-kolat;
TD88051) (Harlan Teklad). Az 6ssz koleszterinszintjiik 3 idépontban (6., 8. és 12. héten) lett

meghatdrozva, hogy kovessiik a diszlipidémia kialakulasat és sulyossagat.

4.3  Mosott thrombocytak izolalasa human és egér vérmintakbol

A PKC0 vizsgalatokhoz a periférias human vérmintakat a Temple Egyetemen (Philadelphia,
PA, USA) dolgoz6 egészséges onkéntesektdl és dolgozoktol gyiijtottiink 0ssze. A vérminta
olyan csovekbe keriilt levételre, amelyek 1:6 aranyban tartalmaztak ACD-t (acid-citrat-
dextroz) (2,5 g Na-citrat, 1,5 g citromsav ¢s 2 g gliikéz 100 mL desztillalt vizben). A citrattal
antikoagulalt teljes vérmintat 230 g-n20 percig szobahdmérsékleten centrifugéltuk
thrombocyta-gazdag plazma (PRP) kinyerése érdekében. A PRP mintdit 1 mM-os
acetilszalicilsavval (aszpirin) 30 percig 37 °C-on eldkezeltiik, majd még 15 percig allni
hagytuk. Ezutan a PRP mintat 10 percig 980 g-n szobahdmérsékleten tovabb centrifugaltuk
thrombocyta ,,pellet” (csapadék) nyerése érdekében. A vérlemezkéket ezutan Tyrode pufferben
reszuszpendaltuk (138 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 2 mM MgCl,, 3 mM NaH,PO4, 5 mM gliikoz,
10 mM HEPES (N-2-hydroxyethylpiperazin-N'-2-ethanesulfonilsav) és 0,2% BSA, pH 7,4) 0,1
U/mL apirazzal. A sejtszam meghatarozas révén 2 x 108 thrombocyta/mL-re allitottuk a
vérlemezkék szamat.

Az altatasban 1évo egerekbdl a teljes vérminta a vena cava-n keresztiil kertilt levételre
olyan csObe, amely 1:10 ardnyban 3,8%-0s Na-citratot tartalmazott. A vordsvértesteket
centrifugalassal (100 g, 10 perc, szobahdmérséklet) eltavolitottuk. A PRP leszivasra keriilt és a
,pellet”-et tovabbi szedimentécioval (400 g, 10 perc) nyertiik ki, amit Tyrode pufferben (pH

7,4) 0,1 U/mL apirazzal reszuszpendaltunk, majd beallitottuk a vérlemezkeszamot.

4.4  Vérlemezke aggregacio és 6-granulum szekrécio vizsgalat

A mosott human thrombocytdkbol mintankként 500 pL-t, a mosott egérvérlemezkékbdl 250
puL-t hasznaltunk a lumiaggregométeren (Chrono-Log). Az aggregicidé mértékét a
fénytranszmisszid mérésen keresztiil, keveréses koriilmények (900 rpm) kozott 37 °C-on
allapitottuk meg. A thrombocyta aggregécio kivaltasdhoz kiilonb6z6é thrombocyta agonistakat
hasznaltunk, egyes kisérletekben eldzetes inkubacid tortént a PKCO specifikus antagonista
RACK vagy kontroll peptiddel 15 percig 37 °C-on. Minden mintat min. 3 percig hagytuk

aggregalni. A d-granulum szekrécio mértékét - parhuzamosan az aggregacioval - a felszabadult
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ATP mennyiségének (nmoL/10% thrombocyta) lumineszcencids mérésével hataroztuk meg
Lumi-chrome reagenst hasznalva.

Egy masik vizsgaltunkban az LPS okozta vérlemezke aggregacio analizisekor a human
PRP mintédkat Re-LPS-sel vagy S-LPS-sel (0,1-10 pg/mL) énmagéban, illetve TRAP-pal (5

uM) egyiitt stimulaltuk és min. 5 percig kovettiik az aggregacio lejatszodasat.

4.5  Human thrombocyta mintak in vitro aktivalasa kiilonboz6 agonistakkal
Szepszises koriilményeket ,,mimikalva” egészséges egyének (n=5) PRP mintdjabol készitett
LDP mintakat LPS-sel (O55:B5, 100 ng/mL), LBP-vel (100 ng/mL) és szolubilis CD14-gyel
(150 ng/mL) egytitt, vagy PBS-sel (negativ kontroll) kezeltiik 4 6ran keresztiil 37 °C-on. Pozitiv
kontrollként TNF-a-val (100 ng/mL) stimulalt mintdkat hasznéltunk. A vérlemezkéket ezutan
centrifugaltuk (1500 g, 15 perc, szobahdmérséklet), és a vérlemezke pellet-et 750 pl TRI
reagenssel lizaltuk és az RNS izolalasa el6tt -20°C-on taroltuk. A mintdkbol RT-qPCR méréssel
IL1B és SELP mRNS szintet vizsgaltunk.

In vitro stimuléltuk a thrombocytdkat mikropartikula termelddés indukalasa céljabol,
ezért egészséges egyének (n=6) LDP mintait TRAP-pal (40 uM) kezeltiik 2 6ran keresztiil 37
°C-on. A vérlemezkéket ezutan centrifugaltuk (1500 g, 15 perc, szobahémérséklet), és a
vérlemezke pellet-et 1 mL, mig a 250 puL thrombocyta feliiluszot 750 uL TRI reagenssel lizaltuk
¢s az RNS izolalasa el6tt -20°C-on taroltuk. A mintakbol RT-qPCR méréssel miR-223 szintet
vizsgaltunk, hogy a TRAP aktivacido hogyan befolydsolta a vérlemezkék és a keletkezett
mikropartikulak miRNS tartalmat.

4.6  Trombdzis in vivo vizsgalata egérmodellben

A PKCO ™ és WT egereket intraperitonealisan beadott pentobarbitallal (40 mg/ttkg) altattuk. A
jobb oldali carotis kipreparaldsa utan egy miniatlir Doppler dramlési fejet (Transonic Systems,
Ithaca, NY, USA) helyeztiink az artéria felszinére. El0szor normél séoldatot helyeztiink a
vizsgalt teriiletre a Doppler monitorozas megkezdésekor, és a kiindulési véraramlast Transonic
T402 dramldsmérdvel kovettiik. 10%-os FeCl; oldattal atitatott Whatman filterpapirt (1x1 mm)
(Maidstone, UK) a carotis adventicialis felszinére helyeztiik, kdzvetleniil az aramlasi fej mellé.
Két perc utan a filter papirt eltavolitottuk, normal sdoldatot cseppentettiink a sériilés helyére,
¢s 30 percig monitoroztuk az dramlast. A teljes érelzarddashoz sziikséges id6t (TTO) a carotis
sériilés elinditasatol a keletkezett vérrog okozta komplett okkluzidig (0 mL/min) eltelt id6

alapjan allapitottuk meg. A kisérletek alatt az operator az egerek genotipusat nem ismerte.
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4.7 Immunprecipitacio

A mosott human thrombocytdkat az aktivalas és a PKCO RACK vagy kontroll peptiddel valéd
elokezelés utan jéghideg 2x lizis pufferbe vettiik fel. A lizalt mintdkat tovabbi 30 percig
tartottuk jégen, hogy a lizalas komplettalddjon. A mintdkat ezutan centrifugaltuk 10.000 g-n 10
percig 4 °C-on, hogy elkiilonitsiik a citoszkeletalis elemeket. A feliiliszd leszivasa utan a
Syntaxin-4 specifikus immunprecipitdlé antitestet adtuk a mintdhoz 1:100 higitdsban és
inkubaltuk 1 6rdig 4 °C-on. Ezt kovetéen Protein A/G Sepharose gyongyodket adtunk a mintdhoz
egy ¢jszakén at 4 °C-on. A gydngyoket masnap 3x mostuk 1x lizis pufferben és a fehérjéket
leoldottuk 3x Na-dodecil-szulfat (SDS) mintapufferrel DTT (100 mM) jelenlétében. A mintékat
10 percig foztiik és vittiik tovabb western blot analizisre, amelynek sordn foszforilalt-(P-Thr)-

Syntaxin-4 és 6ssz Syntaxin-4 specifikus antitesteket alkalmaztunk.

4.8  Western blot

A human ¢és egér vérlemezke mintakban detektaltuk a kiilonbdzd fehérjék foszforilaltsagi
allapotat és Osszmennyiségét. A mosott thrombocyta mintdk eldkészitése utdn a fehérjéket
10%-0s  SDS—poliakrilamid  gél-elektroforézissel elvalasztottuk  egymastoél, majd
polyvinyliden-difluorid (PVDF) membranra blottoltuk. A nemspecifikus kdtohelyek lefedése
érdekében TBST-t (Tris-buffered saline with Tween) (20 mM Tris, 140 mM NacCl, 0,1% Tween
20) hasznaltunk 5%-0s BSA mellett 60 percig szobahdmérsékleten, majd 4 °C-on inkubaltuk a
membrant az elsddleges antitesttel (TBST-ben 5% BSA-val). Elsddleges antitestként
foszforilalt-(Thr538)-PKCH, illetve 0ssz-PKCO ellenes monoklonalis antitestet, tovabba
foszforilalt-(Thr202/Tyr204)-ERK és 6ssz-ERK ellenes antitestet, vagy foszforilalt-(Serd73)-
Akt és 0ssz-Akt ellenes antitesteket hasznaltunk. Haromszor 5 perces TBST-ben valdé mosas
utan a membrant alkalikus foszfatazzal jeldlt masodlagos antitesttel (1:10.000 higitas TBST 5%
BSA-val) 1 6ran 4t szobahémérsékleten kezeltiik. A mosasi ciklusokat kovetden a membrant
CDP-Star kemilumineszcens szubsztrattal 10 percig inkubaltuk, és az immunreaktivitast
Luminescent Image Analyzer model LAS-3000 CH (Fujifilm, Tokid, Japan) késziilék
segitségével detektaltuk.

A szepszises vizsgalatsorozatban a human thrombocyta Dicerl és a P-selectin fehérje
mennyiségi valtozasat is western blottal analizaltuk. A szeptikus betegek €s egészséges egyének
mintdibol szeparalt vérlemezkéket egy protedz-inhibitor keveréket tartalmaz6 RIPA pufferben
lizaltuk. A fehérjéket 7,5%-0s poliakrilamid gélen elektroforézissel elvalasztottuk, majd
nitrocelluléz membranra vittlik at. A nem specifikus kotddések elkeriilése érdekében

(blokkolas) 5%-0s BSA tartalmi TBST puffert hasznaltunk. Elsédleges antitestként a Dicerl
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vizsgalatakor egy monoklondlis anti-human Dicerl (1:100) antitestet, a szeptikus ¢és kontroll
thrombocytak P-selectin tartalmanak detektdlasakor egy monoklonalis anti-humén P-selectin
(1:100) antitestet alkalmaztunk. A kiillonb6z6 mintdk egységes fehérjefelvitelének igazolasaért
anti-B-actin antitestet (1:1000) hasznaltunk egy éjszakan keresztiil. Masodlagos antitestként
HRP-konjugalt egér ellenes antitestet (1:100.000) hasznaltunk és a membranokat 1 6ran at
inkubaltuk. Az immunreakcidt az Immobilon Western Chemiluminescent HRP szubsztrattal
tettiik lathatova. Végiil a P-selectin, illetve a Dicerl fehérjesavok relativ intenzitdsanak

meghatdrozasat a f-actin savokra tortént normalizacidval végeztiik el.

4.9  Vérlemezke-eredetii mikropartikulak izolalasa

A PRP felsd részét egy masik csébe pipettaztuk — kozben fokozottan iigyelve a leukocyta
kontaminécio elkeriilésére — és tovabb centrifugaltuk (1500 g, 15 perc, szobahémérséklet), hogy
thrombocyta-szegény plazméat (PPP) kapjunk. A PPP-t még tovabb centrifugaltuk (13.000 g, 2
perc, szobahdmérséklet), hogy megszabaduljunk a vérlemezkékbdl szarmazo térmelékektol.
Ezt kovetden a mikropartikuldkat két centrifugalasi Iépéssel (16.100 g, 45 perc,
szobahOmérséklet) nyertiik ki. A két centrifugalas kozott a mikropartikula pellet-et PBS-sel
mostuk. A thrombocyta mikropartikuldk mennyiségét aramlasi citometriaval hatdroztuk meg

(1asd alabb).

4.10 Aramlasi citometriai vizsgalatok
A teljes periférias vérmintakat 0,105 M natrium-citratot tartalmazo Vacutainer® csovekbe
(Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) vettiik le. A 40 pL teljes vért 1 mL 1%-os PFA/PBS
oldattal fixaltunk (60 perc, szobahdmérséklet), majd a vérlemezkék azonositasara FITC-el
konjugalt CD42a ellenes antitestet hasznaltunk, mig a P-selectin detektalasahoz a sejteket PE-
el konjugalt CD62P specifikus antitesttel jeloltiik (20 perc, szobahdmérséklet). Kontrollként
PE-el konjugalt IgG; izotipus antitesttel jelolt mintat hasznaltunk. A vérlemezke aktivaciod
mértékét a dupla pozitiv sejtek kiértékelésével, 10.000 esemény begytijtésével hataroztuk meg.
Az izolalt mikropartikuldkat Annexin V-FITC és CD41a-PeCyS5 ellenes antitesttel
jeloltiik, majd a dupla pozitiv események alapjan azonositottuk. Minden elékészitett mintabol
60 masodpercig gylijtottik aramlasi citométerrel, majd az FSC-SSC (forward scatter-side
scatter) paraméterek alapjan tortént a kapuzasuk. A mikropartikula szdmot az egységnyi 1d6

alatt begyijtott eseményszambol hataroztuk meg az 6ssz thrombocyta szdmra normalizélva. A

56



nagyb80 156 23

humén thrombocytdk és mikropartikuldk analizisét FC-500 aramlési citométerrel (Beckman
Coulter, Pasadena, CA, USA) végeztiik.

A mosott egér thrombocyta mintdkat a felszini P-selectin receptorra specifikus (CD62-
FITC antitesttel), valamint az aktivalt allbp3 receptor ellenes JON/A-PE antitesttel analizaltuk.
A thrombocytdk azonositdsa az anti-CD61-PE antitesttel tortént, és a mintdkat az agonista
hozzaadasa utan 15 percig 37 °C-on sotét koriilmények kozott aktivaltuk. A vérlemezkék
aktivalasanak letelte utan a fixalads 1%-os PFA-val tortént. Az egér thrombocyta méréseket

FACSCalibur aramlési citométeren (BD Biosciences) végeztiik el.

4.11 Fehérvérsejt-depletalt thrombocytak elokészitése és minéségi ellendrzése

A fehérvérsejtek eltavolitasdhoz CDA45-ellenes antitesttel bevont magneses gyongyoket
hasznaltunk. A PRP mintdkat (2 mL) és az antitestet 30 percen keresztiil inkubaltuk
szobahOmérsékleten, majd 2 x 2 perc magneses szeparalast végeztiink. Az igy nyert vérlemezke
szuszpenziot lecentrifugaltuk (1500 g, 15 perc, szobahdmérsékleten) és a thrombocyta ,,pellet”-
et 1 mL trizol reagenssel lizaltuk, majd az RNS izolalasig -20 °C-on téaroltuk.

A fehérvérsejt-depletalt thrombocyta (LDP) mintdk tisztasaganak ellendrzése aramlasi
citometriai (FACS Cantoll, Becton Dickinson) és RT-qPCR mérésekkel tortént. A fehérvérse;jt
depletalt vérlemezke mintakat (40-40 pL) FITC-el konjugalt CD42a ellenes, CD45 ellenes és
IgG: (izotipus kontroll) antitestekkel jeloltiik (20 perc, szobahdmérséklet), majd kétszer mostuk
PBS-el ¢s 1%-os PFA/PBS oldattal fixaltuk (60 perc, szobahémérséklet). A
fehérvérsejt/vérlemezke aranyt aramlasi citométerrel hatdroztuk meg, mig az RT-qPCR

modszerrel mértilk meg a PTPRC (CD45) és ITGA2B (CD41) mRNS-ek expressziojat.

4.12 Kiilonbozo sejtvonalak tenyésztése, differencialodasa és kezelése

A megakaryocyta funkcidok diabeteses és szeptikus koriilmények kozott torténd vizsgalata
érdekében a human megakaryoblastos leukémia sejtvonalat, a MEG-01 sejteket (Cell
Applications Inc, San Diego, CA, USA) hasznaltuk hasonléan tobb mas kutatocsoporthoz az
elmult években [249-253]. A sejteket 10% FBS-t, 100 U/mL Penicillint, 100 pg/mL
Streptomycint és 2 mM L-glutamint tartalmaz6 RPMI-1640 médiumban tenyésztettiik 37 °C-
on, 5%-0s CO2 és 95%-os relativ paratartalom mellett. Az optimalis sejtszam az Usz6 sejtek
esetében 0,3 x 10 db sejt/mL volt. A hiperglikémids koriilmények egy korabbi kozlemény
alapjan keriiltek kialakitasra [254], amikor a kész médiumot kiegészitettiikk D-gliikoz oldattal

(33 mM) belekalkulélva a sejtek fenntartasdhoz sziikséges gliikoz mennyiséget, és a sejteket 8
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oratol egészen 4 héten keresztiil kezeltiik. Negativ (ozmotikus) kontroll mintdkban a sejteket
D-mannitollal (33 mM) kezeltiik. Egy masik kisérletsorozatunkban a MEG-01 sejteket LPS-sel
stimulaltuk (O55:B5, 100 ng/mL) LBP (100 ng/mL) és szolubilis CD14 (150 ng/mL)
jelenlétében 4-24 o6ran keresztiil a szeptikus milieu modellezése érdekében hasonlo
kortiilmények kozott, mint ahogyan egy koradbbi vizsgalatban masok végezték [111]. A
kisérletben pozitiv kontrollként a MEG-01 sejteket TNF-a-val (100 ng/mL) kezeltiik, mig a
negativ kontroll mintdkban a sejtekhez PBS-t adtunk. A kezelési id0 lejarta utan a sejteket steril
PBS-sel mostuk, majd 750 uL TRI reagensben lizaltuk és az RNS izoldlasdig a mintdkat -20
°C-on taroltuk. A gyulladasos stimulusok hatidsara az MK-sejtekben bekovetkezé NF-«xB-
utvonal aktivaciojat IL1B mRNS szint meghatarozassal igazoltuk RT-qPCR moédszerrel.

Egyes vizsgalt thrombocyta miRNS-ek expresszidjanak Dicerl fiiggdségét a generalt
koéros celluldris koriilmények kiilon is megvizsgéaltuk a MEG-01 sejtekben. Hiperglikémias
kornyezetben a Dicerl funkciot indirekt modon, calpain inhibitort hasznéalva vizsgaltuk
glilkézzal kezelt és nem kezelt kontroll MEG-01 sejtekben, mig szeptikus milieu-ben a
sejtmintakat LPS-sel, LPS-sel és calpeptinnel egyiitt, valamint a pozitiv kontroll mintakat
onmagaban calpeptinnel kezeltiik. A sejtekhez calpeptint (10-40 pmol/L) adtunk 1) a gliikkoz
kezelés elétt, ii) egyszerre a gliikdzzal és iii) a gliikoz kezelés utan 24 o6ran keresztiil, majd RT-
qPCR modszerrel kvantaltuk a miR-223, illetve a miR-26b expressziojat RT-qPCR-ral.

A MEG-01 sejtekkel parhuzamosan a humén krénikus myeloid leukémia eredetli K562
sejteket (Dr. Varga Tamas felajanlasabol, DE Biokémiai és Molekuléris Biologiai Intézet) is
tenyésztettiik a fentebb bemutatott médiumban kdvetve korabbi kézlemények leirasat [255,
256]. Az optimalis sejtszam 0,5 x 10% db sejt/mL volt. Ezeket a sejteket elsd 1épésben 7 nap
alatt érett megakaryocytakka differencialtattuk PMA-val (20 ng/mL). A differencidlodasi
folyamatot aramlési citometriaval (FC-500, Beckman Coulter) a felszini CD41 ¢és CD61
expressziok mérésével kovettiik [256]. A CD41 és CD61 pozitiv sejtek szazalékos aranyat és
az MFI értékeket 100.000 sejt begylijtésével hataroztuk meg. Ezt kovetden, az érett K562-
megakaryocytakat (K562-MK), a MEG-01 sejtekhez hasonldéan, magas gliik6z vagy mannitol
egyre magasabb aranyban eléforduld apoptotikus sejtek miatt legfeljebb 5 napig tudtuk kezelni.
A kezelési id6t kdvetden a sejteket steril PBS oldattal mostuk, majd 750 pL TRI reagenssel
lizaltuk és az RNS izolalasig -20 °C-on taroltuk.

A szepszises koriilmények kozott vizsgalt endothelsejt funkcidk analizise érdekében
human korondria artérids endothelsejteket (HCAEC, Cell Applications, San Diego, CA, USA)
tenyésztettiink hasznalatra kész MesoEndo Cell Growth médiumban (Cell Applications) 5%-o0s
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CO3 és 95%-os relativ paratartalom mellett 37 °C-os termosztatban hasonloan, mint kordbban
masok is tették egyéb vizsgalatokhoz [257]. A 24-lyukil lemezben letapasztott HCAEC sejteket
1x10%/1yuk sejtstirliség mellett ezutan szeptikus betegek vagy kontroll személyek plazmajabol
izolalt mikropartikuldkkal inkubaltuk 24 oraig. Ezzel parhuzamosan normal vérlemezke
TNF-a eldkezelés utan, hogy a szepszises koriilményeket biztositsuk. Kontroll mintdnak a
sejteket 24 oran at csak TNF-a-val (100 ng/mL) kezeltiik. A kezelés utan a sejteket egyszer
steril HBSS oldattal mostuk, majd 1 mL TRI reagensben lizaltuk és -20 °C-on taroltuk az RNS
izolalasaig. Az endothelsejtek kiilonbozé mikropartikula mintakkal valo interakcidjanak hatdsat
a miR-223 ¢és az ICAM1 mRNS szint meghatarozasaval igazoltuk RT-qPCR moédszerrel.

A koronariasztent indukélta vaszkularis gyulladasos kornyezet modellezésére a HCAEC
sejteket (3 x 10° sejt/well) 6-lyuku plate-ben (Sigma) rekombinans TNF-a-val (100 ng/mL)
kezeltiik 1-24 6ran keresztiil. Az everolimust kibocsaté DES endothelsejt aktivaciot mérsékld
hatdsanak vizsgéalatdhoz az endothelsejtekhez everolimust (0,5 pM) is adtunk. Kontroll
mintaként a gydgyszer oldoszerét (DMSO) hasznaltuk az el6zéekhez hasonld kondiciokban. A
kezelést kovetden a sejtek feliiluszojat eltettitk ELISA mérésekhez (lasd kés6bb), mig a sejteket
egyszer mostuk steril HBSS oldattal, 750 pL trizollal lizaltuk, majd RNS-t izolaltunk.

Ezzel parhuzamosan HUVEC sejteket is fenntartottunk 15% FBS-t, 5 U/mL heparint, 7,5
pg/mL endothelsejt ndvekedést segitd kiegészitét, 1% antibiotikumot és antimikotikumot
tartalmazé M-199 médiumban, majd kezeltiik a fenti médon. A HUVEC sejteket €¢s a médiumot
Dr. Jeney Viktoriatol és Dr. Balogh Enikétdl (DE, Molekularis Medicina Kutatdo Kozpont)
kaptuk.

A CF-es sejtes kortilményeket biztositd F508del-CFTR-t expresszalé CFBE 410" sejtek,
illetve a vad tipusu CFTR-t (wt-CFTR) mutaté sejtek Dr. J. P. Clancy laboratoriumabol
szdrmaznak (Cincinatti Chilren’s Hospital Medical Center, Cincinnati, OH, USA). A sejtek
tenyésztésé¢hez Earl’s BSS-t (EBSS) és 1% L-glutamint tartalmazé6 Minimum Essential
Medium Eagle (EMEM) médiumot hasznaltunk 10%-os FBS és 5 pg/mL Puromycin
hozzaadasaval. A sejteket 37 °C fokon, 5%-0s CO> koncentracié mellett inkubaltuk. A CFBE
sejteket 6-well plate-ekbe passzaltuk (250.000 sejt/well), majd 37 °C fokon 24 oraig kezeltiik
TNF-a-val vagy kontrollként PBS-sel, valamint a CFTR modulatorok kombinacidjaval:
lumacaftor (3 uM) és ivacaftor (10 uM) (LUM/IVA) vagy tezacaftor (5 uM) és ivacaftor (10
uM) (TEZ/IVA) egyiittes adasaval. Utobbi esetekben a negativ kontroll mintdkban DMSO-t
alkalmaztunk. A CFTR-csatorna aktivitast FSK (10 uM) és IBMX (100 pM) kombinacidjaval
(FSK/IBMX) fokoztuk mindkét sejtvonal esetén (a CFTR modulétorral kezelt vagy nem kezelt
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sejteknél is), mig a CFTR géatlés céljabol CFTRinn172-t (20 uM) adtunk a wt-CFTR-t expresszalo
CFBE sejtekhez. A kontroll mintdkhoz itt is DMSO-t adtunk. Az NF-kB utvonal HE4
expresszioban betoltott szerepének in vitro vizsgalata céljabol a proinflammatorikus jelatvitelt
specifikusan gatloszerrel, a BAY 11-7082-vel (5 uM) vagy DMSO-val (kontroll) kezeltiik a 24
oran keresztiil TNF-a-val aktivalt, vagy nem kezelt kontroll CFBE sejtekben, illetve a

LUM/IVA vagy TEZ/IVA kezelés jelenlétében vagy hidnyaban egyarant.

4.13 ELISA mérések

Az egér thrombocytakbol felszabaduldo TXA» méréséhez az izolalt egér vérlemezkéket (250 pL)
3,5 percig aggregaltuk, majd szarazjég-metanolos fiirdébe tettiik fixalni. A mintdk mérés elott
felengedtek szobahdémérsékletre, majd egy gyors centrifugélast kovetden (15.000 g, 3 perc,
szobahOmérséklet) a lizalt vérlemezke maradvanyokat eltavolitottuk. A feliiliszok 1:50
aranyban kihigitasra kertilt az assay pufferrel. A stabil TXB: koncentraciokat a Thromboxane
B2 ELISA kittel hataroztuk meg duplikdtumban a gyartd ajanlésai szerint.

A szepszises €s kontroll szérum mintdkbol, valamint a HCAEC sejtek feliiltszo6ibol az
ICAM-1 szinteket Szolubilis ICAM-1 ELISA kit segitségével mértiik le a gyartd utasitasait
kovetve. Ezen kivill a TNF-a szinteket is lemértiik a beteg és kontroll plazma mintadkban egy
TNF-a-ra specifikus Quantikine® ELISA kit segitségével.

A szolubilis P-selectin koncentracidkat 10-10 random mddon kivalasztott szepszises €s
egészséges plazma mintaban hatdroztuk meg a gyartoi ajanlasoknak megfelelden. A P-selectin
fehérje mennyiségi meghatirozdsara szintén ELISA-t hasznaltunk a DM2 és egészséges
kontroll vérlemezke lizatumokban ¢és plazma mintdkban. Az intracellularis P-selectin
analiziséhez a vérlemezkéket (1,25 x 10® db sejt/minta) 1%-os TritonX-100 és proteaz gatld
tartalmu lizis pufferrel lizaltuk.

A PCI indukélta thrombocyta aktivacio mértékét a plazmak szolubilis P-selectin,
CD40L ¢s PDGF-BB koncentraciok mérésével, mig az endothelsejt aktivacid mértékét

crer

allapitottuk meg ELISA modszerekkel a kitek leirdsanak megfelelden.

4.14 RNS izolalas
Az RNS tisztitashoz el6készitett vérlemezke és plazma mintakbdl a TRI reagens gyartoi
ajanlasainak megfeleléen totdl RNS-t izolaltunk. A biopszids mintdkat az eltavolitds utan

izotonids sooldatban 4 °C-on steril mlianyag csében tartottuk, amig a laboratdriumba érkezett,
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majd 4 °C-on 1500 g-n 5 percig centrifugaltuk, és a sejtpellet-et -70 °C-on taroltuk az analizisig.
Scientific, Wilmington, DE, USA) ellendriztiik. Az RNS-mintdkat -80 °C-on taroltuk tovabbi

analizis el6tt.

4.15 TaqMan OpenArray

A thrombocyta, valamint a keringd miRNS profil meghatdrozasahoz véletlenszertien
kivalasztottunk az LDP, illetve a plazma mintakbol izolalt 3-3 RNS mintat csoportonként és
754-féle miRNS-t elemeztiink TagMan OpenArray technoldgiaval (Applied Biosystems, Foster
City, CA, USA) a gyart6 protokolljat kovetve. Els6 1épésben a kiillonb6zé mintakbdl izolalt
0ssz RNS-bdl (100 ng) komplementer DNS (cDNS) mintdkat készitettlink reverz
transzkripcioval (TagMan microRNA RT kit, Applied Biosystems) Megaplex primer pool A és
B (Megaplex RT Primers Human Pool Set v3.0) felhasznélasaval. Ezutan egy preamplifikacios
reakcid kovetkezett, TagqMan PreAmp master mix (Applied Biosystems) és Megaplex PreAmp
primerek (Set v3.0, Applied Biosystems) felhasznalasaval. Az igy kapott terméket és a TagMan
Open Array Real Time PCR Master Mix-et (Applied Biosystems) tartalmazo PCR
reakcioelegyet 384-lyukt lemezre vittikk fel és az OpenArray AccuFill rendszer betoltotte a
mintadkat az el6készitett TagMan OpenArray Human MicroRNA panelekre (Applied
Biosystems). Végiil a méréseket QuantStudio 12 K Flex qPCR késziiléken (Applied Biosystem)
végeztiik a gyarto altal megadott bedllitasok szerint. A kapott adatokat a Thermo Fisher Cloud
System (Thermo Fischer Scientific) és az Expression Suite Software v1.0.3 programmal
(Applied Biosystems) analizaltuk. Az adatok normalizaldsdhoz az RNU-48-at (LDP), illetve a
miR-24-et (plazma) hasznéltuk. A legnagyobb valtozast mutaté miRNS-ek expresszidjat UPL
proba alapti RT-qPCR modszerrel validaltuk. A méréseket Dr. Poliska Szilard (DE, Biokémiai

¢s Molekularis Bioldgiai Intézet) vezetésével végeztiik.

4.16 Intracellularis és keringd miRNS expressziok analizise

A kiilonb6z6 sejtmintak és plazma mintdk miRNS expresszié meghatdrozasat Czimmerer és
munkatarsai altal korabban kifejlesztett RT-qPCR moddszerrel végeztik [258]. A reverz
transzkripcié sordn az egyes miRNS-ek specifikusan keriilnek atirdsra. A cDNS készitéshez
reverz transzkripcios kitet (TagMan MicroRNA RT kit, Applied Biosystems), miRNS
specifikus ,,stem-loop” primert (500 nM, Sigma/IDT) és 10 ng 6ssz RNS-t hasznaltunk. A
kvantitativ PCR reakcioban miRNS specifikus forward primert (100 puM, Sigma/IDT),
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univerzalis reverse primert (100 uM, Sigma/IDT), UPL probat (10 uM, Roche Diagnostics),
Taq polimerazt (5 U/uL, Thermo Scientific) és dNTP-ket (2,5 mM, Thermo Scientific)
hasznaltunk. A reverz transzkripcioban alkalmazott ,,stem-loop” primer tette lehetévé, hogy a
miRNS-ek expresszidjanak méréséhez ugyanazt a reverse primert (univerzalis) és UPL prébat
(a 21-es szamut) hasznaltuk. A méréseket QuantStudio 12 K Flex qPCR késziilékkel
triplikatumban végeztiik és az eredmények normalizalasara az RNU-43 referencia gént
hasznaltuk. A reakciokban hasznalt primereket a ,,miRNA Primer Designed Tool”
(http://genomics.dote.hu:8080/mirnadesigntool) szoftverrel terveztik [258]. A miRNS
kvantalasdhoz hasznalt primerek szekvenciai az eredeti kozleményekben olvashatok.

A plazma mintdkban keringd miRNS szinteket is vizsgaltunk. A Na-citrattal
alvadasgatolt teljes vérbdl centrifugalas (170 g, 15 perc, szobahdmérséklet) utan PRP-t
nyertiink. A fehérvérsejt kontaminécio elkeriilésére ligyelve a felsd mintaréteget dvatosan
atpipettaztuk egy tiszta csObe. A maradék PRP mintakat Gjra lecentrifugaltuk (1500 g, 15 perc,
szobahOmérséklet), igy PPP-t kaptunk. Az extracellularis miRNS-ek analizis¢hez 250 pL PPP-
hez 750 uL TRI Reagenst adtunk és az RNS izolalasig -20 °C-on taroltuk. A keringd miRNS

szintek kvantalasat a fenti metodikai koriilmények kozott végeztiik.

4.17 miRNS mimic és inhibitor transzfektalas sejtkulturakba
A miR-26b, miR-140 ¢és a SELP mRNS kozotti direkt kapcsolatot miRNS mimic-ek
hasznalataval igazoltuk MEG-01 sejtekben diabeteses, illetve szeptikus in vitro koriilmények
kozott. A MEG-01 sejteket ezért vagy magas gliilkdz tartalma RPMI médiumban 24 6rdn
keresztiil elokezeltiik, vagy LPS-sel (100 ng/mL), illetve TNF-a-val (100 ng/mL) kezeltiik 4
oran at 37 °C-on. A transzfekcidhoz sziikséges optimdlis koriilmények megteremtéséhez a
sejteket reszuszpendaltuk 3% FBS-t, 100 U/mL Penicillin és 100 pg/mL Streptomycin
antibiotikumot tartalmazé OPTI-MEM médiumban. A miRVana miR-26b és miR-140 mimic-
eket (20 pmol, Ambion, Austin, TX, USA) Lipofectamine RNAIMAX transzfekcids reagens
(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) segitségével juttattuk be a sejtekbe és alkalmaztuk 24 6raig.
Ezzel parhuzamosan negativ kontrollként a sejteket NEG-01 mimic-el (20 pmol)
transzfektaltuk a fenti koriilmények kozott.

Az anti-miR-26b és az anti-miR-140 inhibitorokat (40 pmol) a gliikkozzal nem kezelt
sejtekbe transzfektaltuk (24 o6ra) a Lipofectamine reagenssel. Az eredményeket ebben az

esetben is negativ kontrollal (NEG-01, 40 pmol) kezelt sejtekhez hasonlitottuk. A kezelési idok
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lejarta utdn RNS-t izolaltunk és a fentebb ismertetett modon mértiik a miRNS és mRNS
szinteket.

A miR-181b és SELE, valamint a VCAM1 mRNS-ek k6zotti kapcsolatot szintén miRNS
mimic hasznalataval erdsitettiik meg. A HCAEC sejteket 1 6ran at TNF-a-val (100 ng/mL)
kezeltiik. A miR-181 mimic transzfekciot a fentebb ismertetett médon végeztiik. Ehhez a
HCAEC sejteket 3% FBS-t és antibiotikumot (100 U/mL Penicillin ¢é¢s 100 pg/mL
Streptomycin) tartalmazé OPTI-MEM médiumban vettiik fel és a miRVana miR-181b mimic
(25 pmol) transzfekcidjat Lipofectamine RNAIMAX reagenssel (Invitrogen) végeztiik. A 24
oras kezelést kovetden RNS-t izoldltunk és RT-qPCR modszerrel mértiikk a miRNS és a cél
mRNS expresszid valtozasokat. Az eredményeket negativ kontroll mimic-kel (NEG-01, 25

pmol) transzfektalt mintakhoz hasonlitottuk.

4.18 mRNS, pre-miRNS és enhanszer RNS expressziok mérése RT-qPCR-rel

Az mRNS-ek és a pre-miRNS-ek analizisét is kétlépéses reakcioban végeztik el. A
komplementer DNS (¢cDNS) szintézishez a High Capacity cDNA RT kitet (Applied Biosytems,
Vilnius, Litvania) hasznéltuk a gyart6i utasitdsoknak megfelelden. A vérlemezkék esetén 500
ng, a megakaryocytdk mintdknal 1000 ng 6ssz RNS-bdl indultunk ki. A CF-es vizsgaltunkban
a kezdeti RNS minta koncentracidja 200 ng (bronchoszkopos biopszids minta), illetve 1000 ng
(CFBE sejtkultura) volt. Ezt kovetden az RNS-ek mennyiségét SYBR Green I Master mix
(Roche Diagnostics, Mannheim, Németorszag) és az mRNS-ekre, valamint a pre-miRNS-ekre
specifikus primer parok (10 pM, Integrated DNA Technologies (IDT), Leuven, Belgium)
felhasznalasaval hataroztuk meg valds idejli kvantitativ PCR (RT-qPCR) modszerrel LC-480
qPCR késziiléken (Roche Diagnostics). A HCAEC sejtekben a transzkripciot szabalyozo
enhanszer RNS-ek mennyiségét szintén SYBR Green I festékkel hataroztuk meg RT-qPCR
reakcioval. Normalizaldshoz az RPLP(0 (36B4) referencia gént hasznaltuk. A mRNS, a pre-
miRNS és az enhanszer RNS-ek kvantalasdhoz hasznalt primerek szekvencidi az eredeti
kozleményekben talalhato tdblazatokban keriiltek Osszeszedésre.

A HE4 expresszi6 kvantalasa soran a biopszias mintak esetén SYBR Green PCR Master
Mix-et (Thermo Scientific), a CFBE sejteknél LightCycler 480 SYBR Green I Master mix
(Roche Diagnostics) reagenst, valamint WFDC2-specifikus oligonukleotid primert (10 puM,
Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium) hasznaltunk. A reakcid a kovetkezd
kortilmények kozott zajlott: 10 percig 95 °C-on, majd 40 cikluson &t 95 °C-on 10 sec-ig, illetve
60 °C-on 1 percig. Az 6sszes mérést triplikatumban végeztiik. Referenciagénként az RPLPO
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(36B4) gént hasznaltuk. A HE4 expresszios szintet az alabbi formulaval hataroztuk meg: delta
Cq=Cq**B*-Cq"'t*. A HE4 expressziot az mRNS koncentracié meghatarozasaval monitoroztuk
a CFBE sejtekben 1 oratol 1 hétig terjedd iddintervallumban torténd TNF-o stimulaciot
kovetéen és a kiindulasi allapothoz (PBS hozzaadds mellett) hasonlitottuk. A fentiekhez
hasonlé metodikai koriilmények kozott tortént tobb gyulladds asszocialt génexpresszid (L6,

IL8 és IL1B) analizise is az mRNS szintek mérésén keresztiil.

4.19 RNS szekvenalas és a szekvenalasi adatok elemzése

Az LPS-sel kezelt MEG-01 sejtek globalis transzkripcids adatainak meghatarozasahoz RNS
szekvenalast végeztiink az Illumina Sequencing Platformon (Illumina, San Diego, CA, USA).
Ehhez a sejteket (0,3x10° sejt/mL) LPS-sel és negativ kontrollként PBS-sel kezeltiik 4 6raig
37°C-on. Ezt kovetden a mintdkbol 6ssz RNS-t izoldltunk és az RNS minta mindségét az
Agilent BioAnalyzer segitségével ellendriztiik az Eukaryotic Total RNS Nano Kit (Agilent
Technologies, Santa Clara, CA, USA) alkalmazaséaval a gyart6 ajanlasa szerint. A mintak RNS-
integritas (RIN) értéke > 7 volt, amely megfelelt a tovabbi 1épésekhez. Ezt kovetden az RNS
mintakbol (200 ng) konyvtarakat készitettiink NEBNext® Ultra IT RNS Sample Preparation Kit
for Illumina (New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) hasznalataval a gyarté utasitasa
szerint. Roviden, a poly-A végi RNS molekuldkat oligo-dT-vel konjugalt magneses
gyongyokon izolaltuk és 94 °C-on 15 percig fragmentaltuk. Az egyszalu cDNS minték ,,random
priming” reverz transzkripcidval késziiltek, ¢s a masik szal szintézise is elkésziilt, hogy
duplaszal cDNS-t kapjunk. A végek javitasa utan és az adapter ligacios 1épést kdvetden ezek
a fragmentek amplifikaciora keriiltek, és végiil konyvtarkészitést végeztiink. A 75 ciklusbol allo
szekvenalast [1lumina NextSeq500 késziiléken (Illumina) végeztiik el Dr. Péliska Szilard (DE,
Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet) vezetésével.

A nyers szekvenaldsi adatokat, az ugynevezett fastq fajlokat a HISAT2 algoritmus
segitségével Osszehasonlitottuk a GRCh37 humén referencia genommal. Az elemzést a
StrandNGS szoftver segitségével végeztik el. A szekvenalt mintdkban eltéré mértékben
expresszalodo gének azonositasdhoz és elemzéséhez R-programcsomagokat (pheatmap és
ggplot2) hasznaltunk. A nem kezelt és LPS-sel kezelt sejtekben mért gének expresszidjaban

1évo kiilonbséget Tukey post hoc teszttel kiegészitett ANOVA teszttel allapitottuk meg.
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4.20 siRNS transzfektalas sejtkulturakba

A Dicerl fehérje expresszid ,,csendesitését” kétféle okbdl is elvégeztiik két kiillonb6z6 sejtvonal
bevonasaval. Ennek kivitelezése érdekében a MEG-01, illetve a HCAEC sejtekbe specifikus
Dicerl ellenes siRNS-t (ID: S23756, 40—80 pmol) és negativ kontrollként NEG-01 siRNS-t
(Silencer Select Negative Control No. 1) (Invitrogen) transzfektaltunk Lipofectamine
RNAiIMAX transzfekcids reagenssel (Invitrogen) és inkubaltuk vele 24-48 oran keresztiil 37°C-
on. A MEG-01 transzfekciot 6 lyuka lemezen végeztiik €s a sejtszamot 0,3x10%/mL-re allitottuk
be, mig a HCAEC sejteket 1x10%/1yuk sejtstirliség mellett tapasztottuk le 24 6raig a transzfekcio
elétt. Az optimalis koriilményekhez 3%-os FBS-t, valamint 100 U/mL penicillint és 100 pg/mL
Streptomycint tartalmazé OPTI-MEM médiumot hasznaltunk. A transzfekcid utdn a mintakbol
0ssz RNS-t izolaltunk. A transzfekcié hatékonysagat a Dicerl siRNS szint mérésén keresztiil
TagMan siRNA assay-vel (ID: S23756_asy, Invitrogen) ellendriztiik. A transzfekciot kdvetden
a MEG-01 sejtes kisérletben a miR-26b, a Dicer]l miikddésétdl fiiggetlen miR-451, valamint a
DICER1 ¢és SELP mRNS-ek expresszigjat, tovabba a HCAEC-mikropartikula interakciot
kovetden a miR-223, a pre-miR-223 ¢és a DICER1 mRNS expressziot kvantaltuk RT-qPCR

modszerrel.

4.21 Human mintak Thr715Pro P-selectin genotipus analizise

A P-selectin gén Thr715Pro polimorfizmusat egy korabbi kdzleményiinkben k6zolt modszerrel
végeztiik [259]. A DNS-t antikoagulalt human teljes vérmintabol izolaltuk QIAamp DNA blood
kit (Qiagen, Hilden, Németorszag) segitségével. Az alabbi primereket hasznaltuk: 5'-
TTTCTGCAGCTGTGAAATGC-3'¢és 5'-ATTGTACCTTGGCAGGTTGG-3'. A PCR reakcid
50 pL reakciokozegben keriilt lefuttatasra a kovetkezd osszetevokkel: 100 ng DNS, 10 pmol
mindkét primer, 200 uM dNTP, 1,5 mM MgCl, 10% DMSO ¢és 2 U Taq DNS polimeraz
(Roche). Restrikcios fragmens hosszsag polimorfizmus (RFLP) vizsgalattal egy kezdeti
denaturécio6 utan (94 °C, 5 perc) kovetkezett az amplifikacié 40 ciklusing (94 °C, 30 sec, 60 °C,
60 sec és 72 °C 60 sec), majd a végso extenzio (72 °C 10 perc). A kész PCR terméket (198 bp)
ezutan Eco91l enzimmel (Fermentas, Vilnius, Litvdnia) megemésztettilk és a keletkezett
termékek 3%-os agardz gélen keriiltek megfuttatasra és UV fény mellett keriilt vizualizalasra
ethidium-bromidos jeloléssel. Ha a Thr715Pro mutacid jelen volt, egy 0j (163 bp) DNS termék
is detektalhat6 volt.
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4.22  Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok

Az NF-kB-ttvonal aktivaciojat tobb kiilonbozd sejtvonalban is értékeltiik a p65 transzkripciods
kozott tartott MEG-01 sejteket 6 lyukl lemezben tenyésztettiik 2 napig, majd LPS-sel (100
ng/mL) és kontrollként PBS-sel kezeltiik 4 oran keresztiil 37°C-on. Ezutdn HBSS oldattal
mostuk a sejteket €s jéghideg metanol-acetonnal (50 v/v %) fixaltuk 10 percig 4 °C-on. A
sejteket ezutan steril mikroszkOp tveglemezre vittik at 5x10* sejt/lemez sejtstiriiség
kialakitasaval. A nem specifikus antitest kotohelyeket FBS-el blokkoltuk 15 percig
szobahOmérsékleten. Az NF-kB p65 alegység elsddleges jelolésére nytlban termelt anti-human
p65 antitestet (100 pg/mL) hasznéltunk 1 6ran keresztiil, majd mésodlagos antitestként Alexa
Fluor 488-konjugalt kecskében termelt anti-nyul IgG (5 pg/mL) antitestet hasznéltunk szintén
1 oran at.

A Dicerl fehérjeszint valtozasat szintén fluoreszcens mikroszkoppal végeztiik a MEG-
01 sejtekben. A szuszpenzids sejttenyészetet 24 oran at LPS-sel és kontrollként PBS-sel
kezeltiik 37 °C-on. A fixalt sejteket egérben termelt anti-human Dicerl antitesttel (2 pg/mL)
jeloltiik, majd masodlagos antitestként Alexa Fluor 488-konjugalt kecskében termelt anti-egér
IgG antitestet (5 pg/mL) alkalmaztunk.

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk ¢és igazoljuk az izolalt thrombocyta eredetii
mikropartikuldk internalizaciojat az endothelsejtekbe, a HCAEC sejteket 8-lyuku lemezeken
tenyésztettiik 2 napig beallitva az optimalis sejtstirliséget (0,25x10° sejt/lyuk). Ezt kdvetden a
sejteket szepszises vagy kontroll személyek mintaibol izolalt mikropartikulakkal vagy PBS-sel
(kontroll minta) kezeltiik 24 6ran keresztiil 37°C-on. A mikropartikulak endothelsejtekbe valod
bejutasanak megakadalyozasa érdekében a HCAEC sejteket 6 oraig 4 °C-on inkubaltuk a
szeptikus plazma mintakbol nyert mikropartikulakkal, igy megelézve a PMP-k endocit6zisat,
mint ahogyan masok korabban végezték. [260, 261] A fluoreszcens jeloléshez a HCAEC
sejteket anti-CD146-PE antitesttel inkubaltuk 1 6ran at, mig a mikropartikulékat anti-CD42a-
FITC antitesttel jeloltiik.
mikroszkopiaval végeztiik. Ehhez a vizsgalathoz a sejteket 8-lyuku lemezeken (Millicell® EZ
slide) tenyésztettiik 2 napig 0,25x10° sejt/lyuk sejtstiriséget alkalmazva. A HCAEC sejteket
ezutan szepszises mintabol nyert mikropartikulakkal vagy PBS-sel (kontroll minta) el6kezeltiik
24 6ran at 37°C-on. A kisérlethez periférias mononukleéris sejteket (PBMC) szeparaltunk
normal mintak ,buffy coat” részébol Ficoll-Histopaque-1077 felhasznalasaval. Az izolalt

fehérvérsejteket TNF-a-val (10 ng/mL) stimulaltuk 30 percig, majd 1 o6ran at 37°C-on a
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HCAEC sejtekhez adtuk. Az inkubécio utan a nem kotddott leukocytakat hdromszor mostuk
HBSS-sel. A HCAEC sejteket anti-CD146-PE antitesttel, mig a leukocytakat anti-CD45-FITC
antitesttel jeloltiik.

A koronériasztent okozta - NF-kB utvonalon keresztiil torténd - endothelsejt aktivacid
vizsgalata érdekében a letapad6 HCAEC sejteket 12-lyuku plate-ben elhelyezett steril
mikroszkop lemezeken tenyésztettiik 5 x 10* sejt/lemez denzitassal. A HCAEC sejteket 1 6ran
keresztiil stimulaltuk TNF-a-val (100 ng/mL) everolimus (0,5 uM) vagy DMSO (kontroll)
jelenlétében. Ezt kovetden a sejteket kétszer mostuk steril HBSS oldattal és jéghideg metanol-
aceton (50 v/v %) keverékkel fixaltuk (10 perc, 4 °C). A nem specifikus antitest kotéhelyeket
FBS-el blokkoltuk (15 perc, szobahdmérséklet). A mintak tovabbi el6készitése és analizise a
fentebb bemutatott modon tortént.

A CFBE 4lo sejtekben az NF-«B utvonal aktivaltdsdgat szintén a p65 alegység
érdekében a F508del-CFTR-t és a wt-CFTR-t expresszalo CFBE sejteket 12-well plate-ekben
tenyésztettiik 5x10* sejt/well sejtstirliség mellett 2 napon keresztiil. Ezt kovetden a sejteket
TNF-a-val (100 ng/mL) vagy PBS-sel (kontroll) 4 6ran keresztiil kezeltiik. Annak érdekében,
hogy a CFTR moduléatoroknak az NF-kB ttvonalra gyakorolt hatasat megvizsgaljuk, a CFBE
sejteket eldzetesen lumacaftor (3 uM) + ivacaftor (10 uM) vagy tezacaftor (5 uM) + ivacaftor
(10 uM) kombinacidjaval vagy DMSO-val (kontroll) kezeltiik 24 oran keresztiil, majd ezt
kovetden adtuk hozzd a TNF-a-t (100 ng/mL) vagy a PBS-t 4 6rdig. A fenti kezeléseket
kovetden a sejteket jéghideg metanol-aceton oldatban (50 v/v%) fixaltuk 10 percig. FBS-t
alkalmaztunk 15 percen keresztiil a nemspecifikus antitest kotohelyek blokkoldsa érdekében. A
mintak jelolése és analizise a fentebb bemutatott mddon tortént.

A fentiekben bemutatott 0sszes fluoreszcens mikroszkopos kisérlet soran a sejtmagokat
Hoechst 33342 festékkel jeloltik. A mintdkat minden esetben Zeiss Axio Scope. Al
fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss Microimaging GmbH, Goéttingen, Németorszag)
vizsgaltuk és a képeket a ZEN 2012 szoftver segitségével elemeztiik (Carl Zeiss Microscopy
GmbH). Az NF-xB p65 festésnél kiszamitottuk a sejtmag és a citoplazma fluoreszcencia
intenzitdsdnak az aranyat. Az LPS-sel és TNF-a-val kezelt megakaryocytak Dicerl
fehérjeszintjét a MEG-01 sejtek citoplazmdjdban mért specifikus fluoreszcencia intenzitds
alapjan hataroztuk meg. A fluoreszcens mikroszkoppal végzett kisérletek kivitelezését,
valamint az eredmények értékelését Dr. Fenyvesi Ferenc, Dr. Véradi Judit és Dr. Rusznydk

Agnes (DE, Gyégyszertechnologiai Tanszék) segitségével végeztiik el.
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4.23 Patch-clamp technika

A CFBE 410 sejtek membranjaban a kloriddramot un. ,,egész sejt” patch-clamp moédszerrel
analizaltuk, hasonléan egy kordbban publikalt vizsgalathoz [262]. Az alkalmazott
extracellularis oldat tartalma a kovetkezo volt: 145 mM NaCl, 4 mM CsCl,, 1 mM CaCl,, 1
mM MgClz, 5 mM D-glucose és 10 mM HEPES (pH 7,4 315 mOsm NaOH-dal titralva). Az
intracellularis pipettaoldat dsszetétele az alabbi volt: 113 mM L-aszparaginsav, 113 mM CsOH,
27 mM CsCl, 1 mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM etilénglikol-tetraacetatsav (EGTA), 10 mM
HEPES ¢és 3 mM Mg-ATP (pH 7,2 285 mOsm CsOH-dal titrdlva). Minden oréban friss Mg-
ATP oldat keriilt hozzdadasra az intracellularis oldathoz. Az intracelluldris oldatot jégen
taroltuk felhasznalas elétt. A FSK/IBMX-et és a CFTRinni72-t kozvetleniil a mérés eldtt
adagoltuk az extracellularis oldathoz. Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt mikropipettak
boroszilikat iivegkapillarisokbol (GC150-TF10, Harvard Apparatus Co., Holliston, MA, USA)
kertiltek felhuzasra 4 fazisban egy Flaming Brown tipusi automata pipetta huzdval (Sutter
Instruments, San Rafael, CA, USA). A pipettak hegyatmérdje 0,5 - 1 um volt, ellendllasuk pedig
az alkalmazott oldatok esetén 3-10 MQ. A mérésekhez Axopatch 200B patch-clamp erdsitot
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) hasznaltunk fesziiltség-zar tizemmodban,
ezaltal a vizsgalt sejt membranpotencidlja konstans értéken tarthatd, mikdzben a
sejtmembranon atfolyd dram nagysaga meghatarozhat6. A mérések soran Burleigh PCS5000
(Thorlabs Inc., Newton, New Jersey, USA) mikromanipuldtort hasznaltunk. Az ingerld
fesziiltség-impulzusokat és az adatgyiijtést IBM kompatibilis személyi szamitogép vezérelte
Axon Digidata 1440 (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) illesztéegységen keresztiil
a pCLAMP10 programcsomag (Molecular Devices Inc.) segitségével. Az aramgorbéket 3
polusu Boxcar sziirdvel szirtiik. A rogzitett aram -40 mV-ra volt allitva, és kétféle fesziiltség-
clamp protokollt alkalmaztunk a CFTR iondram mérésére. Els6ként 5 masodpercig tarto, -40
mV-r6l 0 mV-ra valtozé egyszeri depolarizaciot alkalmaztunk 4-5 percen keresztiil az ionaram
monitorizalasara, és annak igazoldsara, hogy szamottevd elfolyd ionarammal nem kell
szamolnunk. Az dram-fesziiltség (I-V) kapcsolat kovetésére a sejteket -40 mV-os rogzitett
fesziiltségen tartottuk és -80 mV-t6l +80 mV-ig terjedd fesziiltség tartomanyban depolarizaltuk
kiilonb6zd potencidlokkal, 10 masodpercenként torténd 20 mV-os 1épésekben. A méréseket
minden esetben szobahdmérsékleten végeztiik. A vizsgalatok kivitelezésében Dr. Szant6 Tibor

¢és Prof. Panyi Gyorgy (DE, Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet) nyujtottak segitséget.
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4.24 Rutin korillmények kozott meghatarozott laboratéoriumi paraméterek

Az EDTA-t tartalmaz6 Vacutainer® mintavételi cs6be levett antikoagulalt teljes vérmintabol a
fehérvérsejtszamot, a thrombocytaszamot és az atlagos thrombocyta térfogatot (MPV) egy
Advia® 2120 Hematology System automatan (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NJ, USA)
hataroztuk meg. A rutin (immun)kémiai laboratériumi vizsgalatok szérum mintakbol az alabbi
késziilékeken keriiltek lemérésre: szérum ¢éhomi gliikéz, 0ssz koleszterin, HDL, LDL,
triglicerid, C-reaktiv protein (CRP), procalcitonin (PCT) és IL-6, valamint a vizelet albumin és
kreatinin koncentraciok Cobas® 6000 analizatoron, illetve Cobas® e411 automatidn (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag), tovabba a szérum inzulin Liaison® XL késziiléken
(DiaSorin, Saluggia, Olaszorszag), a szérum/plazma HE4 Architect® i2000SR automatakon
(Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Németorszag), mig a HgbAlc HPLC modszerrel (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA). A fibrinogénszint Clauss modszerrel, illetve a plazminogén
aktivator inhibitor 1 (PAI-1) szint és a FVIII aktivitas Stago® Compact koagulacios automatan
(Stago, Asniéres, Franciaorszag), mig a von Willebrand faktor antigén (vVWF-Ag), a D-dimer
és a fibrin monomer (FM) koncentracick BCS® XP késziiléken (Siemens, Miinchen,
Németorszag) keriiltek lemérésre. Az aszpirin/clopidogrel kezelés hatékonysaga az aktualis
ajanlasoknak [263] megfelelden a vérlemezke aggregacio és a VASP (vasodilatator-stimulated
phosphoprotein) fehérje foszforilacid dramlédsi citometriai vizsgalata alapjan keriilt

megallapitasra.

4.25 Statisztikai szamitasok

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy az adataink normal vagy nem normal eloszlast
mutattak, Kolmogorov-Smirnov tesztet, esetenként Shapiro-Wilk tesztet hasznaltunk. Az
eredményeket atlag + szorés (standard deviation, SD vagy standard error of the mean, SEM),
illetve median és interkvartilis tartomany (IQR) formaban jelenitettik meg. Két csoport
Osszehasonlitdsara - normal eloszlas esetén - Student-féle t-probat hasznaltunk, mig nem
normal eloszlas esetén Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk. Ketténél tobb csoport esetén
ANOVA vagy Kruskal-Wallis tesztet végeztliink kiegészitve a relevans post hoc teszttel
(Bonferroni vagy Dunn’s teszt). Amikor kezelés el6tti és kezelés utani mintakat hasonlitottuk
Ossze, parositott t-tesztet vagy Wilcoxon tesztet, illetve parositott ANOVA vagy Friedman
tesztet alkalmaztunk. A korrel4cios analizisekhez - mivel az adatok nem parametrikus valtozok
voltak - Spearman rho tesztet alkalmaztunk. Egy paraméter diszkriminativ erejét ROC gorbe

(receiver operating characteristic) analizissel értékeltiik az AUC (area under the curve) érték

69



nagyb80 156 23

meghatdrozasaval. A cut-off vagy kiiszob értéket a Youden-index maximuma alapjan
hataroztuk meg (szenzitivitds, specificitds, PPV, NPV). Tobbszords regresszios analizist
végeztiink egy kiilon vizsgalt biomarker és egyéb fiiggd valtozok Osszefiiggéseinek
vizsgalatara. Statisztikailag szignifikdnsnak tekintettiik a kiilonbséget, amennyiben a P érték
kisebb volt, mint 0,05 (P<0,05). A statisztikai szamitasok a GraphPad® Prism szoftverrel
(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) késziiltek.

4.26 Etikai engedélyek

Minden 18 éven feliili beteg, illetve illesztett kontroll személy, valamint a CF-es gyermekek
szlilei vagy torvényes képviseldje irdsos beleegyezd nyilatkozattal hagytdk jova a
vizsgalatokban valo részvételt a tanulmany megkezdése eldtt. A vizsgalatsorozatokat a
Debreceni Egyetem Regiondlis és Intézményi Kutatdsetikai Bizottsaga (engedély szdmok:
3510-2011., 3777-2012., 4102-2014., 4780-2017., 4813-2017.), valamint a Temple Egyetem
(Philadelphia, PA, USA), a Motol Egyetemi Koérhaz, Karoly Egyetem (Praga, Csehorszag) és a
nemzetko6zi kollaborator CF-es kozpontok helyi etikai bizottsdgai hagytdk jova. A klinikai

vizsgalatok a Helsinki Egyezményben megfogalmazott elvardsoknak megfelelden torténtek.

4.27 Finanszirozas, palyazatok
Tudoményos kutatbmunkamat az alabbi f6 palyazatok tdmogattak:

- OTKA palyazat (K-49392): Thrombocyta aktivacié soran bekovetkezd valtozasok biokémiai
¢s sejtbioldgiai jellemzés. Témavezetd: Dr. Kappelmayer Janos (2005-2008.)

- OTKA palyazat (K-75199): A thrombocyta mint gyulladasos sejt. Témavezetd: Dr.
Kappelmayer Janos (2008-2012.)

- Mecenatura-palyazat (DE, AOK): A PSGL-1 receptor szerepe a melanoma tumorsejtek in vivo
terjedésében és metasztazis képzésében (2011-2014.) Témavezetd: Dr. Nagy Béla

- Bolyai Janos Kutatasi Osztondij (MTA, BO/00522/11.) (2011-2014.)

- "Konvergencia - Magyary Zoltan Posztdoktori Oszténdij - 2013/2 (A2-MZPDO-13) (2013-
2014.) Témavezetd: Dr. Nagy Béla

- Szodoray Lajos Osztondij (DE, AOK) (2014-2017.)

- Uj Nemzeti Kivalésagi Program Felséoktatasi Osztondij (EMMI) (UNKP-17-4-111-DE-239.)
(2017-2018.)
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- GINOP-2.3.2-15-2016-00043 palyazat (Sziv- és érkutatasi kivalosagkdzpont, IRONHEART)
Alprojekt vezetd: Dr. Kappelmayer Janos (2017-2021.)

- Tudomanyfinanszirozasi tamogatasok (DE, AOK) (2017-2023.) Témavezeté: Dr. Nagy Béla
- OTKA ,,Bridging Fund” (DE, AOK) (2018-2020.) Témavezet6: Dr. Nagy Béla

- OTKA-palyazat (FK-135327): Uj szerepkorben a huméan epididymis protein 4: a cisztas
fibrozis 0j prognosztikai biomarkere és patofiziologiai mediatora (2020-2024.) Témavezeto:
Dr. Nagy Béla

- MEC N 141438: Trombdzis és vérzés: sok ezeréves korképek XXI. szdzadi csomagolasban

(2022-2023.) Témavezetd: Dr. Kappelmayer Janos
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5 EREDMENYEK

5.1 A PKCO szerepe a thrombocyta aktivacio lezajlasaban

A gyulladasos korképekben bekovetkezd fokozott thrombocyta aktivacié mechanizmusanak
jobb megértése miatt fontos ismerniink a vérlemezkék komplex intracellularis folyamatait.
Ennek érdekében a philadelphiai Temple Egyetemen folytatott thrombocyta biokémiai
kutatasaim soran tobb ,,novel” PKC izoenzim funkcidjat vizsgaltuk, amelyek kozil itt a PKCO

szerepével kapcsolatos eredményeinket mutatom be.

5.1.1 A PAR és GPVI receptor agonistik dltal indukalt PKCO foszforildacio, valamint kéros
vérlemezke aggregdcio, allbf3 integrin aktivdacio, a- illetve o-granulum szekrécio a PKCO
hidanydban

A PKCO funkci¢jat kiillonbozé thrombocyta agonistaval tortént sejtaktivacio mellett
vizsgaltunk, hogy megtudjuk, vajon mely stimulus valt ki treonin foszforilaciot, ami a PKC6
kinaz aktivitasahoz sziikséges [264]. Els6ként olyan humén thrombocyta mintdkban vizsgaltuk
western blottal a foszforildcié mértékét a Thr538 pozicidban, amiket aszpirinnel elékezeltiink
megelézve a TXA: felszabadulas okozta tovabbi sejtaktivaciot. A 2MeSADP kezelés nem
vezetett PKCO foszforilacidhoz, mig az er6sebb GPVI receptor agonista kollagénszeri peptid
(CRP), illetve a PAR1-receptor specifikus SFLLRN peptid és a PAR4-hoz k6t6dé6 AYPGKF
peptid hatdsara mar 30 masodperc utan jelentds foszforilaciot detektaltunk (16/A. abra). Mig a
CRP ¢és az AYPGKEF kezelést kovetden a foszforilaciod 2 perc utan is detektalhat6 volt, addig az

SFLLRN aktivaci6 esetén a foszforilacio szintje ekkora jelentésen lecsokkent.
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1.0+0.1 1.8+0.2 1.05+0.03 1.6+0.21 1.59+0.2 1.7+0.15 1.07+0.02

16. abra A PKCO treonin foszforilacidja kiillonb6zé thrombocyta agonistak hatasira. (A) Aszpirin-kezelt
mosott human thrombocyta mintakat 2MeSADP-vel, CRP-vel és SFLLRN, illetve AYPGKEF peptiddel kiilonb6z6
ideig aktivaltuk 37 °C-on. (B) Az aszpirin-kezelt mosott human vérlemezkéket az SFLLRN és AYPGKF peptiddel,
illetve CRP-vel val6 aktivacidja el6tt Gq inhibitorral (YM-254890) eldkezeltiik 37 °C-on. A mintdkat a PKC6
treonin foszforilaciora vizsgaltuk Western blottal foszforilalt-(Thr538)-PKCH specifikus antitesttel. A mintak
egyenld fehérje mennyiséget 0ssz PKCO ellenes antitestes jeloléssel ellendriztiik. A foszforilacid mértékeét
kvantaltuk denzitometriaval és meghataroztuk a valtozds mértékét. Atlag £ SD, 3 kiilonbozo kisérletben
feldolgozott min. 3 donor adatai alapjan). “P<0,05.
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Kiilon megvizsgaltuk, hogy a PAR-receptorokon keresztiil bekdvetkezd PKCO
aktivalodashoz sziikséges-e mind a Gq és a G213 medialt utvonal is. Ezért az aszpirin elkezelt
mosott human thrombocytadkhoz eldzetesen adtunk Gq fehérje specifikus inhibitort (YM-
254890) az SFLLRN vagy AYPGKF peptiddel tortént vérlemezke aktivacio eldtt. Azt
tapasztaltuk, hogy az inhibitor hataséra teljes mértékben lecsokkent a Thr538 foszforilacio, mig
a Gq fehérjéhez nem kotddd GPVI receptor indukalta aktivacio esetén ez a foszforilacid
megmaradt (16/B. abra).

Ezt kovetden részletesen megvizsgaltuk a PAR (SFLLRN, AYPGKF) ¢és a GPVI
receptor (CRP) agonistak altal indukalt vérlemezke aggregaciot, az allbp3 integrin aktivaciot
¢s az a- illetve d-granulum szekréciot. Ehhez kétféle modszertani megkozelitést alkalmaztunk:
1) izoenzim-specifikus RACK peptiddel és egyben aszpirinnel kezelt mosott human
thrombocytdkat (17/A. abra), és 2) PKCO deficiens és WT egér vérlemezke mintakat
analizaltunk (17/B. dbra). Mindkét kisérletsorozatban a PKCO funkci6 hidnyaban jelentdsen
csOkkent az aggregacid és a szekrécio mértéke az alacsonyabb agonista koncentraciok
mar nem volt megfigyelhetd. Ebbdl arra kovetkeztettiink, hogy a PKCO eldsegiti mind a PAR,
mind a GPVI receptorhoz kotott thrombocyta aktivaciot.

Megnéztiik, hogy az allbB3 integrin aktivacidjat kdzvetleniil elésegiti-e a PKCO, ekkor
aramlasi citometriaval a JON/A antitest kotodését kovettiik a konformécio valtozason atesett
allbB3 integrinhez. Csokkent felszini pozitivitast lattunk mindhdrom alacsonyabb
szignalizacioban, vagyis az allbB3 integrin aktivacidjaban (18/A. abra). Az a-granulum
szekrécidé moduladlasaban szintén van funkcidja, mivel a felszini P-selectin (CD62) pozitivitas
hasonldan alacsonyabb volt a RACK-peptiddel kezelt humén vérlemezkékben, illetve a PKCO
hidnyos egér thrombocytdkban (18/B-D. abra).
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17. abra A PKCO funkcidja a GPVI és PAR receptorok altal mediilt vérlemezke
szekrécioban. Aszpirinnel és PKCO specifikus RACK vagy kontroll peptiddel elékezelt human thrombocytak,
valamint PKCO”~ egerekbdl és WT allatokbol izolalt, majd (A) CRP-vel, illetve kollagénnel, tovabba (B)
AYPGKEF peptiddel, thrombinnal, illetve SFLLRN peptiddel 3,5 percig 37 °C-on indukalt egér vérlemezke
aggregaciot és szekréciot kovettiink. A S-granulum szekrécid mértékét a felszabadult ATP mennyisége
(nmoL/10® thrombocyta) alapjan hataroztuk meg. A reprezentativ aggregacios gorbék 3 kiilonbozé kisérletben
feldolgozott min. 3 donor allat eredményei alapjan lettek kivalogatva.
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18. abra A PKCO szerepe az allbf3 integrin aktivaciéban és az o-granulum szekrécioban a GPVI és PAR
receptor medialt itvonalak mentén. (A) A PKCO ' egerekbdl (m) és a WT kontroll allatokbol (o) izolalt
thrombocytakat a CRP-vel, valamint az AYPGKF peptiddel stimulaltuk, hogy megvizsgaljuk a JON/A antitest
felszini kotédését. (B) A WT és PKCO ™~ egér thrombocyték és (C) a mosott humén vérlemezkék PKCO RACK
peptid jelenlétében vagy hianyaban CRP-vel, illetve AYPGKF-vel, tovabba SFLLRN peptiddel (csak a human
mintak esetén) voltak aktivalva FITC-jelolt P-selectin (CD62) specifikus antitestes jelolés mellett. A mintakat
aramlasi citometriaval analizéltuk. (D) Reprezentativ dot plot dbrak a JON/A kotddésre és a CD62 pozitivitasra
jelolt mintakbol. Atlag + SD, 3 kiilonboz6 kisérletben feldolgozott min. 3 donor adatai alapjan. *P<0,05.

5.1.2 A PKCO funkcidja a szekrécio és a TXA; szintézis reguldcidjaban a Syntaxin-4 és az

ERK foszforilacion keresztiil

A szekrécio regulacigjaban résztvevd SNARE-Syntaxin-4 komplex utdobbi komponensének a
foszforilacigjat vizsgaltuk western blot technik4val annak érdekében, hogy kideritsiik, vajon a
PKCO szekréciot befolyasold hatasa a Syntaxin-4 foszforildcidjan keresztiil valosul-e meg.
Ehhez immunprecipitaltuk a Syntaxin-4 fehérjét elézetesen PKCO RACK vagy kontroll
peptiddel kezelt mosott thrombocyta mintdkban, amelyek késébb CRP-vel vagy AYPGKF
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peptiddel voltak stimuldlva és azt kdvetden detektaltuk a Syntaxin-4 treonin foszforilaltsagi
szintjét. Azt lattuk, hogy a RACK peptiddel vald kezelés csokkentette a Syntaxin-4
foszforilaciot, ami alatamasztja PKCO és a Syntaxin-4 foszforilacid kozotti szoros kapcsolatot

(19. abra).

IP: syntaxin—4 mlgG

P-Syntaxin-4 — & - P ®
(P-Thr) _1 Ba - *e
Tt sain-4 — [T

CRP (10 wg/mL) - + + - - 5

AYPGKF (100 uM) - - - + ¥ -

PKC 6 RACK peptide (1 uM) - - + - $ _
control peptide (1 uM) - + — + - -

2.0

o

Syntaxin-4 (P-Thr)
valtozas mértéke a
kontrollhoz viszonyitva

I
o

o

1.0 1.55+0.05 1.25£0.1 1.7+0.07 1.3+0.08

19. abra A PKCO befolyasolja a szekrécié regulaciojaban résztvevé Syntaxin-4 foszforiliciéjat. Mosott
humaén thrombocyta mintékat aktivaltunk CRP-vel és AYPGKF 37 °C-on a PKC6 specifikus RACK vagy a
kontroll peptid jelenlétében és immunprecipitaciot csinaltunk a Syntaxin-4 fehérjére, majd western blottal
ellendriztiik a protein treonin foszforilacigjat. Normal egér IgG volt a negativ kontroll minta. A foszforilacio
mértékét kvantaltuk denzitometriaval és meghataroztuk a valtozas mértékét. Atlag + SD, 3 kiilonboz6 kisérletben
feldolgozott 3 donor adatai alapjan.

A PAR ¢és GPVI receptor medialt vérlemezke Gtvonal aktivalodasa TXA» termelddéssel
jér egylitt a maximalis thrombocyta aktivacio érdekében. Ezért dsszehasonlitottuk a TXA:
koncentraciokat PKCO deficiens €s kontroll WT egér mintdkban GPVI és PAR receptor
agonista stimulaciot kovetden, és joval alacsonyabb TXA: értékeket kaptunk a PKCH hianyaban
fliggetleniil az agonista tipusatol (20/A. abra). Amikor a TXA; szintézist gatoltunk nem
szelektiv COX enzimgatldé indomethacin segitségével, akkor is pozitiv modon befolyésolta a
PKC6 a primer vérlemezke szekréciot. Ehhez kapcsoloddan analizaltuk az ERK foszforilaciot
is, amely a cPLA; aktivacigjan keresztiil a TXA> termelddés szabalyozasdban vesz részt.

Csokkent ERK (Thr202/Tyr204) foszforilacidt detektaltunk a PKCO hidnyos allatokban
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szemben a WT egerekben (20/B. abra), ami alatamasztja ezen PKC izoenzim szerepét a TXA»

szintézisben is.
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20. abra A PKCO szerepe a TXA: termelédésben és az ERK foszforilaciéban. (A) PKCO7 egerekbdl (m) és
WT tipusu allatokbol (o) szeparalt vérlemezke mintakat kollagénnel és CRP-vel, valamint AYPGKEF peptiddel és
thrombinnal aktivaltuk 3,5 percig 37 °C-on forgatas alatt. Ezt kovetéen megmértiik a TXB: szintet és a WT kontroll
allatok maximalis értékeihez viszonyitottuk a PKCO deficiens allatokban mért eredményeket. (B) A stimulalt
mosott egér thrombocytakat western blottal is analizaltuk foszforilalt-ERK és 6ssz ERK ellenes antitesttel. Az
egerek fenotipusat kiilon is ellendriztiik az 6ssz PKCH specifikus antitesttel. A foszforilaciéo mértékét kvantaltuk
denzitometridval és meghataroztuk a valtozas mértékét. Atlag+SD, 3 kiilonbozé kisérletben feldolgozott 3 donor
adatai alapjan. “P<0,05.

5.1.3 A thrombocyta PKCO hianydnak hatdsa az in vivo vérrogképzodésre

Végiil a fenti eredmények aldtdmasztasa érdekében ,,globalisan” is megvizsgaltuk a PKCH
funkcidjat a thrombus képzdédésben in vivo. Parhuzamosan a PKCO deficiens és a WT
egerekben FeCl; kezeléssel carotis sériilést és in vivo vérrogképzddést indukaltunk, amelynek
soran mértiik a 100%-o0s okkluzi6 kialakulédsig eltelt id6t. A minimum 30 percig stabil
trombusképzddést mutatd eseteket szamoltuk 0ssze a két genotipus kdzott, €s azt talaltuk, hogy
a PKCB0 deficiens egerek tobb, mint felében (55%) nem tudott stabil thrombus kialakulni (21/A.
abra), valamint a PKCO hidnydban az atlagos érelzarodasi id6 (atlag + SD) 15,7 + 3,3 perc volt
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szemben a WT egerek eredményeivel (7,6 £ 1,1 perc) (P<0,05). (21/B. abra). Mindezen adatok

alapjan a PKC8 izoenzim a vérrdg stabilizalasaban is aktivan részt vesz.
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21. abra A PKC0 izoenzim hozzajarul a stabil thrombus képzddéshez in vivo. (A) A FeCls indukalta carotis
sériiléses modellt hasznalva (2 percig 10%-o0s FeCls jelenlétében) vizsgaltuk a stabil vérrogoét mutatd egerek
aranyat, és kozben (B) mértiik az atlagos elzarodasi id6t a PKCO™ és a WT tipusa egerekben. (C) Reprezentativ
Doppler aramlasi gorbék az okkluzid nyomon kovetesére. A PKCO” egerekben atlagosan 10 perc volt az
érelzarodasig eltelt id6, ami egylitt jart gyakran instabil vérrogképzddéssel, mig a WT (kontroll) egerekben mar 5
perc utan stabil vérrog alakult ki és tartdsan megsziint a véraramlas. TTO: a teljes érelzarodasig eltelt id6.

Osszeségében tehat megallapithatjuk, hogy a PKCO izoenzim részt vesz szamos fontos

crer

kialakulasahoz.

5.2 A P2Y12 és a P-selectin receptor expresszio miRNS-ek altal torténé modulalasa
diabeteses vérlemezkékben
A DM2-re jellemz6 kéros thrombocyta aktivacié egy sokat vizsgélt jelenség. Ugyanakkor a

kialakulasaban részt vevd finomszabalyoz6 cellularis mechanizmusok a vérlemezkékben és a

79



nagyb80 156 23

megakaryocytdkban még kevésbe ismertek. Ezért néhany potencidlis miRNS funkcidjat
vizsgaltuk a két sejttipusban in vitro parhuzamosan a diabeteses betegmintdkban mérhetd

thrombocyta expresszio eltérésekkel.

5.2.1 A vérlemezke aktivaltsagi dllapot és a miR-223, miR-26b és miR-140 expresszio
kozotti dsszefiiggés vizsgalata DM?2 thrombocytikban osszehasonlitva obez és egészséges

kontroll mintakkal

A DM2 ¢és az obez, nem diabeteses betegek, valamint az egészséges kontroll csoportok a

demografiai paramétereik alapjan 6sszehasonlithatok voltak (1. tablazat).

Paraméterek DM2 betegek Obez, nem diabeteses Egészséges
(n=28) betegek (n=19) kontrollok (n=23)
Nem (férfi, n (%) 13 (46) 12 (63) 11 (48)
Eletkor (év) 53 (50-59) 53 (48-57) 53 (34-60)
DM2 fennallasa (év) 10 (8-14,5) - -
BMI (kg/m?) 32,9 (30,3-40,2)° 35,8 (31,6-37,3)° 24,0 (22,1-25,9)
Ehomi glitkéz (mmol/L) 9,8 +4,14° 53+0,7 54+0,5
HgbAlc (%) 7,5 (7,0-8,8)" 5,5(5,3-5,7) N.M.
Ehomi inzulin (mU/L) 17,5 (9,9-63,6)° 14,3 (7,4-25,2) 8,8 (4,7-20,7)
f\fgeef;u;iliumin/kreatinin) 2,2(0,5-10,5) NM NM
Triglicerid (mmol/L) 1,9 (1,5-2,6)* b 1,4 (1,0-2,0) 1,1 (0,7-1,7)
Ossz koleszterin (mmol/L) 49+1,3 51+1,1 5,0£0,7
LDL-koleszterin (mmol/L) 39+1,2 34+0,9 3,0+0,7
HDL-koleszterin (mmol/L) 1,1 (1,0-1,3)* b 1,3 (1,1-1,5)° 1,6 (1,4-2,4)
CRP (mg/L) 2,1 (1,4-6,9) 3,7 (1,9-6,1)° 0,8 (0,6-1,6)
Vérlemezke szam (G/L) 231 + 68" 276 + 55 270+ 77
Fehérvérsejt szam (G/L) 8,4+2,4 7.1+1,4 7,1+19
PAI 0,19 (0,09-0,39)* 0,02 (-0,19-0,20) -0,27 (-0,45-0,09)
HOMA-IR 9,4 (4,0-28,1)“" 4,1 (1,8-6,6) 2,0 (1,0-5,7)
Felszini P-selectin (%) 72+5,14° 3,5+1,5° 1,8+0,9

1. tablazat A DM2-s vizsgilat betegcsoportjainak fobb demografiai és laboratériumi paraméterei. Az
eredményeket atlag + SD vagy median (interkvartilis tartomany) formaban tiintettiik fel. PAI: plazma atherogén
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index, HOMA-IR: Homeostatic Model Assessment for Insulin Resistance. Statisztikai 6sszehasonlitasok: P<0,05:
@ DM2 betegek vs. egészséges kontrollok, © DM2 betegek vs. obez egyének, ¢ obez egyének vs. egészséges
kontrollok. NM: nem mért paraméter.

A diabeteses betegekben jelentdsen magasabbak (P<0,05) voltak a BMI (body mass index)
értekek, az ¢homi gliikéz és az inzulin koncentraciok, ugyanakkor a HDL-koleszterin szint
szignifikansan csokkent (P<0,05) az egészséges kontrollokhoz képest. Az obez csoportba
sulyosan elhizott (BMI: 35,8 [31,6-37,3] kg/m?), de nem diabeteses betegeket vontunk be, amit
alatamasztott, hogy a szérum gliik6z és a HgbAlc koncentracidk a referens tartomanyon beliil
voltak. A DM2 betegeket a plazma atherogén indexszel és az inzulin rezisztenciara utald
HOMA-IR indexszel jellemeztiik, amely paraméterek értéke nagymértékii emelkedést (P<0,05)
mutatott diabetesben mindkét kontroll csoporthoz képest.

A P-selectin receptor kiilonb6zdé formdjanak mérésével vizsgaltuk a vérlemezkék
altalanos aktivaltasi allapotat. A felszini P-selectin pozitivitds alapjan fokozott vérlemezke
aktivaciot figyeltink meg DM2-ben (7,2 + 5,1 %, P<0,001), ami mar obezitasban is
megmutatkozott (3,5 + 1,5 %, P=0,003) az egészséges kontrollokhoz (1,8 £ 0,9 %) képest. A
sztatin kezelés mellett a betegek csak enyhe trigliceridszint emelkedést és a normal tartomanyba
esO egyéb lipid paramétereket mutattak, igy ebben a kohorszban a thrombocyta aktivaciot
befolyasold hiperkoleszterinémia hatdsat kizarhattuk. A felszini P-selectin expresszio mellett
kiilon meghataroztuk a lizalt vérlemezkékben az intracellularisan jelenlévd P-selectin protein
teljes mennyiségét, valamint a szolubilis formdjanak koncentracidjat is a plazma mintakban. Az
egészséges kontrollokhoz hasonlitva a DM2 thrombocytdkban szignifikdnsan magasabb volt a
P-selectin fehérje koncentracioja (250 + 33 vs. 304 + 39 ng/mL, P<0,05) (22/A. abra), mig
szintén jelentdsen emelkedett szolubilis P-selectin szinteket tapasztaltunk DM2-ben (26,6 + 7,4
vs. 35,4 £ 5,6 ng/mL, P<0,05) (22/B. abra).
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22. abra A thrombocyta P-selectin fehérje intracellularis (A) és plazma (B) koncentriciéjanak
meghatirozasa DM2-ben. (A) A vérlemezkék P-selectin fehérje teljes tartalma, valamint (B) a szolubilis P-
selectin szintje is szignifikdnsan magasabb volt DM2-ben az egészséges kontrollokhoz képest. Az abran a median
(minimum-maximum) értékeket jeldltiik, n=5/csoport. “P<0,05.

Ezt kovetéen megvizsgaltuk a diabeteses betegekben a fokozott vérlemezke
aktivaciohoz kothetd néhdny kivalasztott miRNS expresszidjat. Kiilonbozd adatbazisok és
korabbi kozlemények alapjan a legnagyobb mennyiségben megtaldlhatdé miRNS-ek koziil a
miR-223 a P2Y 12 receptor [137], a miR-26b és miR-140 a P-selectin (SELP) expresszidjat
befolyasolhatja, valamint a miR-126 szintje is jelentdsen Osszefiiggést mutatott a vérlemezke
aktivacio mértékével [148]. Azt talaltuk, hogy a miR-223 (P=0,003), a miR-26b (P=0,001), a
miR-140 (P=0,041) és a miR-126 (P<0,001) expresszidja szignifikidnsan alacsonyabb volt
DM2-ben az egészséges kontroll csoporthoz képest (23/A-D. 4bra). Erdekes médon a miR-223
¢s miR-26b esetében a BMI-illesztett, nem diabeteses obez személyekben a kontrollokhoz
viszonyitva szignifikdnsan emelkedett expressziot talaltunk. Kivancsiak voltunk, hogy vajon
minden miRNS szintjére hatassal van-e a hiperglikémia, ezért kivalasztottunk egy indifferens
miRNS-t (miR-107), ami a sejtek cirkadian ritmusaban részt vevé CLOCK fehérje
expressziojat szabalyozasa [139]. Nem taldltunk szignifikans kiilonbséget a miR-107
expresszioban (nem abrazolt eredmény), ami arra utalhat, hogy nem minden miRNS

expressziojara van egyforma hatassal a diabeteses kornyezet.
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23. abra A vérlemezkék csékkent miRNS és pre-miRNS expresszioja DM2-ben. Az érett miR-223 (A), miR-
26b (B), miR-140 (C) és miR-126 (D), valamint a miR-223 és miR-26b eldalakjanak (E, F) csokkent szintjét
talaltuk a diabeteses thrombocytakban szemben az obez és a normal kontrollokkal. A miR-140 szint mérésekor
mar nem tudtunk minden betegmintat analizalni a limitdlt RNS minta miatt. Az eredmények median érték és
kvartilisek formaban kertiltek feltiintetésre.

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy esetleg az érett miRNS eldalakjabol, a pre-miRNS-bdl
is kevesebb van-e a diabeteses thrombocytakban. Ezért két pre-miRNS szintjét kvantaltuk, és
azt taldltuk, hogy a thrombocyta pre-miR-223 (P=0,040) és a pre-miR-26b (P=0,093)
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mennyisége csokkend tendenciat mutatott DM2-ben a kontroll mintdkhoz képest (23/E-F.
abra), ami akar hozzajarulhat az érett miR-223 és miR-26b alacsony expressziojahoz.

Mivel az extracellularis miRNS-ek tobbsége a vérlemezkékbdl szdrmazik [207], ezért
megvizsgaltuk, hogy vajon miként valtozik-e ezen miRNS-ek szintje a plazma mintdkban, mint
ujfajta biomarkerek. Azt tapasztaltuk, hogy a thrombocytakhoz hasonléan a keringd miR-223
(P=0,048), miR-26b (P=0,006), miR-140 (P<0,001) ¢s miR-126 (P<0,001) szintje is jelentdsen
csokkent DM2-ben (24/A-D. abra) az egészséges kontrollokhoz képest, mig a miR-107 ez

esetben sem mutatott valtozast (nem abrazolt eredmény).
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24. abra A keringé miRNS-ek expressziojanak valtozisa DM2-ben. A plazma mintdkban - hasonldan a
vérlemezkékben tapasztalt valtozasokhoz — jelent6sen csokkent a miR-223 (A), a miR-26b (B), a miR-140 (C) és
amiR-126 (D) expresszidja a kontroll csoportokhoz képest. Az eredmények median érték és kvartilisek formaban
keriiltek feltlintetésre.
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5.2.2 A diabeteses csontveldi koriilmények modellezése kétféle megakaryocyta sejtvonalon,
és a hiperglikémia kozvetlen hatasanak vizsgalata a thrombocyta és megakaryocyta miRNS

és céel (P2RY12 és SELP) mRNS expressziora

A DM2-s thrombocytdk érett miRNS-einek alacsonyabb szintje tobb cellularis mechanizmusra
utalhat, amit tovabb vizsgéaltunk. Az egyik lehetéség, hogy mar a diabeteses
megakaryocytakban is csokkent az expresszidjuk és igy eredendden kevesebb miRNS keriil at
a lefliz6dd vérlemezkékbe. Ennek érdekében in vitro diabeteses koriilmények kozott, vagyis
magas gliikoz koncentracié fenntartasa mellett kétféle megakaryocyta sejtvonal (MEG-01,
K562-MK) érett miRNS expresszidit vizsgaltuk rovid (8-24 6ra) és hosszutava (1-4 hét)
kezelést kdvetden.

A hiperglikémia hatdsara csokkend tendenciat lattunk az érett miRNS expressziokban
(25/A-C. abra), ami 24 o6ra elteltével mar szignifikdns volt (miR-223 és miR-26b esetén
P<0,010; miR-140 esetén P<0,05), és a 4 hetes kezelés végére ez a csokkenés még markansabba
(P<0,001) valt. A mannitollal tortént kontroll kezelés nem befolyasolta a miRNS expressziokat,

¢s a miR-107 mennyisége sem valtozott jelentdsen a kezelés hatasara (25/D. abra).
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25. abra A MEG-01 sejtek miRNS expresszijanak valtozasa gliikoz kezelés hatasara in vitro. A
megakaryocytakat 8 oratol 4 hétig kiilonbozo iddtartamig gliikozzal kezeltiik és azt kovetden kvantaltuk a miRNS-
ek expressziojat. Negativ kontroll mintaként a mannitollal kezelt sejteket hasznaltunk (csikos oszlop). Mar a 8 6ras
kezelést kovetden is csokkent miR-223 (A), miR-26b (B), és miR-140 (C) szintet mértiink, azonban a miR-107
szintje jelentésen nem valtozott (D) a nem kezelt mintakhoz képest (sotét sziirke oszlop). Atlag és SEM értékeket
dbrazoltunk, n=6/csoport. “P<0,05, ““P<0,01, “*“P<0,001.
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Az érett miRNS expressziok mellett a megakaryocytdk pre-miRNS tartalmat is
vizsgaltuk, hasonloan a DM2-s thrombocytdkhoz. Meglepd modon az érett miRNS szintekkel
ellentétben a pre-miR-223 ¢és pre-miR-26b megakaryocyta expresszidja nem csokkent le a
hiperglikémia hatasara 24 ora elteltével sem, s6t a 4 hetes kezelés végére inkabb jelentds
emelkedést (P<0,05) mutatott (nem abrazolt eredmények). Ezek az adatok azt sugalljak, hogy
a MEG-01 sejtekben az érett miRNS szintek csokkenéséért a megvaltozott Dicerl enzim
aktivitas lehet a felelds, hasonldan, mint ahogy azt a diabeteses vérlemezkékben talaltak [142].

A diabeteses csontvel6i koriilményeket K562 sejtekbél PMA-val differenciéltatott
megakaryocytakban is modelleztiik. Az érési folyamatot aramlasi citometriai mérésekkel
kovettiik. Az €16 sejtek aranya (85,9 = 1,7 %) magas volt a megakaryopoiesis 7. napjan (26/A-
B. dbra), és a sejtek mérete, valamint granulaltsaga is megvaltozott az elére (FS) és az oldalra
szort (SS) fénytulajdonsadgok alapjan. A CD41 és CD61 pozitivitasa PMA kezelés hatasara
fokozatosan emelkedett a sejtek felszinén (26/C-D. dbra), ami jol mutatta a megakaryocyta
iranyu differencidlodast. A CD41 expresszidja a kezdeti 1-2%-r6l kozel 40%-ra emelkedett
(MFT értékek: 0,54 + 0,02 vs. 2,80 £ 0,09, P<0,001), mig a CD61 pozitivitas a sejtek 80-90%-
an jelent meg a kezelés végére (MFI értékek: 0,53 + 0,03 vs. 5,60 + 0,30, P<0,001) (nem
abrazolt eredmények). Ezutan az érett megakaryocytakat magas gliikdz tartalmi médiumban
tartottuk kiilonbozo idOtartamig (8 oratdl - 5 napig). Az apoptotikus sejtek megjelenése miatt
nem tudtuk a differencidlodott sejteket egy hétnél tovabb kezelni szemben az immortalizalt

MEG-01 sejtekkel.
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26. abra A K562 sejtek differencidltatisa érett megakaryocytikka (MK). A kezelés el6tti allapothoz képest
(A) a PMA-val tortént sejtérlelés soran a sejtek sejtmorfologiai valtozason mentek at (B), és fokozatosan
expresszaltak a CD41-t, ami felszini %-os pozitivitassal (C) és az MFI értékkel (D) is jol demonstralhato volt. A
kiindulasi (nem kezelt) mintakat sziirke oszlopokkal jeloltiik. Roviditések: FS: forward scatter, SS: side scatter,
MFI: mean fluorescence intensity/4tlagos fluoreszcencia intenzitis. Atlag és SEM értékeket abrazoltunk, n=3-
4/vizsgalat. “P<0,01, *"P<0,001.

A MEG-01 sejteknél tapasztaltakhoz hasonldéan a hiperglikémia hatasara a miRNS-ek
expresszioja a K562-MK sejtekben is szignifikdnsan (P<0,05) csokkentek (27/A-C. dabra). A
mannitol kezelés nem befolydsolta a miRNS expresszidkat, €s a miR-107 mennyisége (27/D.
abra) sem valtozott jelentosen a kezelés hatdsara. Tovabbi érdekességként azt figyeltiik meg,
hogy maga a megakaryopoiesis soran a miR-26b mennyisége jelentésen novekedett, mig a miR-

140 és miR-107 szintjei csokkentek (27/B-D. abra).
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27. abra A miRNS szintek valtozasa a gliikézzal kezelt K562-MK sejtekben. A K562 sejtek érett
megakaryocytakka (K562-MK) tortént differencialtatasa utan (sziirke oszlop) gliikkozzal kezeltiik 8 6ratol 5 napig.
A miR-223 (A), a miR-26b (B), és a miR-140 (C) szintje jelentdsen csokkent a kezelés hatasara, mig a miR-107
(D) szintje érdemben nem valtozott. Atlag = SEM értékeket abrazoltunk, n=4-8 minta/kisérlet.

A vérlemezkékben nagy mennyiségben megtalalhaté miRNS-ek koziil a miR-223 a
P2RY12, mig a miR-26b ¢és a miR-140 SELP gén mRNS-ét szabalyozhatjadk a TargetScan
human predikcioés program (Release 7.0, www.targetscan.org) alapjan (28/A. abra). Ezért
megvizsgaltuk, hogy a csokkent miRNS szintek hatdsdra hogyan véltozott a vérlemezkékben a
cél mRNS-ek mennyisége DM2-ben és a gliikozzal kezelt MEG-01 sejtekben. A P2RY12
mRNS szintjében (P=0,036) és a SELP mRNS expresszidjadban (P=0,005) szignifikdns
emelkedést tapasztaltunk diabetesben az egészséges kontrollokhoz képest (28/B. abra). Ezzel
parhuzamosan a gliikk6zzal kezelt MEG-01 sejtekben is hasonld mértékii emelkedést (P<0,05)
detektaltunk mindkét mRNS esetében 24 ora elteltével (28/C. abra). A megvaltozott mRNS
szintek megalapozhatjak a P2Y12 és a P-selectin receptor nagyobb sejtfelszini kifejezddését,

ami hozz4jarulhat a fokozott vérlemezke aktivacio kialakulasdhoz DM2-ben.
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28. abra A P2RY12 és a SELP mRNS expresszio valtozasa hiperglikémias sejtes koriilmények kozott. A
predikcios programok alapjan a P2RY12 mRNS-t a miR-223, mig a SELP mRNS-t a miR-26b és miR-140
regulalhatja a komplementaritas alapjan (A). Ezért ezen miRNS-ek vizsgélata utdn analizaltuk a DM2 betegek
vérlemezkéiben mindkét mRNS szintjét, amelyek jelentésen megemelkedtek az egészséges kontrollokhoz (sziirke
oszlop) viszonyitva (B). Hasonldan a gliikézzal kezelt MEG-01 sejtekben is megndtt az mRNS-ek szintje 24 6ra
elteltével a nem kezelt kontroll mintakhoz (sziirke oszlop) képest (C). Atlag + SEM értékek, n=6-10 minta/csoport.

*P<0,05, “P<0,01.
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5.2.3 A miR-26b és a miR-140, valamint a SELP mRNS kozotti funkciondlis kapcsolat
igazolasa, illetve a csokkent Dicerl funkcio ellendrzése a megviltozott miRNS szintek

kialakulasaban

A miR-26b, a miR-140 és a SELP mRNS kozotti direkt kapcsolatot miRNS mimic-ek és
inhibitor-ok hasznalataval vizsgaltuk a MEG-01 sejtekben. A Lipofectamine reagenssel
bejutatott mimic-ek hatdsdra a miR-26b és a miR-140 fokozottan expresszalddott (29/A-B.
abra), mig a miRNS inhibitorok jelentdsen gatoltdk a specifikus miRNS-ek szintjét (29/C-D.
abra), ugyanakkor egymas hatasat keresztbe nem befolyasoltdk a megakaryocytakban (29/A-
D. abra).
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29. abra A miRNS mimic és inhibitor transzfekcié hatékonysaganak ellenérzése a miRNS expresszio
mérésével a MEG-01 sejtekben. A kontroll mimic/inhibitor (NEG-01) kezelést kapott sejtmintdkhoz viszonyitva
(sziirke oszlop) a mimic képes volt fokozni a specifikus miRNS expressziot (A, B), mig az inhibitor jelentésen
csokkentette a sajat miRNS szintet (C, D). Atlag és SEM értékek, n=6/kisérlet. “P<0,01, **P<0,001.
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A miRNS szintek megvaltoztatdsa utan megmértilk a miR-26b és a miR-140 SELP
mRNS-re kifejtett hatasat: i) a SELP mRNS mennyisége jelentds mértékben csokkent mindkét
miRNS mimic hatisara. A negativ kontrollal (NEG-01) transzfektalt sejtek SELP mRNS
tartalmat 100%-nak vettiik, ehhez hasonlitottuk transzfektalas utan az MEG-01 sejtek SELP
mRNS expresszidjat (a miR-26b hatasara ez 60%-ra, mig a miR-140 esetén 70%-ra csokkent,
P<0,05), ii) az anti-miR-26b ¢s az anti-miR-140 a SELP mRNS szignifikdns emelkedéséhez
(P<0,05) vezetett (30/A-B. abra). Ezekkel a kisérletekkel megerdsitettiik ezen miRNS-ek ¢és
cél mRNS-iik kozotti direkt kapcsolatot. Kontrollként 2 mésik fontos thrombocyta (P2RY 12,
CD41) mRNS expresszigjat is vizsgaltuk, amikre nem voltak hatdssal a miR-26b ¢s miR-140

miRNS mimic-ek, ezzel alatdmasztottuk a kisérlet specificitasat (30/C-D. abra).
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30. abra A SELP mRNS expressziéjanak valtozasa miR-26b és miR-140 specifikus mimic és inhibitor
hatiasara a hiperglikémiias MEG-01 sejtekben. (A) A miR-26b mimic hatdsara jelent6sen csokkent, a miR-26b
inhibitor jelenlétében jelentdsen ndtt a SELP mRNS szintje a negativ kontrollal (NEG-01) transzfektalt mintakhoz
(sziirke oszlop) képest. (B) Hasonl6 valtozasokat tapasztaltunk a miR-140 expresszié modulalasa esetén is. Ezzel
szemben a P2RY 12 (C) és CD41 (D) mRNS szintek nem valtoztak a fenti sejtmanipuléciok esetén. Atlag és SEM
értékeket tiintettiink fel, n=6/kisérlet. "P<0,05, **P<0,01.
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A diabetesben tapasztalt csokkent cellularis miRNS expressziok hatterében ellendriztiik
az alacsonyabb Dicerl aktivitast. A Dicerl enzim fontos szerepet tolt be a pre-miRNS - érett
miRNS atalakuldsban, ezért vizsgaltuk ezt a szabélyozo 1épést. A Dicer]l miikodését jelentosen
befolyasoljak a calpainok, amiket, ha egy specifikus inhibitorral, a calpeptinnel gatoltunk le,
akkor megvédtiik a Dicerl enzim funkcidjat. A hiperglikémias MEG-01 sejtekhez adott
calpeptin visszadllitotta a Dicerl szintet, ami egyben normalizalta a miR-223 (P=0,009) és miR-

26b (P=0,027) expresszidjat (31/A-B. abra).
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31. abra A modositott Dicerl szint hatasanak vizsgalata az érett miRNS expressziok szabalyozasaban
hiperglikémias MEG-01 sejtekben. A calpeptin (Calp) nmagaban szignifikansan megemelte a miR-223 (A) és
amiR-26b (B) szintjét a nem kezelt mintdkhoz (sziirke oszlop) képest, ugyanakkor a gliikoz (Glii) kezelés hatasara
jelentésen lecsokkentek a miRNS szintek. Amikor a glikkoz kezelés eldtt calpeptint is adtunk a sejtekhez,
megakadalyoztuk a miRNS expressziok csokkenését a Dicerl protektiv hatdsan keresztiil. Az abran az atlag és
SEM értékeket abrazoltuk, n=4-6/csoport.

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy DM2-ben a hiperglikémia hatasara csokkent
Dicerl enzim funkci6 okozta alacsonyabb megakaryocyta és thrombocyta miR-223, miR-26b
¢s miR-140 expresszid fokozott P2RY 12 és SELP mRNS szinthez vezet, amely hozzajarulhat

a koros vérlemezke reaktivitas kialakulasahoz a diabeteses betegekben.
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5.3 Emelked6é thrombocyta aktivalodasi szint értékelése obezitasban és a P2Y12
receptor altal medialt szignalutvonal ebben betoltott szerepének vizsgalata

DM2-ben a thrombocyta reaktivitasrol szamtalan adat valt ismerté, ugyanakkor obezitasban a
vérlemezke aktivacidés markerek szintjének valtozésa, illetve az ebben részt vevd thrombocyta

intracellularis folyamatok kordbban egy kevéssé vizsgalt teriilet volt.

5.3.1 Vérlemezke aktivacio specifikus biomarkerek korreldlisa a carotis intima-media

vastagsdaggal és egyéb korai atherosclerosis rizikdfaktorokkal obez betegekben

Az obezitadsban kimutathatd thrombocyta reaktivitas vizsgéalatira obez betegeket és egészséges
kontroll személyeket vontunk be, akik életkorban, nemben és cigarettafogyasztdsban nem

mutattak kiilonbséget (2. tablazat).

Obez betegek

Demografiai
paraméterek és Egészséges kontroll

vaszkularis személyek (n=62) . Atheroscleroticus Atheroscleroticus
e Osszes (n=154) . P, . p

kockazati tarsbetegség nélkiil (n=56) tarsbetegséggel (n=98)

tényezok

Atlag + SD m (ql-q3) Atlag+SD | m(ql-q3) | Atlag+SD | m(ql-q3) | Atlag+SD m (ql-q3)
Eletkor (év) 39,7+10,0 39 (31-47) 40,6 11,1 41 (31-50) 404+11,8 39,5 (30-51) 40,7 +10,7 41 (31-49)

Nem (né6/férfi)
(%)

66,1/33,9 61,7/38,3 64,3/35,7 60,2/39,8

BMI (kg/m2)abe| 22,1+1,96 22,4 (20,6-23,9) 382+7,72 37,0 (31,9-43,0) 37,7+8,1 36,4 (31,4-40,7) 38,5+7,54 37,2(32,0-43,2)

Haskorfogat

(cm) 79,5+8,18 79 (73-86) 118,7+18,3 116 (105-128) 117,4+20,6 | 111,5(103-123) | 119,5+16,8 119 (108-130)
CIm)a,b,c

Sohasem
dohanyzott 71 52,6 53,6 52,1
(%)e
Korabban
dohanyzott 8 27 357 21,9
(%)e
Dohanyzik
(%)e
Hypertonia
(‘%))a,c,d
DM2 (%)a,c,a 0 20,1 0 31,6
Dyslipidemia
(%)a,c.d
Szisztolés
vérnyomas 115,2+9,75 120 (110-120) 128,1 +15,8 130 (120-138) 123,6 £10,3 120 (120-130) 130,7+17,9 130 (120-140)
(Hgmm)a,b,c

21 20,4 10,7 26

Diasztolés
vérnyomas 72,7+7,17 70 (70-80) 80,9 +7.31 80 (80-80) 79,8 +4,53 80 (80-80) 81,5 +8,51 80 (80-80)
(Hgmm)a,b,c
Carotis IMT
(mm)a,b,c,d

0,50 +0,08 0,49 (0,44-0,56) 0,58 £0,12 0,58 (0,49-0,67) 0,54+0,11 0,53 (0,45-0,64) 0,60 0,12 0,59 (0,50-0,70)

2. tablazat A vizsgalatba bevont Gsszes obez beteg és az egészséges kontroll személyek legfontosabb
demograifiai és vaszkularis riziké faktorai. Jelmagyarazat: m(ql-q3): median (1. és 3. kvartilis) ¢ Szignifikans
kiilonbség az egészséges kontroll és a teljes obez populicid kdzott. » Szignifikans kiilonbség az egészséges kontroll
¢s atheroscleroticus tarsbetegséggel nem bir6 obez betegek kozott. ¢ Szignifikans kiilonbség az egészséges kontroll
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és atheroscleroticus tarsbetegséggel bird obez betegek kozott. ¢ Szignifikans kiilonbség az atheroscleroticus
tarsbetegség alapjan kettévalasztott obez betegek kozott. © Korrelacio a dohanyzasi szokas €s az obezitas kozott.

Az obez személyek rendkiviil magas BMI értéket (38,2 + 7,72 vs. 22,1 + 1,96 kg/m?) és
haskortérfogatot mutattak (118,7 = 18,3 vs. 79,5 £ 8,2 cm) az egészséges kontrollokhoz képest.
A carotis intima-média vastagsdg (IMT) értékei szintén korosak voltak a kontrollokhoz
viszonyitva (0,58 £ 0,12 vs. 0,50 = 0,08 mm). Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy
milyen sulyossagu obezitds képes befolydsolni a thrombocyta aktivacio mértékét korai
atherosclerosis rizikofaktorok jelenlétében vagy hidnyaban, a bevont obez betegeket a
komorbiditasuk alapjan két alcsoportba osztottuk: i) magasvérnyomdasban, vagy DM2-ben,
vagy diszlipidémidban szenveddk (n=98), €s ii) ezektdl a tarsbetegségektél mentes betegek
alcsoportjara (n=56). A fenti obez kohorszok kozott nem volt kiilonbség a BMI-ben, a
haskortérfogatban és a vérnyomds értékekben sem, ugyanakkor szignifikdnsan (P<0,05)
nagyobb IMT értékeket mértiink a tarsbetegségek jelenlétében és hianyaban (0,60 + 0,12 vs.
0,54 + 0,11 mm). A dohdnyzas nagymértékben befolyasolta az eredményeket, mivel a jelenleg
dohdnyz6 ¢és egyben komorbiditasokkal kezelt betegekben joval nagyobb IMT értékek
(P=0,004) mellett jelentdsen magasabb (P=0,012) thrombocyta CD62 pozitivitast mértiink
szemben a nem dohanyz6 obez betegekkel (2. tablazat).

A rutindiagnosztikai paraméterek koziil jelentds kiilonbséget (P<0,05) a két obez
alcsoport kozott az ¢éhomi glilkdzban, a HgbA1C-ben, a trigliceridszintben és az 0ssz
koleszterin koncentracidoban talaltunk (3. tablazat). Emellett meghataroztuk a legfontosabb
vérlemezke aktivacidos markereket is. A P-selectin felszini és szolubilis formajanak szintje
jelentésen megemelkedett az egészséges kontrollokhoz képest (felszini P-selectin: 1,80 £+ 1,68
vs. 0,94 + 0,73%; szolubilis P-selectin: 55,1 + 34,0 vs. 37,3 = 15,0 ng/mL). A thrombocyta-
eredetli mikropartikuldk szama (543,2 + 431,8 vs. 174,9 + 118,7/uL) a kontroll csoporthoz
viszonyitva az 0sszes obez betegben szignifikdnsan magasabb volt (P<0,05), ugyanakkor az

obez kohorszon beliil nem taldltunk jelentds kiilonbséget.
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plazma)a,b,c

Obez betegek
Laboratériumi
paraméterek és Egészséges kontroll ) .
thrfm}bgcyta személyek (n=62) Osszes (n=154) ’ Atherorsclerrotlcus ) Atheroscrlerotlcus
aktivicios tarsbetegség nélkiil (n=56) tarsbetegséggel (n=98)
paraméterek
Atlag£SD | m(ql-q3) Atlag + SD m (q1-q3) Atlag + SD m (ql-q3) Atlag£SD | m(ql-q3)
Ehomi gliikoz
4594054 | 4,6(4.3-50) 6,23 42,67 53 (4,9-6,6) 5,14+0,62 5,1(4,7-5.4) 682+3,13 | 55(5.0-7,6)
(mM)a,b,c,d
HgbA1c(%) ned | 5434043 | 54(52-5.7) 6,25+ 1,44 5,8 (54-6,4) 5,68+0,54 5,7(5,3-5.9) 656=1,67 | 61(556.9)
Ehomi inzulin
160794 | 149(109-21,1) | 4224263 | 352251477 | 364+166 | 343238415 | 4574303 |37.6(26,6-53.3)
(mU/L)a,b,c
HOMA-IRa.b.c 3,19+1,59 |290(2,13-4,02) | 10,78+848 |837(6,01-12,51) | 8214380 | 7.63(4,64-1028) | 12254996 9,69 (6,56-13,96)
Triglicerid
093042 | 09(0,6-1,1) 1,99+2,16 1,5 (1,1-2,2) 1,324 0,48 13 (1,0-1,6) 2,37 42,61 1,8 (1.2-2,5)
(mmol/L)a,b,c,d
Osszkoleszterin | -, 17 067 | 4340500 | 5224126 | 5145558 | 460070 47435500 | 5494137 | s4(a6-61)
(mmol/L)a,c,a
LDL-koleszterin
2474077 | 24(2.0-3,1) 3,0+0,87 2,9 (2,5-3.6) 2,77 40,60 2,8(2432) 3114095 | 3,0(2,53,8)
(mmol/L)a,c
HDL-koleszterin | -, ;5. o5 | 171420 1,3940,39 13 (1,1-1,6) 1,43 40,42 14 (1,1-1,6) 136£038 | 1,3(1,1-15)
(mmol/L)a,b,c
Atherogén 2784072 | 275(225325) | 408+131 | 40(3,13478) | 3704083 | 3,68(3.09434) | 427+147 |4,14(3.21-4.86)
indexa,b,c
hs-CRP
1514159 | 093(050-2,10) | 7764729 |[500(2.70-1034)| 7.88+7,59 | 428 (257-11,61) | 7.69+7.16 | 54(2.95-9.64)
(mg/L)a,b,c
Fibrinogén 2945053 |295(2,59-328) | 4,14+000 | 412338479 | 4134087 | 4,04(3,504.79) | 414+092 | 423 (3,34-4,79)
(g/L)abe
FVIII aktivitas
o 1659+557 | 159(125200) | 206,1+78,1 | 190(146-254) | 208.4+82,1 196 (140-254) | 20484760 | 189 (152-252)
0 )a,b,c
PAI-1
4724142 | 47,5(366-58,7) | 8314157 | 86,6(73,5938) | 82.0+170 | 84.4(71.3-93,8) | 84.0+147 | 87.4(74,0-93,9)
(ng/mL)a,b,c
Felszini P-
. 094+073 |0.72(039-1,18) | 180+1.68 | 1.30(0,69-2.26) | 1.82+1.80 | 1,18(0.68-2,02) | 1.78+1.61 [ 1.43(0,70-2,30)
selectin (%)a,b,c
Szolubilis P-
selectin 373+150 |357(25,1-459) | 5514340 | 452(387-58,0) | 5494380 | 443(387-549) | 553+31.8 |48,0(38,7-61,1)
(ng/mL)a,b,c
PMP (n/pL 1749 £118,7 | 165 (68-241) | 543224318 | 392(234-715) | 494,5+368,8 | 362,5(236-614,5) | 571,1 £463,7 | 407 (227-777)

3. tablazat Kiilonb6z6 laboratériumi paraméterek és thrombocyta aktivaciés markerek, amelyek
atherosclerosis rizikét jelenthetnek. Jelmagyarazat: m (ql-q3): median (1. és 3. kvartilis). ¢ Szignifikans
kiilonbség az egészséges kontroll és a teljes obez populicid kdzétt. » Szignifikans kiilonbség az egészséges kontroll
¢és atherosclerosissal jard tarsbetegséggel nem bird obez betegek kozott. © Szignifikans kiilonbség az egészséges
kontroll és atherosclerosissal jard tarsbetegséggel bird obez betegek kozott. ¢ Szignifikans kiilonbség az
atherosclerosissal jaro tarsbetegség alapjan kettévalasztott obez betegek kozott.

Kiilon megvizsgaltuk a P-selectin receptor génjének a leggyakrabban vizsgalt

polimorfizmusat (Thr715Pro) annak tisztdzasa érdekében, hogy befolydsolta-e érdemben a

plazma P-selectin szinteket ezekben az obez betegekben. A Thr715Pro P-selectin

polimorfizmus gyakorisaga (A=715Thr; C=715Pro) hasonlé volt a két csoport kozott: 72,6%
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AA (n=45), 27,4% AC (n=17) az egészségesekben, és 76,0% AA (n=117), 22,7% AC (n=35),
1,3% CC (n=2) az 9sszes obez betegben. Miutan CC genotipust személy nem volt a kontrollok
kozott és nagyon kevés volt az obez csoportban is, a statisztikai szamolasok egyszerlsitése
érdekében a CC betegeket az AC betegcsoportba soroltuk. Az egészségesek kozott a szolubilis
P-selectin koncentraciok szignifikdnsan (P=0,023) alacsonyabbak voltak a hetero- ¢és
homozigoéta személyekben (25,1 [17,9-41,9] ng/mL) szemben a vad tipusu kontrollokkal (36,6
[27,8-50,0] ng/mL). Ugyanakkor nem volt kiilonbség (P=0,190) az obez betegek kozott, vagy
amikor csoportositottuk dket a komorbiditasok alapjan: az AC+CC betegekben 49,7 (40,7—
62,3) ng/mL, mig a AA genotipustiakban 44,3 (38,5-55,1) ng/mL értékeket mértiink (32. abra).

12000 - L] Vad tipus (AA)

. Hetero- és homozigéta (AC+CC)
100.00 -

g 0.19
fl p=0.

S, 80.00 - _ =0.71
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£ ] ; >

® 60.00 + [

o) 1

C{J 4

o 1 o L

@ 40.00 + °

s 17

E 4

o ] J;

¢ 20.00 + L =

0.00 - : . .
AA ’ AC+CC AA AC+CC AA ‘ AC+CC AA ‘ AC+CC
Obez betegek Obez betegek
Egészséges kontrollok | Osszes obez beteg atheroscleroticus atheroscleroticus
tarsbetegségek nélkiil tarsbetegséggel

32. abra A P-selectin gén Thr715Pro polimorfizmusanak hatisa a szolubilis P-selectin szintekre egészséges
kontrollokban és kiilonb6z6 obez betegcsoportokban. Tekintettel a CC genotipusu betegek alacsony szamara,
osszevontuk a hetero- és homozigota betegeket egymassal. Genotipus értelmezése: AA genotipus: Thr715Thr,
AC/CC: Thr715Pro/ Pro715Pro.

Ezt kovetden megvizsgaltuk a kiilonb6zé thrombocyta aktivacios markerek és az
atherosclerosis rizikofaktorai kozotti korrelaciot Spearman teszttel mindkét nagy vizsgélati

csoportban (4. tablazat).
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Klinikai és laboratériumi Felszini Szolubilis P- PMP
paraméterek P-selectin (%) selectin (ng/mL) (n/pL plazma)
BMI (kg/m?) 0,25%** 0,25%** 0,37***
Haskorfogat (cm) 0,18* 0,16* 0,39%**
Szisztolés vérnyomas (Hgmm) 0,26%** 0,13 0,17*
Diasztolés vérnyomas (Hgmm) 0,26%** 0,13 0,23**
Sj;t‘;t; ggté;l;?edia 0,37%%* 0,17 0,32%%*
Ehomi glitk6z (mmol/L) 0,21%** 0,14 0,28%**
HgbAlc (%) 0,20%* 0,13 0,22%%*
Ehomi plazma inzulin (mU/L) 0,28%** 0,27+ 0,32%**
HOMA-IR 0,32%** 0,32%** 0,38***
Triglicerid (mmol/L) 0,26** 0,23** 0,30%**
Osszkoleszterin (mmol/L) 0,26%** 0,11 0,14
LDL-koleszterin (mmol/L) 0,18* 0,17* 0,15%
HDL-koleszterin (mmol/L) -0,16* -0,23*** -0,20%*
Atherogén index 0,23** 0,28%** 0,30%**
CRP (mg/L) 0,18%* 0,23%* 0,37***
Fibrinogén (g/L) 0,05 0,15%* 0,39%**
FVIII aktivitas (%) 0,1 0,06 0,18%
PAI-1 (ng/mL) 0,30%*** 0,26%* 0,48***

4. tablazat Korrelaciok a Spearman teszt r értékei alapjan a kiilonb6zo atherosclerosis rizikéfaktorok és a
thrombocyta aktivaciés paraméterek kozott. A csillagok a szignifikans kiilonbség kiilonb6zo fokozatait jeldlik:
*P=0,05-0,01, **P=0,01-0,001, ***P<0,001.

Szignifikans, pozitiv dsszefliggést (P<0,010) talaltunk az egyes vérlemezke aktivacios
markerek és a BMI, az éhomi inzulin, a HOMA-IR ¢és PAI indexek, a triglicerid koncentracio,
¢és a PAI-1 szint kozott. Kiillondsképpen a thrombocyta eredetli mikropartikulak mennyisége
mutatott szoros Osszefiiggést a legtobb atherosclerosis rizikot jelentd paraméterrel, nevezetesen
a BMI-vel (r=0,37), a haskortérfogattal (r=0,39), az ¢homi gliikéz koncentracioval (r=0,28), a
HOMA-IR indexszel (r=0.38) és a trigliceriddel (r=0,30). A felszini és a plazma P-selectin
értékek szignifikans (P<0,001) pozitiv Osszefiiggést mutattak a BMI-vel (r=0,25), az ¢homi
inzulinnal (r=0,28), a HOMA-IR indexszel (r=0,32), a PAI indexszel (r=0,23) ¢és a PAI-1

koncentracioval (r=0,30). Egyediil a HDL-koleszterin mutatott erds forditott Gsszefliggést
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(P<0,05) az egyes thrombocyta aktivacios paraméterekkel. Kiilon vizsgaltuk a carotis IMT ¢és
az egyes vérlemezke markerek kozotti relaciot is: a thrombocyta P-selectin expresszioval
(r=0,37; P<0,0001), a szolubilis P-selectin szinttel (r=0,17; P=0,039) és a vérlemezke
mikropartikulak mennyiségével (r=0,32; p=0,0001) pozitiv szignifikdns kapcsolatot mutatott
az IMT, amikor a 2 obez és a kontroll vizsgalati csoportokat egybe vettiik (33/A-C. abra).
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33. abra Korrelacié vizsgalata a carotis IMT értékek és a felszini P-selectin pozitivitas (A), a szolubilis P-
selectin koncentracio (B), és a vérlemezke mikropartikuldk mennyisége (C) kozott. A kiilonbdzé geometriai

sémak egy-egy beteget/kontroll személy eredményét reprezentaljak. Az abran a Spearman teszttel meghatarozott
r koefficienst és P értéket abrazoltuk.

Végiil tobbszords regresszids analizis segitségével kiilon is megvizsgaltuk a
thrombocyta aktivacids markereket, hogy vajon fiiggetlen paraméterként tovabbra is mutattak-
e Osszefiiggést a kiillonbozd atherosclerosis rizikofaktorral, miutan korrigéltattuk a kiindulési
demogréfiai és laboratoriumi valtozokra. Azt tapasztaltuk, hogy a thrombocyta mikropartikulak
a BMI-vel (P<0,0001), a plazma P-selectin a fibrinogén koncentracioval (P=0,007), mig a
felszini P-selectin pozitivitas értéke a PAI-1 koncentracioval (P=0,009) és a carotis IMT-vel

(P=0,012) tovabbra is szignifikdns, filiggetlen Osszefliggést mutatott (nem abrazolt

eredmények).
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5.3.2 Thrombocyta funkcios vizsgalatok normadl és magas zsirtartalmu diétan tartott LDL-

receptor hidanyos és vad tipusu egerekben

Az elmult években a kiilonbozd sulyossdgu lipidanyagcsere zavarban mért, kiilondsen
sejtaktivacioval 6sszefliggd ex vivo klinikai adatok mellett relative kevés in vitro eredmény volt
ismert, amelyek segitették volna a koros intracellularis folyamatok jobb megismerését. Ezért
tartottuk fontosnak az egyik kdzponti thrombocyta receptoron (P2Y12) keresztiil indukal6do
vérlemezke aktivacios valtozasok feltérképezését egy diszlipidémias egérmodellben.

A vizsgélatunkat megeléz8en az LDLR 7™ és WT egereket normal, illetve kétféle magas
zsirtartalma (Western vagy Paigen) diétan tartottuk 8 hétig, és meglehetdsen eltérd Ossz
koleszterinszintet mutattak: a Western, valamint a Paigen diétan 1évé WT egerek kb. 2-2,5x-es
0ssz koleszterinszint emelkedést mutattak (125 + 17 mg/dL vagy 3,23 + 0,44 mmol/L, illetve
185 + 15 mg/dL vagy 4,78 + 0,39 mmol/L), mig az LDLR ™~ egerekben mér normal tapon is
kb. 3-szor (191 £ 23 mg/dL vagy 4,94 + 0,59 mmol/L) nagyobb 0ssz koleszterin értékeket
mértiink szemben a standard diétan 1évé WT tipust egerek (69 + 10 mg/dL vagy 1,78 + 0,26
mmol/L). Ugyanakkor a Western diétdn az LDLR™~ egerekben extrém magas koncentracidju
koleszterin koncentraciokat (1011 + 185 mg/dL vagy 26,14 + 4,78 mmol/L) mértiink. Az allatok
neme nem befolyasolta ezen értékeket. Kiemelendd, hogy a fenti koleszterin értékek
gyakorlatilag megfelelnek obezitasban, illetve familiaris hiperkoleszterinémidban mérhetd
human eredményekkel, ezért ezek az egerek megfeleld allatmodellt jelentettek arra, hogy in
vitro megvizsgaljuk enyhe €s stilyos hiperkoleszterinémiaban a vérlemezke aktivacido mértékét,

kiilonos tekintettel a P2Y 12 receptor medialt utvonalra vonatkoztatva.

c sy

crer

agonista hatdsara fokozatosan, szignifikdns modon (P<0,05) nétt a maximalis aggregaciod
mértéke (34/A, C. abra) és az aggregécios gorbe meredeksége a 2,5-szeres koleszterinszintet
mutato egerekben szemben a normokoleszterinémias allatokkal. Ugyanakkor a magas agonista
koncentracid mellett nem kaptunk jelentds kiilonbséget a kiillonbozd egércsoportok kozott
(34/B, D. abra). Ezen eredmények alapjan tehat erds pozitiv korrelacio latszodott a P2Y 12

receptor indukalta vérlemezke aggregacido mértéke és a magas koleszterinszint kozott.
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34. abra 2MeSADP és AYPGKF-indukalt vérlemezke aggregacio értékelése standard/,,chow” (c), Western
(w), illetve Paigen (p) diétan tartott LDLR"" (WT) és LDLR ™ (KO) egerekben alacsony és szubmaximalis
koncentracidju agonistak hatasira. Az izolalt egér thrombocytakat 2MeSADP-vel (A, B), illetve PAR4 agonista
AYPGKEF peptiddel (C, D) 3,5 percig 37 °C-on aggregaltuk indomethacin eldkezelés nélkiil. A reprezentativ
aggregacios gorbék 3 kiilonbozo kisérletben feldolgozott min. 3 donor allat eredményei alapjan lettek kivalogatva.
A maximalis aggregacio mértéke (E, G) és a gorbék meredeksége (F, H) kiilon is kiértékelésre keriilt. A
»folyamatos” vonal a szubmaximalis agonista koncentracioval, mig a ,,szaggatott” vonal az alacsony agonista
koncentraci6 mellett kapott aggregaciot jeloli (2MeSADP: EJF; AYPGKF: G,H). "P<0,05 vs.
normokoleszterinémias egerek. Az adatok atlag + SEM formaban vannak abrazolva.

Az aggregacidval parhuzamosan az ATP szekrécid mértéke is szignifikdnsan magasabb
(P<0,05) volt a kiilonbozd hiperkoleszterinémias egerekben 0Osszehasonlitva a kontroll
egerekkel (35/A. abra). Az ATP szekrécidhoz hasonldan az a-granulum szekrécio valtozasa is

hasonlé tendenciat mutatott. A P-selectin expresszio is kiilonbozott az eltérd lipid értékek
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mellett mindkét (alacsony koncentracidju) agonista aktivacié utan: a normal koleszterinszinttel
bird egerekhez képest a (nagyon) magas zsirtartalmu diétan tartott allatokban nétt jelentdsen a
CD62 pozitivitds (P<0,05), bar a WT allatok kozott a Western és normal diéta mellett
(P=0,064), illetve a standard (chow) tApon 1év6 LDLR ™ és WT egerek kozott markéans, de nem
szignifikans (P=0,057) kiilonbség volt lathat6. A nem aktivalt, de eltérd eredetli thrombocyta
mintak kozott kiilonbség nem volt (35/B. abra).

ATP szekrécié (nmol/108 thr.)

400 1
350 1
3001
2501
2001
1501
1001
50

P-selectin pozitivitas (MFI)

400+
350
3001
250
200
150+
100+

501

(9]
JON/A antitest kotédés (MFI)

Control 30 nM 2MeSADP 100 p

35. abra A §- és a-granulum szekrécio, valamint az allbf3 receptor aktivacié dsszehasonlitisa a P2Y12
receptor medialt vérlemezke aktivalédaskor standard/,,chow” (c), Western (w), illetve Paigen (p) diétan
tartott LDLR™* (WT) és LDLR™" (KO) egerekben alacsony és szubmaximalis koncentracioji agonistak
jelenlétében. (A) A d-granulum szekrécio mértékét a felszabadult ATP mennyisége alapjan hataroztuk meg. (B)
A P-selectin pozitivitds mértékét a FITC-jelolt P-selectin (CD62) ellenes antitesttel vizsgaltuk, mig (C) az allbf3
receptor aktivaciot a JON/A antitest kotédésen keresztiil analizaltuk. “P<0,05 vs. normokoleszterinémias egerek.
Az oszlopok min. 3 minta eredményeit demonstraljak. Az értékek atlag + SEM formaban vannak kifejezve.
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Az olIbB3 integrin aktivacidjat dramlési citometridval a JON/A antitest kotodésével
kovettiik, ami szintén fokozatosan nétt a stilyosbod6 diszlipidémiaval tarsult koros vérlemezke
funkcidval. Megjegyzendd, hogy a magas agonista koncentraciok esetén az aktivacios

folyamatokban latott kiilonbségek az egyes fenotipusok kozott mar eltlintek (35/C. abra).

5.3.3 A P2YI2 receptor medidlt utvonal szerepének vizsgdlata a koros vérlemezke
reaktivitasban, illetve a thrombocyta ERK és Akt foszforilacio valtozasa kiilonbozd

sulyossagu hiperkoleszterinémids egerekben

Ezt kovetéen a TXA» szintézis is vizsgaltuk ADP-receptor és a PAR indukalta vérlemezke
aktivaciot kovetden, illetve a kiilonb6z6 lipidanyagesere eltérések jelenlétében (36. abra). A
kiinduldsi TXB; szintekben nem talaltunk kiilonbséget a nem kezelt kiilonb6z6 minték esetén.
Ugyanakkor fokozatosan novekedett a TXB; szint (P<0,05) fiiggetleniil attol, hogy alacsony
diétan tartott LDLR~ (KO) egerek nem mutattak még magasabb TXB, értékeket, mint a
normal (,,chow”) étrendi LDLR "~ (KO) egerek a 250 uM AYPGKF-val tortént stimulaci6 utan.

30000- .
=
£ 25000-
2
% 20000- 250 um AYPGKF
‘O
B 15000 100 nv 2MeSADP
Z 100 pm AYPGKF
5 10000 30 nm 2MeSADP
2 5000- :
|_

0 . « US

WT-C WT-W WT-P KO-C KO-W

36. abra A TXA: szintézis kovetése a TXB: szint vizsgalatan keresztiil standard/,,chow” (c), Western (w),
illetve Paigen (p) diétan tartott LDLR™* (WT) és LDLR ™ (KO) egerekben alacsony és szubmaximalis
koncentriaciéju 2MeSADP és AYPGKEF jelenlétében. A 3,5 percig aggregométerben stimulalt vérlemezkéket
szarazjég-methanolban lefixaltuk és a TXB: szinteket ELISA-val megmértiik. “P<0,05 vs. normokoleszterinémids
egerek. Az értékek atlag + SEM formaban vannak kifejezve min. 3 minta/csoport eredményei alapjan.

Vizsgaltuk tovabba, hogy a P2Y 12 receptor medialt szignalizacionak mekkora szerepe
lehet a vérlemezkék aktivalodasaban a TXA: szintézis hidnydban, ezért az egér thrombocytakat

indomethacinnal elkezeltiik a folyamatokat befolydsolé TXA» termelddés megakadalyozésa
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érdekében. Hasonlo kiilonbséget taldltunk az egyes fenotipusok kozott, mint a TXAo
abra). Ahogyan erre szamitottunk, a maximalis aggregacid és a gorbék meredeksége is
jelentdsen lecsokkent a TXA» hidnydban szemben az indomethacinnal nem kezelt mintakkal

(37/C-F. 4bra).
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37. abra Vérlemezke aggregacio dsszehasonlitasa standard /,,chow” (c), Western (w), illetve Paigen (p)
diétan tartott LDLR"* (WT) és LDLR™ (KO) egerekben 2MeSADP (A) és AYPGKF (B) aktivacio utdn
indomethacinnal (A-G), illetve AR-C69931MC inhibitorral (G) tortént elokezelés utin. A maximalis
aggregacio (C, E) ¢és a gorbék meredeksége (D, F) kiilon is kiértékelésre keriilt. A ,szaggatott” vonal TXA»
termelddés mellett, mig a ,,folyamatos” vonal a TXA:z szintézis blokkolasa mellett tortént aggregaciot jeldli
(2MeSADP: C, D; AYPGKEF: E, F). A reprezentativ aggregacios gorbék 3 kiilonbozo kisérletben feldolgozott min.
3 donor allat eredményei alapjan lettek kivalogatva. "P<0,05 vs. normokoleszterinémias egerek. Az adatok atlag
+ SEM forméaban keriiltek abrazolasra.
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Ezen talmenden egy specifikus P2Y 12 receptor antagonistaval (AR-C69931MX) is
kezeltiik az indomethacinnal mar el6kezelt vérlemezke mintdkat aggregacio eldtt. Joval kisebb
mértékll aggregaciot tapasztaltunk az alacsony AYPGKF stimulacié hatasara, amikor a TXA»
szintézis és a P2Y12 receptor-indukalt szignalizacié is gatolt volt, viszont az aggregaciod
mértéke kozotti kiilonbségek mar eltlintek a kiilonbozo koleszterinszintet mutatd allatok kozott
(37/G. éabra). Ezek az eredmények aldtdmasztjadk, hogy az emelkedett TXA> termelddés
dontden, de nem kizarolag jarul hozza a hiperkoleszterinémiaban latott fokozott vérlemezke
funkcidhoz, és a P2Y'12 receptor medialt Gtvonal aktiv szerepet jatszik ennek kialakitasaban.

Végiil megvizsgaltuk, hogy a P2Y 12 receptorhoz kapcsolt ttvonal fokozottabb ERK ¢és
Akt foszforilaciot indukal-e a magasabb koleszterinszintet mutatd egerekben. Alacsony
koncentracioji 2MeSADP (38/A-B. abra) és AYPGKF (38/C-D. abra) hatasara egy fokozatos
emelkedés volt megfigyelhetd az ERK foszforilacio szintjében parhuzamosan a diszlipidémia
sulyossaganak novekedésével. Ezzel szemben a szubmaximalis agonista koncentraciok
alkalmazasakor 1ényegi kiilonbség az ERK foszforilaltsagi allapotaban mar nem latszodott.

Ezzel parhuzamosan az ADP agonista altal kozvetlen mddon, illetve a PAR-stimulacio
hatasara szekretdlodo ADP altal indirekt mdédon stimulalt P2Y12 receptorhoz kotott G
proteinen keresztiil aktivalodd Akt fehérje foszforilalodasat is detektaltuk western blot
2MeSADP ¢és a magasabb koncentracioji AYPGKF peptid (PAR4) aktivacio utdn emelkedett
meg a kontroll egerekhez képest, foleg azokban az allatokban, akiknek nagyon magas volt a
koleszterinszintje  (38/A-D. abra). Mindkét vizsgalatsorozatban a  vérlemezkék
indomethacinnal voltak el6kezelve annak érdekében, hogy a TXA:> termelddést megeldzziik,
igy mindkét protein eltérd foszforilacidos mintdzata a primer receptor szignalizacidonak volt

kdszOonheto.
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38. abra Az ERK és Akt fehérje foszforilacio vizsgilata 2MeSADP és AYPGKF stimulaciot kovetéen
normo- €és hiperkoleszterinémias egerekben. A standard/,,chow” (c), Western (w), illetve Paigen (p) diétan
tartott LDLR™* és LDLR ™~ egerek izolalt vérlemezkéit indomethacinnal elékezeltiik, majd a mintédkat 1 percig
aktivaltuk az ERK, és 3 percig az Akt foszforilacid vizsgalata érdekében, amiket western blot technikaval
vizsgaltunk foszforilalt-(Thr202/Tyr204)-ERK és foszforilalt-(Ser473)-Akt ellenes antitest felhaszndlasaval. A
mintak fehérjetartalmanak Osszehasonlitdsahoz 6ssz ERK ¢és 0ssz Akt ellenes antitestet hasznaltunk. A
foszforilacio mértékét kvantaltuk denzitometridval és meghataroztuk a valtozas mértékét a kontrollhoz képest.
Atlag + SEM, 3 kiilonb6z6 kisérletben feldolgozott min. 3 minta eredményei alapjan.

Osszességében tehat megallapithatjuk, hogy obezitdsban fokozatosan nd a vérlemezke
aktivacio szintje, és a P2Y 12 receptor indukalta utvonal jelentés mértékben eldsegiti ezt TXA»-
fliggd és TXA»-fliggetlen modon - indukalt ERK és Akt foszforilacio révén - nemcsak extrém
hiperkoleszterinémiaban, hanem mar mérsékelten emelkedett koleszterinszintek jelenlétében

1S.
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5.4 A megakaryocyta-thrombocyta eredetii miRNS-ek szerepe a koros vérlemezke
funkcié kialakulasaban és a tulzott mértékii endothelsejt aktivaci0 modulalasa
szepszisben

Régota ismert tény a szepszisben kialakuld fokozott vérlemezke reaktivitds és endothélium
diszfunkcio, jelentds mértékben hozzajarulva a betegség mortalitdsahoz. Ugyanakkor a koros
thrombocyta és endothelsejt aktivacid hattérében alld finomszabalyoz6é mechanizmusok még

kevésbe voltak ismertek.

5.4.1 Kiilonbozo tipusu LPS-ek direkt thrombocyta aktivalé hatdsanak vizsgalata in vitro,
valamint szeptikus betegek vérlemezke miRNS profiljanak és a miR-26b expresszidjanak

tovabbi analizise a betegség lefolydsdanak fiiggvényében

Els6ként értékeltiik a kiilonbozd tipusa LPS-ek thrombocyta funkcidra kifejtett biologiai
aktivitasat, de eldtte teszteltik a prokoagulans tulajdonsdgukat rekalcifikalt LPS-stimulalt
mononukledris fehérvérsejt szuszpenzidoban. Az Re-LPS és S-LPS (10 pg/mL) szignifikdnsan
(P<0,05) csokkentette az alvadasi idot (atlagosan 56,0 és 60,8 sec-ra) dsszehasonlitva a nem
aktivalt kontroll mintdkhoz (111,7 sec) (39/A. abra). Az LPS kozvetleniil k6tddott a normal
vérlemezkékhez, amit FITC-cel jelolt Re-LPS kotddési vizsgalattal ellendriztiink aramlési
citometridval. Az interakcio eredményeként jelentésen emelkedett FL-1 MFI értéket kaptunk a
pozitiv sejteknél (MFI: 49,7 + 8,3; P=0,01) szemben a nem-jelolt Re-LPS-sel kapott kontroll
értekkel (MFI: 10,2 + 2,4). Ez jelentésen tovabb novelhetd volt (MFIL: 112,4 + 31) TRAP (10
uM) aktivacié jelenlétében (39/B. abra). A kapott eredmények valddisagat ellendrizve a
kotddést jelzé MFI értéket minimalizalni tudtuk a kb. 20x-os tobbletben hasznalt nem jel6lt Re-
LPS segitségével, illetve a TLR4 és P-selectin ellenes antitestekkel is jelentdsen csokkentettiik
(nem abrazolt adatok). Ezutan megvizsgaltuk, hogy az Re-LPS ¢és a S-LPS hogyan befolyasolta
a vérlemezke aggregaciot egészséges személyektdl vett mintakan (39/C-D. 4bra). Onmagaban
egyik LPS forma (0,1-10 pg/mL) sem tudott thrombocyta aggregéaciot kivaltani még 10-60
perces eldkezelést kdvetden sem, vagy akar kozvetlenill az aggregaciot megelézéen a PRP
mintakhoz adva. Ezzel szemben, 1 pg/mL Re-LPS fokozta a szubmaximalis koncentracioban
hasznalt TRAP (5 pM) indukalta vérlemezke aggregaciot, mig az S-LPS nem befolyésolta.
Parhuzamosan kovettikk a felszini CD62P és CD40L pozitivitdst egészen a 10 pg/mL
koncentracioban hasznalt Re-LPS és S-LPS mellett. Nem tapasztaltunk P-selectin expresszio
emelkedést egyik LPS forma hatasara sem 0sszevetve a nem kezelt mintakkal (9,0 + 4,0%, 9,5

+ 5,0% vs. 7,6 = 3,0%; nem abrazolt adatok). Ugyanakkor szignifikdnsan emelkedett CD40L
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expresszot detektaltunk (2,7 = 1,9%; P<0,05) magas MFI értékek mellett (172,5 = 80,0;

P<0,001), de csak magas, 10 pg/mL Re-LPS hatdsara szemben a negativ kontroll mintakkal
(1,3 + 0,2%; MFI: 21,0 + 8,0). Erdekes modon, az S-LPS nem fokozta a CD40L expressziot
(1,40 =+ 0,43%; MFI: 22,0 + 3,0), mig a pozitiv kontroll agonistaként hasznalt TRAP
stimulacidjara szintén jelentésen nétt a CD40L pozitivitas (33,6 £ 4,9%; MFI: 33,6 + 4,7)

(39/E. abra).
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39. abra Két kiilonbo6z6 tipusi LPS vérlemezke aktivaciot modulalé hatasanak in vitro vizsgalata. Az Re-
LPS és a S-LPS prokoagulans hatasanak (A), az Re-LPS thrombocytdkhoz valo kotédésének (B), a két LPS forma
vérlemezke aggregaciot befolyasold hatasanak (C és D), valamint az LPS-indukalta felszini CD40L (CD154)
expresszionak (E) és a thrombocyta eredetli mikropartikulak mennyiségének (F) vizsgalata aramlasi citometriaval.
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Végiil meghataroztuk aramlasi citométerrel a thrombocyta-eredetli mikropartikuldk
mennyiségét is, és jelentdsen tobbet (P<0,05) mértiink az Re-LPS (10 pg/mL) hatasara (450 £
170/uL plazma), ugyanakkor az S-LPS a mikropartikula mennyiségét (273 + 144 vs. 227 +
95/uL plazma) a kontrollhoz képest nem befolyéasolta. Megjegyzendd, hogy ezek az abszolut
értékek joval alatta maradtak a TRAP-aktivalt (5 pM) minték értékeinek (970 &+ 145/uL plazma)
(39/F. abra). Arra is kivancsiak voltunk, hogy az Re-LPS akar alacsony koncentracidban tudja-
e fokozni a mikropartikula termelédést TRAP-pal (5 pM) valo egyiittes aktivacid soran. A
mikropartikulak mennyisége jelentésen emelkedett mar 1 pg/mL Re-LPS + TRAP jelenlétében
(1384 £ 299/uL plazma; P<0,05 szemben a csak TRAP-pal kezelt mintdkkal). Tovabba az S-
LPS-nek sem szinergista, sem gatld hatdsa nem volt a mikropartikula szintekre (983 + 120/uL
plazma). Végiil az S-LPS még magas koncentracioban sem volt képes modulalni az Re-LPS
hatasat. Ezek alapjan a két kiilonboz6 tipust LPS eltéré moddon keriil interakcioba a
vérlemezkékkel.

Az Re-LPS kotddésének egyéb koriilményeit kiilon is értékeltiik: vajon ez az LPS forma
képes-e interakcioba 1épni a thrombocyta TLR4 receptorral CD14 nélkiil. Ehhez plazma
proteinektdl mentesitett gél-filtralt vérlemezke mintakat aktivaltunk Re-LPS-sel (1 pg/mL) és
TRAP-pal (5 pM) visszaadott fibrinogén (2 g/L) mellett LPS-k6t6 fehérje (LBP) és szolubilis
CD14 jelenlétében vagy hidnydban. Azt tapasztaltuk, hogy az Re-LPS és TRAP stimulélta
vérlemezke aggregacid nem fokozodott az LBP és szolubilis CD14 elékezelés utan. igy az Re-
LPS-nek nem sziikséges CD14, hogy aktivalja a thrombocytakat.

A fentiekben ismertetett in vitro vérlemezke kisérleteinek mellett szeptikus betegek ex
vivo mintdinak analizise révén tovabb vizsgaltuk a szepszisben kialakul6d koéros thrombocyta
funkciot és annak miRNS-ek altali finomszabalyozasat. Ennek érdekében 21 szeptikus beteg €s
21 ¢letkorban és nemben illesztett kontroll személy mintdit gylijtottiik 0ssze. A szepszises
mintakban a gyullad4sos laboratériumi paraméterek ugy, mint a fehérvérsejtszam, szérum CRP

¢s PCT szintek szignifikdnsan emelkedettek voltak a kontrollokhoz képest (5. tablazat).
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Paraméterek Szepti(l:ll;szll))e tegek K(zllt:zo ll;Ok P-érték
Kor (év) 64 (51-70) 58 (42-65) n.s.
Férfi/n6 (n) 16/5 14/7 n.s.
Fehérvérsejtszam (G/L) 11,4 (8,3-16,2) 7,6 (6,2-8,9) P<0,001
Thrombocytaszam (G/L) 218 (175-264) 332 (290-365) P<0,01
Szérum CRP (mg/L) 210,5+ 98,2 1,4+1,0 P<0,001
Szérum PCT (pg/L) 274+11,7 n/a -
SOFA-score 12,1 +2,6 n/a -
Szepszis/szeptikus sokk (n) 14/7 n/a -
Intenziv osztalyon t6ltott id6 (nap) 25,1+ 14,4 n/a -

28 napos halalozas (n) 9 n/a -
Infekcio eredete — pneumonia (n) 18 n/a -
Infekcid eredete — urogenitalis traktus (n) 3 n/a -
Gram-pozitiv baktérium fertdzés (n) 6 n/a -
Gram-negativ baktérium fert6zés (n) 12 n/a -
Azonositatlan infekcio (n) 3 n/a -
Thrombocyta funkcié gatlo terapia (n) 16 12 n.s.

5. tablazat A szepszises betegek és a klinikai kontrollok legfontosabb demografiai és klinikai jellemzoi. A
klinikai allapot sulyossaganak jellemzésére SOFA-score keriilt alkalmazésra. Az adatokat median (IQR) formaban
vagy atlag + SD értékkel fejeztiik ki. Roviditések: n.s.: nem szignifikans; n/a.: nem elérhetd adat.

A 21 beteg koziil tizennyolc szenvedett tiidégyulladassal jard szepszisben. A
thrombocytaszdm szignifikansan alacsonyabb volt a szepszises csoportban (P<0,01).
Kiemelendd, hogy a két csoport kozott nem volt kiilonbség a vérlemezkefunkciot gatld
gyogyszerek (pl. aszpirin, clopidogrel stb.) hasznalata tekintetében. A szeptikus betegcsoporton
beliil a 21-bdl 7 esetben szeptikus sokk alakult ki. A kontroll személyekben a gyulladdsos
folyamatok nem jatszodtak le a mintavétel id6pontjaban, amit a laboratériumi paraméterek
alatdmasztottak. Fokozott vérlemezke aktivaciot észleltiik a szeptikus betegekben a magas
felszini P-selectin expresszid (7,12 £ 4,1 vs. 2,04 = 1,07%, P<0,0001) és az emelkedett
szolubilis P-selectin plazmakoncentraciok (27,4 + 15,8 vs. 17,6 £2,9 ng/mL, P<0,0001) alapjan
szemben az egészséges kontrollokkal. Ezen kiviil megndvekedett atlagos thrombocyta-térfogat

(MPV) értékeket (11,4 += 0,9 vs. 8,7 = 1,8 fL, P<0,0001) is mértiink a szeptikus csoportban a
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normal kontrollokhoz képest, ami szintén a reaktiv vérlemezke fenotipusra utal (nem abrazolt
eredmények).

A szeptikus betegek thrombocyta mintdinak tovabbi analizis¢hez a vérlemezkék miRNS
profiljat tanulméanyoztuk, hogy az aktivalodott thrombocytdkban vajon melyek azok a miRNS-
ek, amelyek a legnagyobb mértékli expresszido valtozast mutatjdk. A miRNS-ek atfogod
elemzését TagMan OpenArray segitségével végeztik. Random modon kivalasztottunk 3-3
RNS mintat mindkét vizsgalati csoportbol annak érdekében, hogy értékeljiik, mely vérlemezke
miRNS-ek expresszidja valtozott meg szignifikdnsan szepszisben a kontroll egyénekhez képest.
Azt tekintettiik jelentds eltérésnek, ha legalabb 1,5-szeres valtozast tapasztaltunk. Az array
hasznalataval a 754 detektalhatd6 miRNS-b6l 390 miRNS-t tudtunk kimutatni ezekben a
mintdkban. Ezek koziil 121 miRNS szintje jelentdésen csokkent, mig 61 expresszidja
szignifikansan emelkedett (40/A. abra). Jelentdsen csokkent az expresszidja tobbek kozott a
miR-221-nek, a miR-223-nak, a miR-30b-nek, és a miR-26b-nek is, amit késObb tovabb
vizsgaltunk a betegség sulyossdga és kimenetele szempontjabol. Ugyanakkor emelkedett
szintet mutatott tobbek kozott a miR-155, a miR-133a, és a miR-96. Mint ahogyan az el6z6
vizsgalatunkban is tapasztaltuk, mivel a miR-26b egyik cél génje a SELP, és diabeteses
kornyezetben a miR-26b befolyasolta a SELP mRNS szintjét és ezen keresztiil a P-selectin
fehérje expresszigjat (28. és 30. abra). A vérlemezke miR-26b szintjét szepszisben korabban
masok még nem vizsgaltdk, ezért minden bevalogatott szeptikus beteg és kontroll LDP
mintdjaban kiilon kvantaltuk. A betegkohorszban szignifikdnsan csokkent expressziot
(P=0,002) tapasztaltunk a kontrollokhoz hasonlitva megerdsitve a TagMan OpenArray mérések
eredményét (40/B. abra).

110



nagyb80 156 23

A B
60001 P =0,002
o
2 .
Z 50004
2
& 4000
_; .
&1 30004 oo
& )
g 2000 .
> .
= ° (]
= 10004 0y % (] L]
Q"ﬁ, ) o® o
0 0000, Cle.
. . CPSZis Kontroll
H Detektalt miRNS-ek H Emelkedett B Nem valtozott Szepszis ontro
[ Nem-detektalt miRNS-ek H Csokkent
20001 — P=0036 C 2000, __ P02 D
g )
N N
L 3]
2 15001 2 15001
# %
9] . o .
& g
& 1000 0e® & 10004 R .
4 L] o~ .
= ) = .
- ] - .
Z oS00 Teer g sy T e 3
= . . = ® .
0 T T 0 T T
Szepszis Szeptikus sokk Talélok Nem talélok

40. abra A szepszis altal indukalt vérlemezkék miRNS profil valtozas analizise. A vérlemezkék miRNS
profiljat TagMan OpenArray modszerrel harom szeptikus és harom kontroll LDP mintdban (A) vizsgaltuk.
Validalas céljabol a miR-26b expressziojat (B) mindkét vizsgalati csoportban meghataroztuk (n=21/csoport). A
miRNS expresszidjanak valtozasat a szepszises csoportban tovabb korrelaltattuk a betegség sulyossagaval (C), és
a szepszis miatt bekovetkezd halalozassal (D). Az dbran a median értékeket (vizszintes vonal) tiintettiik fel.

Ezt kovetden elemeztiik, hogy a csdkkent thrombocyta miR-26b szint dsszefiigghet-e a
szepszis sulyossagaval és a betegség kimenetelével a magas P-selectin expresszio jelenlétében.
Szignifikansan még alacsonyabb miR-26b expressziokat mértiink azoknal a betegeknél, akiknél
szeptikus sokk alakult ki szemben a szepszises betegekkel (P=0,036) (40/C. abra). Amikor a
teljes betegkohorszot tulélokre (n=9) és elhunytakra (n=12) osztottuk a 28 napos mortalitasi
adatok alapjan, szintén alacsonyabb thrombocyta miR-26b expressziokat (P=0,022) mértiink
azoknal a betegeknél, akik belehaltak a betegségbe szemben a ttléldkkel (40/D. abra). Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a stlyosabb stddiumu és kimenetell szepszisben a vérlemezke
jelentds fenotipusvaltozasa kovetkezik be, ami kifejezett miRNS expresszio atrendezddéssel jar
egylitt, igy a miR-26b expresszid jelentds csokkenésével is.

A szeptikus allapot altal indukalt megvaltozott vérlemezke miR-26b expresszid tovabbi
igazolasara egészséges személyek tisztitott vérlemezke mintait LPS-sel in vitro aktivaltuk LBP
¢s szolubilis CD14 jelenlétében vagy PBS-sel a negativ kontroll mintdban 37 °C-on 4 6ran

keresztiil. Pozitiv kontrollként TNF-a-t alkalmaztunk a vérlemezkék aktivaciojdhoz. A miR-
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26b expresszidja a vérlemezkékben jelentdsen csokkent mindkét agonista hatdsara (41/A.
abra). Ezek az eredmények 0sszhangban vannak az eldbbi ex vivo miRNS eredményekkel,
amibdl arra kovetkeztetiink, hogy az LPS képes modulalni az aktivalodott vérlemezke RNS-ek

expresszigjat.
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41. abra LPS-sel és TNF-a-val in vitro aktivalt thrombocytak RNS expressziéjanak vizsgalata. A miR-26b
(A), a SELP mRNS (B) ¢és az IL1B mRNS (C) expresszio analizise LPS, illetve TNF-o kezelés utan normal
vérlemezke mintikban (n=4—6 minta/koriilmény). Atlag + SEM-et abrazoltunk, “P<0,05, **P<0,01 vs. nem kezelt
kontroll mintak.

Ezt kdvetden vizsgaltuk azt is, hogy a miR-26b cél mRNS expresszidjanak valtozasa is
bekovetkezik-e ezekben az in vitro indukalt ,,szepsziszes” thrombocytdkban, igy a SELP mRNS
expressziojat RT-qPCR modszerrel kvantaltuk. A miR-26b altal szabalyozott SELP mRNS
expresszio - a csokkent miR-26b jelenlétében - szignifikdnsan emelkedett mind az LPS, mind
a TNF-a altal (P<0,05) (41/B. abra). Parhuzamosan vizsgaltuk az IL1B mRNS expressziojat
mint inflammatorikus kontroll gént, amely jelentds emelkedést mutatott (P<0,05) a gyulladasos
stimulusok hatdsara (41/C. abra). Ezek az eredmények is arra utalnak, hogy szepszises
koriilmények kozott a vérlemezkék olyan fenotipus valtozason esnek 4at, ami jelentds RNS szint
atrendezdédésével is egyiitt jar.

Az in vitro aktivalt thrombocyta mintdk utdn megvizsgaltuk a SELP és IL1B mRNS
expressziot az ex vivo szepszises mintdkban is, és mindkét mRNS szint jelentdsen
emelkedettebb volt szepszisben, mint a kontrollokbol szarmaz6 thrombocytakban (P<0,002;
P<0,001) (42/A-B. abra). Ugyanakkor nem szignifikdns mértékben, de magasabb volt a SELP
mRNS expresszid azoknal a betegeknél, akiknél szeptikus sokk alakult ki (42/C. dbra), vagy
akik belehaltak a betegségbe (42/D. dbra). Tovabb elemezve a SELP expressziokat a
vérlemezkék MPV értékei alapjan, szignifikdnsan magasabb SELP mRNS szintet (P=0,008)
talaltunk azokndl a betegeknél, akiknél nagyobb volt az MPV-érték (=11,1 fL), vagyis
reaktivabb thrombocytai lehettek (42/E. abra).
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42. abra Fokozott SELP mRNS szint és P-selectin fehérje expresszié az ex vivo szeptikus vérlemezkékben.
A szeptikus betegek thrombocyta mintaiban az IL1B (A) és a SELP mRNS (B) expresszidjat vizsgaltuk a kontroll
vérlemezkékhez képest. A vérlemezke SELP mRNS expresszidja szeptikus sokkban (C), illetve elhalalozés esetén
(D). A SELP mRNS szintet az MPV értékek alapjan (E). Szepszises thrombocyta lizatumbol Western blot
technikaval detektalt P-selectin fehérje mennyiségi 6sszehasonlitasa a normal mintikhoz képest (n=5) (F). Atlag
+ SEM-et abrazoltunk, “P<0,05 vs. kontroll mintak.

A szepszises betegek vérlemezkéiben kimutatott megemelkedett SELP mRNS
expressziod miatt arra voltunk kivancsiak, hogy vajon fehérje szintjén is nagyobb mennyiségben
van jelen a P-selectin receptor, amit Western blot technikaval vizsgaltunk. Azt tapasztaltuk,
hogy a szepszises betegektdl nyert thrombocyta lizatumok szignifikansan nagyobb mennyiségii
P-selectin fehérjét tartalmaztak (P<0,05) a kontroll mintdkhoz képest, ami szepszisben a

vérlemezkéknek egy eldaktivalt, prokoagulans allapotot biztosit (42/F. abra).
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5.4.2 Génexpresszios vizsgalatok LPS-stimulalt megakaryocyta sejttenyészetekben,
valamint a Dicerl enzim fehérjeszintjének detektilisa vérlemezkékben és

megakaryocytakban szeptikus in vitro koriilmények kozott

crer

szeptikus csontveldi koriilményeket. Tekintettel arra, hogy a LPS a TLR4-recept0r0n keresztiil
fejti ki hatasat, ezért el6szor megvizsgaltuk a TLR4 medidlt szignalizacidt, amely
megakaryocytakban is aktiv. Ehhez MEG-01 sejteket vizsgaltuk, hogy LPS aktivacio hatasara
a p65 transzkripciés faktor bejut-e a sejtmagba fokozva ezzel a gyulladasos gének
transzkripcigjat. Fluoreszcens mikroszkoppal vizualizaltuk a p65 pozitivitast és a festddés
intenzitasanak ardnyat a sejtmag ¢€s a citoplazma kozott. Pozitiv kontrollként TNF-a kezelést
végeztiink a sejtkultiraban ugyanolyan kisérleti koriillmények kozott. Azt tapasztaltuk, hogy
mind az LPS (P<0,01), mind a TNF-a kezelés (P<0,001) hatasara jelentésen nétt a p65
pozitivitas és ezaltal a sejtmag/citoplazma fluoreszcencia intenzitdsanak aranya a nem kezelt
sejtekhez képest, mely a p65 nukledris internalizécidjara utalt mindkét agonista hatdsara (43/A-

B. abra).
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43. abra Az NF-kB-utvonal aktivaciojanak vizsgalata LPS-sel és TNF-a-val kezelt MEG-01 sejtekben. A
sejteket PBS-sel (negativ kontroll), LPS-sel vagy TNF-a-val stimulaltuk 4 o6ran at. Az NF-xB p65 alegység
magtranszlokacidjat immunhisztokémiai festéssel figyeltiik meg. Z6ld: p65 festés; kék: sejtmag. Skala mérete: 20
um (A). Elemeztiik a sejtmagokban és a citoplazmaban a p65 fluoreszcencia intenzitasdnak aranyét (B). Atlag +
SEM-et abrazoltuk, n=6—10/mintatipus. **P<0,01 és ***P<0,001 vs. nem kezelt kontroll sejtek.
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Szepszisben a megakaryocytak is ki vannak téve a gyulladdsos mediatorok kdzvetlen
hatasanak, ami a megakaryocytak abberans mitkddéséhez és koros vérlemezke termelddéséhez
vezethet. Ennek a folyamatnak a modellezéséhez a MEG-01 sejteket LPS-sel stimulaltuk in
vitro, ¢és analizaltuk a génexpresszio valtozasokat RNS szekvenalassal. Az RNS szekvenalas
eredményének elemzésekor 1414 gén jelentdsen eltérd expressziot mutatott (44/A. abra). Ezek
koziil 354 gén szignifikdnsan emelkedett és 1060 gén szignifikansan csokkent az LPS-aktivalt
MEG-01 sejtekben a kezeletlen sejtekhez képest. Kiilon elemeztiik az 50 legnagyobb mértékben
expresszalt gént, amelyek koz¢ tartozott az expresszidjaban emelkedést mutaté SELP gén is
(44/B. abra). Ezek az in vitro eredmények Osszhangban allnak az ex vivo szeptikus
vérlemezkékben tapasztaltakkal és azt mutatjak, hogy szeptikus csontvel6i kdrnyezetben a
megakaryocytak érintettsége révén jelentds RNS expresszi6 valtozasok jatszodnak le.

Az ex vivo szepszises vérlemezkékben tapasztaltakhoz hasonléan a MEG-01 sejtekben
az LPS, valamint a TNF-a hatasdra a SELP mRNS szint jelentésen magasabb volt, mig a miR-
26b expresszid jelentdsen csokkent (44/C-D. abra). Ezutan célunk volt megerdsiteni a miR-
26b ¢és a SELP mRNS kozotti funkcionalis kapcsolatot szeptikus koriilmények kozott is. Mivel
az LPS alacsonyabb miR-26b szintet eredményezett a MEG-01 sejtekben, a fentiek igazolasara
specifikus miRNS mimic-et alkalmaztunk a miRNS ,talzott mértékli expresszaltatasara™ a
SELP expresszio valtozasanak vizsgéalata érdekében (44/E. abra). Azt tapasztaltuk, hogy a
jelentés mértékben megemelt miR-26b expresszid (P<0,01) jelenlétében szignifikdnsan
csOkkent a SELP mRNS szintje (P<0,05) a MEG-01 sejtekben 6sszehasonlitva a NEG-01
mimic-kel kezelt kontroll mintdkkal (44/F. abra). Ezek az eredmények alatdmasztjdk azt a
tényt, hogy a miR-26b szint szorosan dsszefligg a SELP gén expresszioval, és a csokkent miR-
26b hozzajarul a megakaryocytdk ¢és a vérlemezkék SELP mRNS expresszidjanak

emelkedéséhez szepszisben.
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44. abra A TLR4 utvonalon Kkeresztiil bekovetkez6 mRNS és miRNS expresszio valtozasok a MEG-01
sejtekben. Az LPS-sel kezelt MEG-01 sejtek RNS szekvenalasi eredményét a DESeq analizis alapjan készitett
Volcano plot mutatja be. Az x tengely a fold change értéket, az y tengely pedig a statisztikai szignifikanciat (P
érték) mutatja 10-es alapu logaritmikus skalan. Az 4bra a jelent6sen megvaltozott expressziot mutatd géneket
abrazolja a kezeletlen és az LPS-sel kezelt MEG-01 sejtekben (n=3 minta/kezelés). 354 (kékkel jelolve)
szignifikdnsan emelkedett, mig 1060 (pirossal jelolve) csokkent transzkriptumot detektaltunk az LPS-aktivalt
MEG-01 sejtekben a kontroll sejtekhez képest. A szaggatott vonalak jelzik a ,,fold change” (FC) hatarértékét (A).
Az 50 legnagyobb valtozast mutatd gén hétérképe, kozottiik a SELP génnel (piros négyzetben) (B). A MEG-01
sejtekben kvantaltuk a SELP mRNS szintet LPS kezelés utan (n=6-8/kezelés). Pozitiv kontrollként TNF-a kezelést
hasznaltunk (C). Megmértiik a miR-26b szintet az LPS, illetve a TNF-a kezelés hatasara a kezeletlen sejtekkel
szemben (D). A miR-26b és a SELP mRNS kozotti funkcionalis kapcsolat megerdsitésére specifikus miRNS
mimic-kel transzfekciot végeztiink az LPS-sel kezelt MEG-01 sejtekben (E) és kozben a SELP mRNS expressziot
analizaltunk a kontroll NEG-01 mimic-el kezelt mintikhoz képest (F). Atlag £ SEM. *P<0,05, **¥P< 0,01 vs. nem
kezelt (vagy NEG-01 kontroll mimic-kel kezelt) kontroll mintak.
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A citoplazméaban miikodé Dicerl enzim reguldlja a miRNS érési folyamatanak utolsé
1épését, ezért csokkent szintje/aktivitdsa jelentdsen befolyasolhatja az érett miRNS-ek
expresszigjat. Jelen kisérleteinkben a Dicerl enzim fehérjeszintjét eldszor szeptikus betegekbdl
¢s egészséges kontrollokbdl izolalt vérlemezke mintdkban analizaltuk Western-blot
technikdval. A szeptikus betegek thrombocyta mintaiban jelentdsen alacsonyabb Dicer1 fehérje
szintet (P<0,05) detektaltunk a kontrollokhoz képest. (45/A. abra). Fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalattal hasonldé eredményt figyeltiink meg a MEG-01 sejtekben, miszerint az LPS-sel
kezelt sejtek jelentdsen kisebb Dicerl pozitivitast (P<0,001) mutattak a nem kezelt mintakhoz

képest (45/B-C. abra).
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45. abra A Dicer1 enzim fehérjeszintjének vizsgilata szeptikus vérlemezke lizitumokban és LPS-sel kezelt
MEG-01 sejtek mintaiban. El6szor szeptikus vérlemezkék (n=5) Dicerl fehérje szintjét vizsgaltuk Western-blot
technikdval (A). A MEG-01 sejtekben a Dicerl pozitivitdst intracellularisan vizsgaltuk fluoreszcens
mikroszkoppal az LPS kezelés utan (B). A sejtmag/citoszol Dicerl fluoreszcencia intenzitdsanak aranyat
elemeztiik (n=15 sejt/kisérlet) (C). Zold: Dicerl festés; kék: sejtmagok. Skala mérete: 20 um. Atlag + SEM-et
abrazoltunk. *P<0,05; ***P<0,001 vs. nem kezelt kontroll mintak.

Ezt kdvetden tovabb vizsgaltuk a koros Dicerl fehérjeszintnek az érett miR-26b-re
gyakorolt hatasat szepszisben. Ahhoz, hogy modellezziik a szepszisben megvaltozé Dicerl
szintet, siRNS segitségével csendesitettiik a Dicerl expressziojait MEG-01 sejtekben és a
calpain specifikus gatlasaval, calpeptinnel gatoltuk a Dicer hasitasat. A csendesités érdekében
a MEG-01 sejtekbe 24 oran keresztil Dicerl specifikus siRNS-t transzfektaltunk. A
transzfekcid hatékonysagat RT-qPCR modszerrel ellendriztiik. A kezelés eredményeként a

Dicer siRNS expresszioja jelentésen megemelkedett, ami azt jelenti, hogy az siRNS sikeresen
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bejutott a sejtekbe (46/A. abra). Az siRNS transzfekcié alacsonyabb DICER1 mRNS
expressziot eredményezett a kontroll mintdkhoz képest (46/B. abra). Ennek kovetkeztében a
miR-26b szignifikdnsan csokkent (P<0,05) (46/C. abra), mig a SELP mRNS expresszidja
emelkedést mutatott (P<0,05) (46/E. abra).
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46. abra A Dicer1l enzim funkcionalis szerepének vizsgalata a miR-26b expresszié modulilasaban szeptikus
koriilmények kozott. A DICER]I génexpressziot siRNS transzfekcioval csokkentettik MEG-01 sejtekben (A),
ami valoban csdkkent DICER1 mRNS expressziot eredményezett a NEG-01 siRNS-sel transzfektalt kontroll
sejtekhez képest (B). Vizsgaltuk a miR-26b (C) és a SELP mRNS expressziojat (E). A Dicerl-fiiggetlen miR-451

crey

amiR-26b (F) szintre, amikor LPS kezelést alkalmaztunk. Atlag = SEM. (n=4—6 minta/kisérlet). “P<0,05, “"P<0,01
vs. NEG-01 siRNS-sel kezelt mintak.

Ezzel parhuzamosan mértiik a Dicerl fliggetlen miR-451 expresszidjat is és ennek a
szintje nem valtozott a kontroll mintakhoz képest (46/D. abra). Annak érdekében, hogy tovabb
vizsgaljuk, hogy az alacsonyabb Dicerl szint csokkent thrombocyta miRNS expressziot okoz
szeptikus kornyezetben, a MEG-01 sejtekhez calpeptint adtunk. Amikor a calpain mitkodését
gatoltuk és a Dicer] enzim hasitasat a calpeptin megakadalyozta LPS jelenlétében (46/F. abra),

az érett miR-26b szint rendezddott a MEG-01 sejtekben. Ezek az adatok alatdmasztottdk azon
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hipotézisiinket, hogy a koéros Dicerl enzim miikddése szepszisben jelentdsen csokkenti a
miRNS-ek, igy pl. a miR-26b expressziot mind a vérlemezkékben, mind a megakaryocytakban.

A MEG-01 sejtekben a szeptikus koriilmények kozott bekovetkezett génexpresszid
valtozasok hatasat tovabb vizsgaltuk, hogy jobban megértsiik milyen tGtvonalak aktivalédnak
¢s milyen intracelluldris folyamatok jatszddnak le szepszis soran. Ennek érdekében a
megvaltozott expresszioji gének utvonalanak elemzésével, gén ontologiai analizist végeztiink.
Azt tapasztaltuk, hogy az LPS kezelés szignifikdnsan befolyasolta azokat a géneket, amelyek
szamos gyulladasos utvonal aktivalasaval jartak egyiitt, ideértve a TNF-a-ra, az IL-1fB-ra és az
LPS-re adott sejtvalaszokat, valamint a fehérvérsejt migracioval és kemotaxissal jard
génvaltozasokat. A megakaryocytdkban a TLR4 agonistara adott fontos valaszreakciok kozé
tartoztak tobbek kozott a lipidek homeosztazisdhoz, az angiogenezishez, a MAPK, ERKI1 és
ERK2, valamint a JNK medialt jelatviteli utvonalakhoz kothetd génvaltozasok (nem abrazolt
adatok). Fontos, hogy a SELP mRNS, amelynek expresszioja a MEG-01-ben jelentds
emelkedést mutatott az LPS kezelés hatdsara, tobb kiilonb6zd ttvonalban is szerepet jatszhat.
Ide tartoznak az LPS-re és a gyulladasos triggerekre, a fehérvérsejt-adhéziora és a migraciora
adott vélaszok is. Osszeségében a TLR4-fiiggd szignalitvonal lényegesen modosithatja a gének
expressziojat a megakaryocytdkban szepszisben is, és a P-selectin receptort kodoldo SELP
génnek kozponti szerepe lehet a megakaryocytdk gyulladdsos szignalizacidjanak

szabalyozasaban.

5.4.3 Szepszises  plazmamintakbol  izolalt  vérlemezke-eredetii  mikropartikulak
internalizdcidja endothelsejt kulturakba és az igy bejutott thrombocyta miR-223 hatdsa az

endothelsejt ICAM-1 expressziora és a leukocyta adhéziora in vitro

Ehhez az in vitro vizsgélatsorozatunkhoz 6sszesen 13 szeptikus beteg €s 13 korban €s nemben
illesztett egészséges kontroll személy mintajat hasznaltuk fel, amikben a rutin paraméterek
alapjan nagyon hasonlo kiilonbséget talaltunk a gyulladasos folyamatok tekintetében, mint az
el6zd ex vivo tanulmanyunkban (lasd 5. tablazat). Itt is ellendriztiik a vérlemezkék fokozott
aktivacios allapotat felszini P-selectin expresszido mérésével dramlasi citometriaval, amelynek
soran a thrombocyta CD62 pozitivitas jelentdsen magasabb volt a szeptikus thrombocytak
felszinén a kontrollokhoz képest (P<0,0001) (47/A. abra). Ezt kovetden kiértékeltik a
thrombocyta mikropartikuldk mennyiségét a szepszises és a kontroll plazma mintdkban és
szepszisben a mikropartikuldk szdma szignifikdnsan magasabb volt, mint a kontroll mintdkban

(P<0,0001) (47/B. abra), amely szintén a vérlemezkék fokozott aktivaltsagi allapotat jelezte.
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Ezzel parhuzamosan meghataroztuk a szolubilis ICAM-1 szintet a szeptikus és kontroll szérum
mintakban, hogy megvizsgaljuk az endothelsejtek aktivaciojanak mértékét. Szepszisben az
ICAM-1 fehérje koncentracidja jelentdsen emelkedett volt (P<0,0001) (47/C. abra). Ezen
eredmények alapjan a vizsgélt szeptikus betegekben nemcsak thrombocyta, hanem koros

endothelsejt aktivaciot is kimutattunk.
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47. abra Vérlemezke és endothelsejt aktivacio vizsgalata szeptikus betegek és kontroll személyek mintaiban.
A felszini P-selectin pozitivitas (A), a thrombocyta-eredetli mikropartikulak (PMP) (B) és a szolubilis ICAM-1
szérum koncentracio (C) mérése a szeptikus betegek és a kontrollok mintidiban (n=13/csoport). Ezzel
parhuzamosan kvantaltuk a miR-223 expressziot a vérlemezkékben (D), keringd formajat a plazmaban (E) és az
izolalt mikropartikulakban is (F). A vizszintes vonalak a median értéket jeldlik.

A miR-223 expresszidjat RT-qPCR moddszerrel vizsgaltuk a vérlemezkékben, a
plazmamintaban és az izolalt mikropartikuldk mintdjaban. Megéallapitottuk, hogy a miR-223
expresszio a szepszises vérlemezkékben a kontrollokhoz képest alacsonyabb volt (P<0,0001)
(47/D. abra), mig a keringd miR-223 expresszidja szignifikdnsan magasabb volt a plazma
mintdkban (P<0,0001) (47/E. abra) és a mikropartikuldkban (P<0,016) (47/F. abra). Ezek az
elézetes eredmények felvetették, hogy az alacsony vérlemezke miR-223 szint kialakuldsanak
hatterében nemcsak a fentiekben bemutatott csokkent megakaryocyta-eredetli. miRNS
expresszio all, hanem sulyos gyulladdsos koriilmények kozott a fokozott mikropartikula
képzddés révén az adott miRNS nagyobb mennyiségben kijut a kornyezetbe, illetve a

keringésbe.
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Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a miR-223-nak a szeptikus vérlemezkékbdl valod
fokozott kijutasat, in vitro kisérletet is végeztiink. A kontroll LDP mintdkat TRAP-al aktivaltuk
2 oOrén keresztiil, majd a thrombocyta feliiliszobol és a pellet-bol mértiik le a miR-223
expressziot. A TRAP-aktivalt vérlemezkékben a miR-223 expresszio szintje szignifikdnsan
csokkent a nem kezelt mintaval szemben (P=0,046), mig a feliiluszoban magasabb miR-223
szintet figyeltiink meg (P=0,023) a kezelés utdn (48. dabra). Ezen eredmények alapjan azt
gondoljuk, hogy a vérlemezke aktivacid valdsan a thrombocyta miRNS externalizacidjat és
ezaltal jelentds intracellularis expresszio valtozasat eredményezi. A kiszabadult miRNS-ek -

mint vektorok - pedig kiilonb6z6 informacidkat kdzvetithetnek a kornyezetiikbe.
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48. abra A miR-223 expresszio kvantalisa a vérlemezkékben és feliiliszo6 mintikban TRAP-pal tortént in
vitro thrombocyta aktivacié el6tt és utan. Az izolalt vérlemezkéket TRAP-pal stimulaltuk 2 6ran keresztiil. A
vérlemezkéket ezutan centrifugaltuk és a vérlemezke pellet-bol és a feliiluszobol miR-223 expressziot mértiink
(n=7-8 minta/kisérlet). Atlag = SEM értéket abrazoltunk.

A vaszkularis endothélium a véraram utjan keringé mikrovezikuldk egyik legfontosabb
célpontja a sziv- és érrendszeri, valamint a gyulladdsos megbetegedésekben, ezért kivancsiak
voltunk arra, hogy szepszisben a miRNS transzfer a vérlemezkékbdl a mikropartikulakon
keresztiil az endothelsejtekbe vajon miként valdosul meg. Erre a célra human korondria artéris
endothelsejteket (HCAEC) 24 6ran keresztiil 37°C-on inkubaltuk szeptikus betegekbdl, illetve
kontroll egyénekbdl izolalt thrombocyta mikropartikuldkkal. Azt tapasztaltuk, hogy a
szepszises mikropartikulakkal , kezelt” endothelsejtekben magasabb volt a z6ld fluoreszcencia
intenzitds mértéke a normél mikropartikuldkkal inkubalt endothelsejtekhez képest (49/A.
abra). A negativ kontroll mintdk esetén a HCAEC sejtekhez nem adtunk mikropartikulékat,
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igy ott anti-CD42a-FITC pozitivitds nem volt megfigyelhetd. Ezen kiviil statisztikailag
elemeztiik az 0sszes analizalt mintdban a fluoreszcencia intenzitas kiilonbségét a szepszises €s
a kontroll mikropartikuldkkal kezelt sejtekben, ¢és szignifikans kiilonbséget (P=0,0046)
talaltunk a két csoport kozott (49/B. abra). Ezen eredményeink azt mutatjak, hogy a
szepszisben termelédd vérlemezke mikropartikuldk fokozottabban jutnak be az

endothelsejtekbe, mint az egészséges mintakbol szarmazok.
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49. abra Vérlemezke-eredetii mikropartikulak (PMP) endothelsejtekbe torténé internalizacidjanak
vizsgalata fluoreszcens mikroszképpal. Az endothelsejteket (HCAEC) szepszises €s kontroll vérlemezkékbol
szarmazo mikropartikuldkkal (PMP) inkubaltuk 24 o6rdig 37 °C-on, majd a HCAEC-sejteket anti-CD146-PE
antitesttel (piros), a mikropartikulakat anti-CD42a-FITC antitesttel (z6ld) festettiik. A mikropartikuldk
internalizacidjat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk. Kék szinnel megfestve a sejtmagok lathatok (A). A
fluoreszcencia intenzitas valtozast dsszehasonlitottuk a szepszises és a kontroll PMP-kel kezelt sejtekben (B).
Skala mérete: 20 um. (n=5—6 sejt/kisérlet). Atlag + SEM értéket abrazoltunk.
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Szerettiik volna tovabb vizsgalni a mikropartikuldk funkciondlis hatasat szepszisben,
hogy vajon az altaluk szallitott nagyobb mennyiségli miR-223 képes-e befolydsolni az
endothelsejtek miikodését. Ezért a HCAEC sejteket el0szor izolalt szepszises
mikropartikulakkal inkubéltuk 24 6raig és az endothelsejtekben emelkedett miR-223
expressziot talaltunk (p = 0,016) a kontroll PMP mintakkal kezelthez képest (S0/A. abra), ezzel
szemben ezekben a mintdkban az ICAM1 mRNS expresszidja jelentésen csokkent (P=0,031)
(50/B. abra). Ezen eredmények megerdsitésére a HCAEC sejteket in vitro TRAP-aktivalt
vérlemezkékbdl izolalt mikropartikuldkkal kezeltiik. Mivel szignifikdnsan magasabb volt a
plazma TNF-a szint a szepszisben szenvedd betegekben a kontrollokhoz képest (28,6 + 3,7 vs.
12,4 £ 1,1 pg/mL, P<0,0001), ezért a szeptikus koriilményeket az endothelsejtek TNF-a

A TNF-a elokezelés csokkentette a miR-223 expressziojat és nétt az ICAM1 mRNS
szint a kontroll HCAEC mintdkhoz képest, mig az emelkedett miR-223-t (P=0,017) csokkent
ICAMI mRNS expresszioval (P=0,010) detektaltuk a TRAP-aktivalt mikropartikulak
jelenlétében (50/C-D. abra). A szolubilis ICAM-1 koncentraciokat a HCAEC sejtek
felilliszojaban ELISA-val lemértik. A TNF-o hatdsara emelkedett az ICAM-1 fehérje
mennyisége, mig a TNF-o és a mikropartikuldk egylittesen szignifikdnsan csokkentették
(P=0,006) az ICAM-1 fehérje koncentraciojat (SO/E. abra). Ezek az adatok azt tdmasztjak ala,
hogy a miR-223-t szallité mikropartikulak képesek befolyasolni a tilzott fehérje expresszidt az
endothelsejtekben gyulladdsos kortiilmények kozott.
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50. abra A miR-223-t hordozé mikropartikuldk szeptikus koriilmények kozott jelentésen csokkentik az
emelkedett ICAM-1 szintet HCAEC sejtekben. A miR-223 (A) és az ICAM1 mRNS expresszio6 (B) vizsgalata
szepszises ¢€s kontroll vérlemezkékbdl szarmazé mikropartikulak és a kontroll mikropartikulak altal stimulalt
endothelsejtekben. A TNF-o 6nmagaban alacsonyabb miR-223 és magasabb ICAM1 mRNS ¢és fehérje szintet
eredményezett. A TRAP altal indukalt mikropartikuldk (PMP) jelenlétében emelkedett miR-223 (C) és csokkent
ICAMI mRNS szintet (D), illetve fehérje koncentraciot (E) talaltunk. Atlag + SEM-et tiintettiik fel. (n=7-8
minta/csoport).

Annak megallapitasara, hogy a megvaltozott miR-223 expresszid ténylegesen
Osszefiigg a mikropartikuldk endothelsejtekbe torténd internalizacidjaval és miRNS
Htranszfekcigjaval”, a HCAEC sejteket 4 °C-on inkubdltuk a szepszises plazma mintakbol
kinyert mikropartikulakkal igy megakadéalyozva a mikropartikulak endocit6zisat. Kontrollként
az endothelsejteket egyidejiileg 37 °C-on mikropartikuldval vagy azok hidnyaban
tenyésztettiink. A fluoreszcens jelolés azt mutatta, hogy a szepszises mintakbdl szdrmazo
mikropartikuladk HCAEC-be torténd felvétele jégen (4 °C-on) szinte teljesen gatolt volt a 37
°C-on inkubdlt sejtekhez képest. A 4 °C-on tortént blokkolasos vizsgalathoz 6 Oras
mikropartikula kezelést alkalmaztunk, mivel az endothelsejtek 6 6éranal hosszabb ideig, jégen
torténd kezelése szembetlind morfoldgiai valtozdsokon mentek keresztiil, amelyek negativ
modon befolyasoltdk volna a mikropartikuldk internalizaciojat (nem abrazolt eredmények).
Ezen kiviil a HCAEC sejtekb6l RNS-t izolaltunk a miR-223 kvantalashoz. Megallapitottuk,
hogy a jégen tartott HCAEC mintakban nem kovetkezett be jelentés miRNS expresszio valtozas

(P=0,969), mig a szepszises mikropartikuldkkal inkubalt HCAEC sejtek 37 °C-os
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sejttenyésztési koriilmény kozott megemelkedett miR-223 értéket mutattak a kontroll
mintakhoz képest (P=0,004). Ezt a kisérletet bemutatod szines mikroszkopos abra az eredeti
kozleményben megtekinthetd. Ezek az eredmények tehat megerdsitették, hogy a
megnovekedett miR-223 expressziot a HCAEC sejtekben valoban a miRNS-t hordozé
mikropartikulak endocitozisa okozta.

Ezt kdvetéen megvizsgaltuk, hogy a miRNS-ek miikddésével dsszefliggésbe hozhatd
mas sejtes folyamatok hozzdjarultak-e barmilyen mértékben a szepszises mikropartikuldval
kezelt HCAEC sejtekben a miR-223 expresszidjanak fokozasdhoz. Ebbdl a célbol két in vitro
kisérleti megkdzelitést alkalmaztunk. Célunk volt a pre-miR-223 expressziojanak elemzése az
in vitro TRAP-stimulalt mikropartikuldk jelenlétében vagy hianyaban. A Dicerl enzim
expresszidjanak és ezaltal funkcidjanak csokkentése a HCAEC sejtekben Dicerl specifikus
siRNS transzfektalassal a mikropartikulakkal torténd inkubaci6 el6tt tortént. E10szor az érett és
a pre-miR-223 expressziokat parhuzamosan kvantaltuk RT-qPCR modszerrel TRAP-aktivalt
mikropartikulaval kezelt és nem kezelt HCAEC sejtekben. A miR-223 érett formdjanak
expresszioja szignifikdnsan (P=0,025) emelkedett az elébbi mintdkban, mig a pre-miR-223
expressziojaban nem volt kiilonbség, tehat nem tortént transzkripcié (P=0,929) (51/A-B. abra).
Ezt kovetden az endothelsejteket Dicerl siRNS-sel vagy NEGO1 siRNS-sel transzfektaltuk és
izolalt mikropartikulakat adtunk a sejtekhez 24 oran keresztiil. Az RNS izolalas utan
ellendriztiik a transzfekciod hatékonysagat (51/C. abra). A transzfekci6 alacsonyabb DICER1
mRNS-t eredményezett a NEGO1 siRNS-sel kezelt mintdkhoz képest (51/D. abra). Azokban a
sejtekben, amelyekben a Dicerl expresszidjat csokkentettiink, az érett miR-223 szint még
mindig jelentésen megemelkedett (P=0,023) a PMP-k jelenlétében a HCAEC sejtekben (S1/E.
abra). A megnovekedett miR-223 szint tehat a mikropartikuldk &ltali bejuttatdsanak volt
koszonhetd, és miRNS transzkripciod, vagy indukalt Dicerl enzim aktivitds nem jarult hozza a

szeptikus endothelsejtek megvaltozott miR-223 expresszidjahoz.
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51. abra A PMP-k altal modulilt miR-223 expressziéban a miRNS érés, illetve a fokozott Dicerl enzim
funkcié esetleges szerepének vizsgilata a HCAEC sejtekben. A TRAP aktivalt thrombocytakbdl szarmazo
PMP-k jelenlétében megmértiik a miR-223 expressziot (A) és a pre-miR-223 szintet (B) az endothelsejtekben
(HCAEC) a kontroll PMP-vel kezelt mintdkhoz képest. A Dicerl specifikus siRNS-t sikeresen transzfektaltuk az
endothelsejtekbe (C), csdkkentve DICER1 mRNS expressziot (D). A csokkent Dicerl expresszio jelenlétében a
miR-223 szint 6sszehasonlitasa az endothelsejtekben a TRAP-aktivalt PMP-k jelenlétében és hianyaban (E). Atlag
+ SEM értéket abrazoltunk. (n=4-5 minta/kisérlet).

Kivancsiak voltunk végiil arra, hogy a miR-223 tartalmu mikropartikuldk bejutdsa az
alacsonyabb ICAM-1 expresszio mellett. Ebben a funkciondlis kisérletben a HCAEC sejteket
TNF-a aktivalt és nem aktivalt PBMC-vel inkubaltuk 1 6ran at. A PBMC-k hozzéadésa el6tt a
sejteket a szepszis eredetli mikropartikuldkkal, illetve nélkiiliik tenyésztettiik 24 6ran keresztiil.
A negativ kontroll sejteket PBMC hozzdadasa nélkiil tartottuk fenn. Fluoreszcens
mikroszkoppal értékeltiik a jeldlt leukocytdkat. Megallapitottuk, hogy a PBMC-k az
endothelsejtek felszinéhez kapcsolodtak és ez 30%-kal csokkent abban az esetben, ha
mikropartikuldkat adtunk a HCAEC sejtekhez (52/A. 4bra). A szepszisbdl szdrmazd
mikropartikulak nélkiili PBMC-k szdma latoterenként 14 + 2 sejt volt, szemben a
mikropartikuldval el6kezelt mintdkkal, ahol 10 + 2 sejt/latdomez6 volt (P=0,042) (52/B. abra).
Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a PMP-k szallitotta miR-223 altal
csokkentett ICAM-1 receptor szint a leukocytdk alacsonyabb mértékii ktddését vonta maga

utan az endothelsejtek felszinén.
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mikropartikulakkal (PMP) tortént kezelés utan. A HCAEC sejteket elokezeltiik szepszises thrombocytakbol
szarmazo PMP-vel. A sejteket ezt kovetden 1 oran at TNF-a aktivalt PBMC-vel inkubaltuk. Az endothelsejteket
anti-CD146-PE antitesttel (piros) és a PBMC-ket anti-CD45-FITC antitesttel (zold) festettik. A PBMC-k

crer

adhézidjat az endothelsejtek feliiletéhez fluoreszcens mikroszkoppal (A) vizsgaltuk. Kék: sejtmagok.
Osszehasonlitottuk a kotédott PBMC-k szamat a PMP-vel elokezelt és nem kezelt endothelsejtek kozott (B). Skéla
méret: 20 um. Atlag + SEM. (n=5-6 sejt/ allapot).

Osszefoglaloan kijelenthetjiik, hogy a megvaltozott expressziét mutatdé megakaryocyta-
thrombocyta eredetit miRNS-ek hozzdjarulnak a rendellenes vérlemezke aktivalodas
kialakulasdhoz, ugyanakkor - kedvezd hatédst is kifejtve - a tGlzott mértékli endothelsejt

aktivaciot is képesek mérsékelni bakterialis szepszisben.

5.5 A gyogyszeres koronariasztent (DES) és fémsztent (BMS) sejtaktivalo hatasanak
osszehasonlitasa, valamint a DES-bol eluald everolimus kedvezéo hatasanak
mechanizmusa az endothelsejt aktivacio tiikkrében

Az elmualt két évtizedben széles korben alkalmazott kardiologiai intervencios
beavatkozasoknak kdszonhetden jelentdsen javultak a klinikai eredmények a korondria
sztentelés utdn, kiilondsen a DES haszndlatat kdvetden, ugyanakkor az ennek hatterében allo

sejtaktivacios folyamatok mértékérdl és arra kifejtett kedvezd hatasardl még keveset tudtunk.
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5.5.1 BMS vagy DES kezelésben részesiilt stabil anginds betegekben meghatarozott
vérlemezke és endothelsejt aktivacios markerek koncentrdacidjanak és a 6 honapon beliil

kialakult ISR-rel valo osszefiiggésiik elemzése

Ebben a tanulmanyunkban 28 stabil anginas beteg Integrity® tipust BMS beiiltetésben és 21
beteg Xience® tipustt DES kezelésben részesiilt, akik plazmamintaiban vizsgaltuk a vérlemezke
¢s endothelsejt aktivacios markerek szintjét. A betegcsoportok korban és nemben illesztettek
voltak ¢és nem volt kiillonbség a tarsbetegségek (pl. DM2, magasvérnyomds vagy
hiperkoleszterinémia) jelenlétében és a dohanyzési szokdsokban sem (6. tablazat). A két
csoport kozott nem volt jelentds kiilonbség a felhasznalt sztentek szdmaban, hosszaban és
atmérdjében. A sziikiilet sulyossadgaban ¢és a vaszkularis 1€zi6 tipusaban (A/B1/B2/C) tapasztalt
kiilonbségek magyardzzak meg, hogy a betegek miért kaptak DES-t BMS helyett. Az
implantacié klinikai koriilményeit és technikai jellemzdit bemutatd tabladzat az eredeti
kozleményben kereshetd meg. A beavatkozast kovetden a betegeket 6 honapon keresztiil
kovettiik, amely soran a klinikus nem tapasztalt sztenttrombodzist, azonban 6 BMS betegben

ISR alakult ki.

A sztentbeiiltetést kovetd hemosztazis eltérések monitorozasara a D-dimer és a fibrin
monomer (FM) koncentraciokat hasznaltuk. Amig a D-dimer és a fibrinogén szintekben nem
volt kiilonbség, addig az FM koncentraciok jelentésen megemelkedtek mar 24 oraval a
beavatkozast kovetéen (P=0,012), és ez nem csokkent le az 1 honapos mintdkban sem. A
median FM értékek ugyanakkor a referencia tartomanyban (<10 mg/L) maradtak. Az
intervenciok soran bekovetkezett dtmeneti myocardialis ischemia értékelésére szérum c¢TnT
szint keriilt meghatarozasra. A sztent beiiltetés utan 24 oraval jelentésen magasabb c¢TnT
koncentraciokat figyeltiink meg mind a BMS (P=0,0001), mind a DES (P=0,042) csoportban,
amelyek 1 hoénap elteltével visszacsokkentek a kiindulasi értékekre. A rutin diagnosztikai

paraméterek eredményeit bemutatd abrak az eredeti kozleményben megtekinthetdk.
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Kezelés elotti paraméterek BMS (n=28) DES (n=21) P-érték
Eletkor (év) 68,4+9,9 643+ 11,3 0,19
Nem (férfi, %) 50 77 0,13
Diabetes mellitus (%) 46 54 0,77
Magasvérnyomas (%) 92 91 0,78
Dohanyzas (%) 53 38 0,14
Hiperkoleszterinémia (%) 38 37 0,88
BMI (kg/m?) 302+5,4 27,9+5,2 0,59
El6z6 MI (%) 54 32 0,12
Fih el s 21

6. tablazat A BMS-DES vizsgalatban résztvevo stabil anginas betegek kezelés el6tti demografiai jellemzdi.
Roviditések: BMS: bare metal stent, DES: drug eluting stent, BMI: body mass index, MI: miokardialis infarktus.

A vérlemezke aktivacid mértékét a felszini P-selectin aramlasi citometriai, valamint a
plazma mintak szolubilis P-selectin, CD40L ¢és PDGF-BB koncentraciok ELISA mérésével
analizaltuk a sztentkezelés el6tt és utan. A két alcsoport kozott a kiindulasi thrombocyta CD62
pozitivitasban és a szolubilis P-selectin szintekben nem volt kiilonbség (53/A-B. abra). Bar a
sztentelést kovetden mindkét kohorszban atmenetileg csokkent a P-selectin expresszid mértéke,
feltehetden a keringésbdl kikeriilt aktivalt vérlemezkék miatt, ugyanakkor a BMS betegekben
az 1 honapos mintaban ismét szignifikansan (P=0,045) emelkedett ez az érték szemben a DES-
csoporttal. Rdadasul a kettds thrombocyta funkciot gatld terapia ellenére mindkét sztenttipus
alkalmazésa mellett fokozott vérlemezke aktivaciot figyeltiink meg a beiiltetést kdvetden 1
honappal, de a két vizsgalati csoport kozott ekkor sem volt kiilonbség a felszini P-selectin
expressziokban (BMS: 3,3 [2,3-3,8] %; DES: 2,5 [2,3-3,2] %; P=0,574) (53/A. abra). Ezzel
parhuzamosan a szolubilis P-selectin koncentraciok fokozatosan megemelkedtek a
keringésben, kiilondsen a BMS csoportban, ahol a beavatkozas utan 1 honappal szignifikansan
magasabb koncentraciok voltak (a kezelés elétti értékekhez képest P=0,048) (53/B. abra).
Erdekes médon, a szolubilis CD40L plazma szintek a referens tartomanyon (<100 pg/mL) beliil
maradtak végig a kdvetés sordn €s a két csoport kdzott nem volt jelentds kiilonbség az egyes

idépontokban (nem abrazolt adatok).
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53. abra A BMS, illetve DES implanticiét kovetd vérlemezke és endothelsejt aktivicié mértékének
valtozasa. Kiilonbozo idopontokban mindkét sztenttipus alkalmazasa mellett analizaltuk a vérlemezke aktivaciot
a felszini P-selectin expresszion (A) és a szolubilis P-selectin koncentraciokon (B) keresztiil, mig az endothélium
érintettségének vizsgalatara von Willebrand faktor (VWF) (C) és szolubilis VCAM-1 (D) szintek mérését végeztiik
el. Az dbran a median mellett az 5-95 percentilis értékeket tilintettiik fel.

Ezzel péarhuzamosan az endothelsejt aktivacid mértékét tobb biomarker mérésén
keresztiil szintén értékeltiik. A vWF szintjében a sztentkezelés eldtt nem volt kiilonbség
(P=0,154) a két csoport kozott, ugyanakkor a BMS beavatkozas utan 24 o6raval a vWF-Ag
koncentrécio szignifikdns emelkedést (190 [173-195] vs. 152 [142-167] %, P=0,046) mutatott.
A DES csoportban nem tapasztaltunk ilyen mértékii eltérést, a legtobb esetben a referencia
tartomanyon beliil (50-160 %) voltak az értékek (53/C. abra). Szintén nem tértek el egymastol
a kiindulasi VCAM-1 szintek a két kohorsz kozott (P=0,592), ezzel szemben a BMS betegektdl

a sztentelés utan mar 1 nappal levett plazma mintdkban szignifikdnsan magasabb szolubilis
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VCAM-1 koncentraciokat (610 [501-806] vs. 512 [449-703] ng/mL, P=0,046) mértiink
szemben a DES csoporttal, ahol nem emelkedett jelentdsen (P=0,162) (53/D. abra).

A BMS kezelésben részesiilt betegek koziil 6 esetben ISR alakult ki a kdvetési id6 alatt,
viszont a DES csoportban nem volt ilyen komplikacio, ezért a csoportbontds utan is
megvizsgaltuk az aktivacios markerek eredményeit. Mivel a sztentelés okozta vaszkularis
sériilést kovetden az aktivalodott vérlemezkékbdl nagy mennyiségii simaizomsejt proliferaciot
elésegité PDGF-BB is kikertilhet a keringésbe, ezért a plazma mintdk PDGF-BB szintjét is
lemértiik, hogy tovabbi bizonyitékot kapjunk a BMS indukalta ISR kialakul4sara. Azoknal a
betegeknél, akiknél a BMS mellett kialakult az ISR, bar az alacsony esetszdm miatt nem
szignifikans mértékben, de magasabb PDGF-BB koncentraciokat mértiink a sztentelés utan 1
hoénappal a komplikdciot nem mutaté BMS betegekhez és az egész DES csoporthoz képest
(54/A. abra).
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54. abra A plazma PDGF-BB, valamint a szolubilis ICAM-1 és CD40L szintek dsszehasonlitisa az egyes
klinikai alcsoportok kozott. Sztentelés utan 1 honappal dsszehasonlitottuk a PDGF-BB értékeket az ISR csoport,
a komplikacio nélkiilli BMS, illetve a DES csoport kozott (A). Kiilon a DES csoportban a PDGF-BB
koncentraciokat elemeztiik 1 honappal a sztentelést kovetden (B). Ezzel parhuzamosan a szolubilis ICAM-1 (C)
¢s CD40L koncentraciokat (D) is 0sszevetettiik ISR jelenlétében és hidnyaban. Az dbran a median mellett az 5-95
percentilis értékeket tlintettiik fel.
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A teljes DES csoportban ugyanakkor a PDGF-BB szintje a kiindulasi értékéhez képest
jelentdsen lecsokkent (P=0,004) 1 honappal a beavatkozast kovetden (54/B. abra), ami részben
magyarazhatja, hogy miért nem alakult ki ISR ezekben a betegekben. Bar a teljes BMS és DES
csoport kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget, az ISR joval magasabb szolubilis ICAM-1
(P=0,046) é¢s CD40L (P=0,032) koncentraciokkal jart egyiitt (54/C-D. abra), jelezvén a koéros
cellularis aktivaciot.

Ehhez hasonl6an a szolubilis E-selectin, VCAM-1 és vWF szintek is magasabbak voltak
az ISR-pozitiv BMS betegekben (55/A-C. abra) a DES csoporthoz képest. Ez a valtozas
kiilondsen az E-selectin és a vVWF esetében volt jelentés mértéki (P=0,032 és P=0,011), mig a

VCAM-1 esetében egy hasonlo irdnyt, nem szignifikans tendenciat tapasztalhattunk (P=0,160).
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55. abra Az ISR-rel egyiitt jaré fokozott endothelsejt aktivacio és vaszkularis gyulladas kimutatisa. Az
igazolas érdekében megmértilk a szolubilis E-selectin (A), VCAM-1 (B) és vWF (C) szinteket, valamint a
proinflammatoérikus TNF-o koncentraciokat (D). Az abran az atlag és SEM értékeket abrazoltuk.
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Végiil a vaszkuldris gyulladdsos folyamatokat jelz6 TNF-a esetén azt tapasztaltuk, hogy a
plazma mintakban lényegesen magasabb (P=0,049) volt a citokin plazma koncentracidja ISR-
ben (55/D. abra).

Kiilon megnéztiik, hogy a két betegcsoportban mért kiilonb6z6 biomarkerek szintjének
alakulasat esetleg befolyasolta-e az aszpirin/clopidogrel kezelés hatékonysaga, ami a
vérlemezke aggregaci6 és a VASP fehérje foszforilacié vizsgalatdn keresztiil keriilt
megallapitasra 4 héttel a terapia megkezdését kovetden. A kezelésre jol reagalo betegek, az tn.
,reszponderek™ koz¢ tartoztak azok, akiknek a vérlemezke reaktivitasi indexe <50%, a nem
reagald személyeknél ez >72% volt, és a kettd kozott (50-72%) voltak a ,,gyengén reagdlo”
betegek. Ezek alapjan a BMS csoportban 21 (75%), mig a DES csoportban 16 (76%)
,reszponder” volt. Azt tapasztaltuk, hogy thrombocyta funkcié gatld kezelés hatékonysaga nem
befolydsolta a szolubilis markerek szintjét. A BMS csoportban a felszini P-selectin
pozitivitasban, a DES csoportban a plazma PDGF-BB szintekben tapasztaltunk enyhe, de nem
szignifikans kiilonbséget a ,,reszponderek™ és a gyengén, illetve a nem reagdlo betegek kozott.
Az dsszehasonlitas eredményeirdl késziilt tablazat az eredeti kozleményben olvashato.

A szolubilis fehérje biomarkerek mellett retrospektiv modon a lefagyasztott plazma
mintakban keringd miRNS-eket is analizaltunk potencidlis 0j paraméterekként. Elsdként
megvizsgaltuk a miRNS profilt a sztentelés utan 1 honappal levett plazma mintakban, amelyhez
csoportonként random moddon 3-3 RNS mintat valasztottunk ki. A TagMan OpenArray
analizissel 66 miRNS-t detektaltunk a plazma mintakban. ISR-ben 17 miRNS expresszidja
nagyobb, mint masfélszeres mértékben (fold change > 1,5) csokkent (pl. miR-126, miR-223,
miR-424), mig 19 masik miRNS szintje ugyan ilyen mértékben emelkedett (pl. miR-155 és
miR-185) a komplikéacio nélkiili BMS csoporthoz képest. A DES csoporthoz hasonlitva az
eredmények részleges atfedéssel kozel azonosak voltak, 15 miRNS csokkent és 23 emelkedett
ISR-ben. A legnagyobb véltozast mutatd6 miRNS-ek szintjét UPL-proba alapi RT-qPCR
modszerrel validaltuk a teljes betegcsoportban (56/A-D. abra). Mivel a miR-181b specifikus
assay nem szerepelt a TagMan OpenArray lemezen, ezért a parhuzamos in vitro kisérleteink
eredményei alapjan ezt a miRNS-t is bevontuk a vizsgélatainkba.

Az ex vivo plazma mintdkban tapasztalt magasabb TNF-a koncentraciok mellett a
markansan emelkedett keringd miR-155 (P<0,01) és miR-185 (P<0,001) expressziok is
alatamasztottak az ISR-ben kialakult gyulladasos folyamatokat, szemben a komplikécio nélkiili
BMS ¢és DES csoportokkal (56/A-B. abra). Az E-selectin és VCAM-1 expressziokat
szabalyoz6 miR-181b szintje szignifikdnsan kisebb volt ISR-ben a BMS (P=0,035) ¢és a DES
(P=0,034) csoportokhoz képest (56/C. abra). Az OpenArray analizissel kapott eredményeket a
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VWF szintézist befolyasolé miR-424 esetében is validalni tudtuk a teljes betegcsoportban,
mivel a miRNS szintje jelentés mértékben lecsokkent (P<0,01) a komplikécié nélkiili

csoportokhoz képest (56/D. abra).
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56. abra Az extracelluliris miRNS-ek expresszidja a BMS és a DES betegek plazma mintaiban. Az ISR-ben
kialakult vaszkularis gyulladasos folyamatokra és endothelsejt diszfunkciora jellemz6 keringdé miR-155 (A) és
miR-185 (B) expressziok mellett az E-selectin és VCAM-1 fehérje expressziot szabalyoz6 miR-181b szintjét (C)
¢és a vVIWF-t befolyasolo plazma miR-424 expressziot (D) is kvantaltuk. Az abran a median mellett a minimum és
maximum értékeket jeldltiik.

Végiil a két miRNS (miR-181b és miR-424) expresszigjat Osszevetettilk a plazma mintdkban
mért endothelsejt aktivacios markerek szintjével, és inverz korreldciot talaltunk a csokkent
miR-181b és az emelkedett E-selectin (r=-0,375, P=0,049) és VCAM-1 plazma szintek (r=-
0,441, P=0,019), valamint a miR-424 és a vWF szintek (r=-0,647, P=0,009) kozott. Ezekbol
arra kovetkeztethetiink, hogy a csokkent miRNS expressziok is hozzajarulhatnak a fokozott
endothelsejt aktivacidhoz ISR-ben.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a Xience® tipusi DES implantacié kisebb
mértékii vérlemezke és endothelsejt aktivaciot okozott, mint az Integrity® tipusa BMS-sel
tortént beavatkozas, ami nagyobb ISR rizikoval és tobb plazma miRNS esetén jelentdsen

alacsonyabb szintekkel jart egyfitt.
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5.5.2 A koronariasztentelés okozta gyulladdisos folyamatok modellezése kétféle
endothelsejtvonalon, és az E-selectin és a VCAM-1 receptor expresszio kvantdldsa, valamint

az everolimus NF-kB utvonalon keresztiili gyulladascsokkentd hatasanak in vitro vizsgdlata

Kétféle endothelsejt tenyészetben in vitro megnéztiik, hogy a sztentelés provokalta gyulladdsos
folyamatok modellezéseként a TNF-a indukélta endothelsejt aktivacio hatdsara hogyan valtozik
az E-selectin és VCAM-1 fehérjék expresszioja, és a DES-bdl kiszabaduld everolimus ezt
milyen szinten képes mérsékelni. A vaszkularis gyulladasos folyamatokat TNF-a (100 ng/mL)
aktivacio révén artérids koronaria (HCAEC) és vénas (HUVEC) endothelsejteken modelleztiik
everolimus (0,5 uM) jelenlétében ¢és hidnyaban, majd RT-qPCR és ELISA modszerekkel
meghataroztuk a SELE/E-selectin és VCAM1/VCAM-1 mRNS ¢és fehérje expressziokat.

A SELE ¢és VCAM1 mRNS-ek szintje a TNF-a koncentraciojanak és az inkubalési id6
(1-4 ora) fiiggvényében markansan ndvekedett, amit az everolimus koncentracio-fiiggé moédon
szignifikansan csokkenteni tudott a HCAEC sejtekben (P<0,001) (57/A-B. abra) és a HUVEC
(P<0,001) sejtekben is. A gydgyszer dnmagaban, valamint az old6szere (DMSO) sem volt
jelentds hatassal a sejtekre. A HUVEC sejttipusban kapott eredmények abraja az eredeti
cikkben talalhaté meg.

Az mRNS expressziok mellett a HCAEC sejtek feliiluszojaban a fehérje szinteket is
meghataroztuk. A TNF-a kezelés hatasara bekovetkezd endothelsejt aktivacio kovetkeztében
nagy mennyiségli E-selectin (mar 4 6ra utan) és VCAM-1 (csak 24 6ra utan) szabadult ki a
(E-selectin, P=0,001 ¢s VCAM-1, P<0,001) is képes volt szignifikansan csokkenteni (57/C-D.
abra). Tehat ezek az in vitro eredmények elézetesen magyarazattal szolgaltak arra
vonatkozoan, hogy a DES csoportban miért volt 1ényegesen kisebb az endothelsejt aktivacid

mértéke és ennélfogva az E-selectin/VCAM-1 szintek a plazma mintakban.
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57. abra Az E-selectin és a VCAM-1 mRNS és fehérje expressziok valtozisa TNF-o stimulus hatasira a
HCAEC sejtekben. A TNF-a kezelés (100 ng/mL) hatésara indukalodott SELE (A) és VCAMI1 (B) mRNS
expressziokat mértiink, ugyanakkor az everolimus (0,5 uM) jelenlétében jelent6sen kisebb mértékt volt. Ezzel
parhuzamosan a szolubilis E-selectin (C) és VCAM-1 (D) koncentraciokat is megmértiik. Az eredmények atlagat
¢és a SEM értékeket abrazoltuk, n=4-8/csoport.

Az endothelsejt aktivacios markerek szabalyozasdban betdltott szerepe mellett az everolimus
gyulladascsokkentd hatasat az IL1B és IL6 mRNS-ek expressziojan keresztiil analizaltuk. A
HCAEC sejtekben a TNF-a citokinnal kivaltott gyulladast az emelkedett IL1B és IL6 mRNS
szintek igazoltak, amik mar 1-4 o6raval a kezelés utan jelentds mértékiiek voltak (S8/A-D. abra).
Ezt a nagyfoku gyulladasos valaszreakciot az everolimus 1 6ra alatt szignifikdnsan redukalta
(58/A és C. abra), ami 4 6rat kdvetéen még kifejezobbé valt az IL1B (P<0,002) és az IL6
(P=0,004) mRNS esetén is (58/B és D. abra). Ezen eredmények alapjan az everolimus
csokkenteni tudta a TNF-a indukélta gyullad4sos folyamatokat az endothelsejtekben.
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58. abra A TNF-a-val kivaltott intracellularis gyulladdsos folyamat csékkentése az everolimus altal az
endothelsejtekben. A HCAEC sejtekben a TNF-a altal kivaltott gyulladast az IL1B és IL6 mRNS szintekkel
igazoltuk, amiket az everolimus 1 6ra alatt szignifikansan redukalt (A, C), és 4 orat kdvetden még kifejezobbé valt
ezen expressziok esetén (B, D). Az eredmények atlagat és a SEM értékeket abrazoltuk, n=4-8/csoport.

Ezt kdvetden megvizsgaltuk, hogy az everolimus gyulladascsokkentd hatdsa az NF-«xB ttvonal
aktivacidja sordn a p65 transzlokacid gatlasan keresztiil megy-e végbe. Ehhez a HCAEC
sejteket rekombindns TNF-a-val (100 ng/mL) 1 6ran keresztiil kezeltiink everolimus (0,5 pM)
vagy az oldészere (DMSO) jelenlétében. Fluoreszcens mikroszkdppal a p65 festddés
intenzitasat analizaltuk a sejtek citoplazmdjaban €s a sejtmagban (59/A. abra). A nem kezelt
sejtekhez képest a TNF-o hatdsara a p65 a citoplazmdbdl bekeriilt a sejtmagba, amit az
everolimus jelentdés mértékben (P<0,001) meg tudott akadéalyozni. Ezzel ellentétben a DMSO
nem befolyasolta a citokin hatdsat (P=0,232) (59/B. abra). Ezekkel a kisérletekkel igazolni
tudtuk, hogy az everolimus az NF-kB utvonal géatlasan keresztiil fejti ki gyulladascsokkentd

hatasat.
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59. abra Az NF-kB utvonal aktivacidjanak vizsgalata a p65 magtranszlokaciéja révén immunfestéssel. A
HCAEC sejteket 1 oran keresztiil stimulaltuk TNF-a-val everolimus vagy az olddszere (DMSO) jelenlétében és
hidnyaban. A p65 festédést fluoreszcens mikroszkoppal analizaltuk (A) és meghataroztuk a sejtmag és citoplazma
jelintenzitas aranyat (B). Zold szinnel a p65 specifikus festddés lathatd, mig kék szinnel a sejtmagot jeloltiik, a
,scale bar” 20 pm (A). Az eredmények atlagat és a SEM értékeket abrazoltuk, n=6-8/csoport.

5.5.3 A SELE és VCAMI1 gének expresszidjanak transzkripcios szinten valo vizsgdlata az
enhanszer RNS-ek expresszio valtozasan keresztiil, illetve a poszttransgkripcios
szabdlyozasdért felelos miR-181b szintjének analizise endothelsejtekben everolimus

jelenlétében és hianydaban

Korabban masok az E-selectin és a VCAM-1 expressziok transzkripcids szabalyozasaban részt
vevO gyulladasos jelatviteli folyamatokat LPS-el kezelt endothelsejtekben vizsgaltak [265]. A
fenti eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az everolimus a gének kozelében talalhatd aktiv

enhanszerek represszalasan keresztiil képes csokkenteni a TNF-o hatdsara megemelkedett
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SELE és VCAM1 mRNS szinteket. A SELE és VCAMI1 gének kozelében 1évé TNF-a indukalt
aktiv enhanszer régiokat az NCBI GEO adatbazisban elérhetd (GEO csatlakozasi szam:
GSES53998) ChIP-szekvenalasi adatok [213, 214] Gjra elemzésével azonositottuk. Ezekbol
készitettiink reprezentativ ,,snapshot” képeket Integrative Genomics Viewer (IGV2.3, Broad
Institute) program segitségével. Az errdl készitett dbra az eredeti kozlemény részeként
tekinthetd meg. Az RNS polimeraz I, a p65 transzkripcios faktor, a H3K27Ac és és a H3K4m3
markereket vizsgaltuk, amelyek segitségével a SELE ¢és VCAMI gén kozelében sikertilt
enhanszer RNS aktivitast azonositani. A bioinformatikai analizisben és az enhanszer RNS-ekre
specifikus primerek tervezésében Dr. Czimmerer Zsolt és Dr. Horvath Attila (DE, Biokémiai
¢s Molekularis Biokémiai Intézet) voltak a segitségilinkre. Azért, hogy az enhanszer aktivitasra
kovetkeztetni tudjunk, egy-egy kivalasztott enhanszer RNS expressziojat hataroztuk meg

mindkét gén esetén (60/A. abra).
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60. abra Enhanszer RNS-ek (eRNS) expressziojanak vizsgialata HCAEC sejtekben TNF-o és everolimus
jelenlétében és hidnyaban. Az everolimus enhanszer aktivitasra kifejtett hatasat egy-egy kivalasztott eRNS
expresszidjan keresztiil hataroztuk meg RT-qPCR modszerrel mindkét gén esetén (A). HCAEC sejtekben
megerositettiik, hogy a TNF-a stimulus (100 ng/mL) hatasara a SELE -11Kb (B) és VCAMI1 -10Kb (C) eRNS-
ek expresszidja fokozodik, amit az everolimus (0,5 uM) 1 oras kezelést kovetden szignifikdnsan csdkkenteni
tudott. Roviditések: H3K4m3: trimethylation of lysine 4 on the histone H3 protein subunit, H3K27Ac: acetylation
lysine 27 on the histon H3 protein subunit, RNAPII: RNS polimeraz II, p65: p65 transzkripcios faktor. Az eRNS
expresszio atlagat és a SEM értékeit abrazoltuk, n=4-8/csoport.

Megerdsitettiik, hogy a TNF-a stimulus hatdsara a SELE -11Kb (P=0,027) és VCAM1 -10Kb
(P=0,017) eRNS-ek expresszidja fokozodik (60/B-C. abra), amit az everolimus 1 oras kezelést
kovetden csokkenteni tudott (P<0,05) a HCAEC sejtekben. Mindezek alapjan az everolimus a
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p65 TF-hoz kapcsolt eRNS-ek represszalasan keresztiil gatolni tudja a TNF-a indukalta SELE

¢s VCAMI1 gének fokozott transzkripciojat, ezaltal mérsékelve az endothelsejt aktivaciot.

Az E-selectin és VCAM-1 gének poszttranszkripcids szabalyozésa kiilonb6zé miRNS-
ek, pl. a miR-181b altal is torténhet [211], ezért ennek szerepét analizaltuk in vitro TNF-a
stimulalt endothelsejt (HCAEC ¢és HUVEC) sejtkultarakban, és egyben megvizsgaltuk az
nem kezelt mintdkhoz képest (P<0,001) mind a HUVEC, mind HCAEC sejtekben (61/A. abra),
ami az ILIB és IL6 mRNS-ekhez hasonléan jelezte a TNF-a altal kivaltott gyulladasos
vélaszreakciot és az endothelsejt diszfunkciot. Ezzel szemben a miR-181b expresszioja
lényegesen lecsokkent (P<0,01) a TNF-a stimulus hatasara, ami hozzajarulhat a SELE ¢és
VCAM1 mRNS szintek tovabbi emelkedéséhez. A gyulladasos citokinnel egy idében
alkalmazott everolimus megakadalyozta a miR-181b expresszidjanak jelentds csokkenését,
ezaltal mérsékelte a cél mRNS-ek fokozott kifejezddését. A TNF-a-val kezelt mintakhoz képest
mind a HUVEC (P=0,049), mind a HCAEC (P=0,042) sejtekben szignifikansan magasabb
miR-181b szinteket detektaltunk, ami megkozelitette a kontroll mintdkban mért értékeket
(61/B. abra).

Ezt kovetden tanulmanyoztuk, hogy a miR-155 és miR-181b szintek véltozésa a
szintézisik mely 1épésénél szabalyozodik, ezért meghataroztuk a miRNS-ek mindkét
prekurzoranak (pre-miRNS és pri-miRNS) a mennyiségét a HCAEC sejtekben. Az érett miRNS
mintazatokhoz hasonl6 valtozasokat tapasztaltunk a miR-155 és miR-181b prekurzor formainal
(61/C-F. abra). Ezek az eredmények azt sugalljdk, hogy ezen miRNS-ek expresszidja a

transzkripcidjuk szintjén szabalyozodik, amit a TNF-a és az everolimus reguléalhat.
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61. abra A HCAEC sejtek érett és prekurzor miRNS tartalma TNF-a és everolimus jelenlétében és
hianyaban. A HCAEC sejteket TNF-a-val kezeltiik 1-4 6ran keresztiil és RT-qPCR modszerrel meghataroztuk a
SELE és VCAMI mRNS-eket regulaldo miR181b és a gyulladas specifikus miR-155 érett és prekurzor miRNS
expressziojat. A citokin hatdsara a miR-155 szintje jelentdsen megemelkedett a nem kezelt mintdhoz képest (sotét
oszlop), ugyanakkor az everolimus szignifikdnsan csdkkenteni tudta ezt (A). Ezzel szemben a miR-181b
expresszidja szignifikdnsan csokkent a TNF-a stimulust kdvetoen, viszont az everolimus vissza tudta ezt rendezni
vagy megakadalyozni a csokkenést (B). Az 1 6ras kezeléseket kdvetden a pre- és pri-miR-155 (C, E), illetve a pre-
és pri-miR-181b (D, F) expresszidjaban hasonldé mértékii valtozast tapasztaltunk, mint az érett miRNS-ek esetében.
Az eredmények atlagat és SEM értékeit abrazoltuk, n=4-8/csoport.
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A korabbi, masok altal HUVEC sejtekben végzett kisérletek [211] eredményeit meg
kivantuk erdsiteni: a miR-181b és a SELE, valamint a VCAM1 mRNS-ek kozotti funkcionalis
Osszefliggést a TNF-a stimuldlt HCAEC sejtekben. Az endothelsejtek érett miR-181b szintjét
specifikus miRNS mimic-ket hasznalva , mesterségesen” fokoztuk (62/A. abra), aminek a
kovetkeztében a SELE (P=0,006) ¢s VCAMI1 (P<0,001) mRNS-ek expresszidja jelentdsen
lecsokkent a negativ kontrollal (NEG-01) transzfektalt mintdhoz képest (62/B. abra). Ezen
eredményeink alapjan ald tudtuk tdmasztani a miR-181b SELE és VCAMI1 mRNS-ek

szabalyozasaban betdltott szerepét.
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62. abra A miR-181Db és a cél (SELE és VCAM1) mRNS-ek kozotti direkt funkcionalis kapcsolat vizsgalata.
HCAEC sejtekben. A TNF-a-val 1 oran at ,eldkezelt” HCAEC sejtekbe miR-181 mimic-ket (25 pmol)
transzfektaltunk Lipofectamine reagenssel. Ezzel parhuzamosan negativ kontrollként a sejtekhez NEG-01 mimic-
ket (25 pmol) adtunk. A transzfekciéo utan 1 nappal RT-qPCR modszerrel megmértiik a miRNS és mRNS
expressziokat. A NEG-01 negativ kontrollhoz (sotét oszlop) képest a miR-181b mimic hatdsara markénsan
megemelkedett a miR-181b szintje (A), ami szignifikdnsan csokkentette a SELE és VCAMI1 mRNS-ek
expressziojat (B). Az eredmények atlagat és SEM értékeit abrazoltuk, n=4/csoport.

Osszefoglalasként megallapithatjuk, hogy a DES implantacié utén tapasztalt kisebb mértékii
endothelsejt aktivacidval egyiitt jaré kedvezdbb klinikai allapot annak is kdszonhetd, hogy a
sztent felszinérdl levald everolimus gyogyszer képes lokalisan az endothelsejtek E-selectin és
VCAM-1 receptor expressziojat jelentésen csokkenteni, amit a génexpressziok transzkripcios

és poszttranszkripcios szintjén is igazolni tudtuk.
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5.6 A szérum/plazma HE4 tesztelése cisztas fibrozisban uj diagnosztikai és kovetéses
biomarkerként, valamint a CF-es léguti epithelsejtek fokozott HE4 expresszidojanak
hatterében allo intracellularis folyamatok vizsgalata

Cisztés fibrozisban sokaig nem volt elérhetd olyan vérben meghatarozhatd biomarker, amely
hatékonyan segitené a kezeldorvos munkdjat a CF-es betegek klinikai allapotanak nyomon
kovetésében. A HE4 fehérje vizsgalataval sikeriilt egy uj paramétert azonositanunk, aminek az

emelkedett expresszids mechanizmusat szintén meg kivantuk ismerni.

5.6.1 A HE4 koncentrdacio mérése kezelésben nem részesiilt CF-es betegpopuldciokban és
kiilonboz6 kontroll kohorszokban, illetve szérumszintjének korrelacidja a tiidobetegség
sulyossagdaval és egyéb befolydsolo tényezokkel

Az irodalom szerint elséként kezdtiik el konzekvensen meghatirozni a HE4 fehérje szérum
hanem mint egy 0j tipust gyulladasos paraméter. Kivancsiak voltunk arra, hogy vajon a masok
altal korabban immunhisztokémidval kimutatott fokozott pulmonalis HE4 expresszid [228]
megmutatkozik-e a CF-es vérmintakban is.

Az elsé klinikai vizsgalatunkban dsszesen 77 gyermekkoru (18 év alatti) magyar CF-es
beteget, valamint fliggetlen kohorszként dsszesen 57 felndtt CF-es cseh beteget valogattunk be,
akik klinikai ellatdsra szorultak vagy kontroll vizsgalaton jartak, de CFTR-specifikus
kezelésben még nem részesiiltek. A CF-es betegek kozott a verejték klorid emelkedett volt (>
60 mmol/L) (107 [90-120 mmol/L]) nyolc beteg kivételével, akik hatarértéket mutattak (30-60
mmol/L). Ugyanakkor minden bevont CF-es betegben mindkét allélon detektalhatd volt a
CFTR gén variansai. A f6 mutacié tipusok ardnya a kovetkezdképpen alakult: a gyermek
populécidban 43 beteg (55,8%) mutatott p.Phe508del/p.Phe508del varianst, 26 f6nél (33,8%)
p.Phe508del/egyéb mutaciot irtak el és 8 beteg (10,4%) egyik allélon sem mutatott p.Phe508del
varianst (pl. p.Gly542X/p.Arg347Pro). A felnétt CF-es betegek kozott 24 beteg (42,1%)
mutatott p.Phe508del/p.Phe508del varianst, 26 f6 (45,6%) p.Phe508del/egyéb mutacid pozitiv
volt és 7 beteg (12,3%) egyik alléljan sem volt p.Phe508del (pl. p.Arg553X/p.Gly551Asp). A
szérum CRP szintek emelkedettek voltak (referencia tartomany: < 4,6 mg/L) a sulyos klinikai
statuszban 1évo fiatal CF-es betegekben (n=29), az dsszes felndtt CF-es betegben (n=57) és a
két nem CF-es kontroll csoportban (n=76+18) (7. tablazat). Kronikus bakterialis kolonizaciot
a CF-es gyermekcsoportban 54 esetben (70,1%) mutattak ki, mig a felndtt CF-es betegek
mindegyikét (100%) érintette. Hasnyalmirigy elégtelenség (CF-es gyermekcsoport: 70 {6
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(90,9%), felnott CF-es kohorsz: 46 f6 (80,7%) és CF-hez tarsuld diabetes mellitus (CF-es
gyermekcsoport: 8 {0, 10,4%, felnétt CF-es kohorsz: 20 {6, 35,1%) eltérd ardnyban volt

diagnosztizalva a két CF-es populacioban.

Beteecsoportok Eletkor Nem Szérum HE4 Szérum CRP
gesop (év) (férfi/né) (pmol/L) (mg/L)

Gyermek CF-es (n=77) 11 (7-17) 37/40 99,5 (73,1-128,9) 5,3(2,0-9,3)

Felnétt CF-es (n=57) 25 (21-29) 26/31 115,7 (77,8-148,7) | 14,3 (12,9-27,0)

Gyermek nem CF-es

tidSbeteg (n=76) 6 (3-14) 32/44 63,9 (54,3-83.4) 7,5 (1,1-18,2)

Feln6tt nem CF-es

tiiddbeteg (n-18) 26 (23-38) 711 59,2 (41,0-88,6) 8,9 (3,1-15,7)

Gyermek kontroll (n=77) 13 (10-15) 33/44 36,3 (31,1-43,4) NM

Felnétt kontroll (n=40) 25 (23-28) 17/23 33,8 (29,8-38.6) NM

7. tablazat Az els6 CF-es vizsgalatsorozatunkban a szérum HE4 mérésekhez bevont betegpopulaciok
legfontosabb demografiai és laboratériumi paraméterei. Osszesen 77 CF-es magyar gyermeket vontunk be
parhuzamosan 57 CF-es cseh felndtt beteggel, valamint 94 nem CF-es tiidobeteg és 117 kontroll személy mintajat
dolgoztuk fel. A CRP a CF-es gyermekek korében csak a stilyos allapotban 1évok esetén kertilt lemérésre (n=29).
Az adatok median (interkvartilis tartomany) formaban vannak kifejezve. Rovidités: NM: nem mért paraméter.

A szérum HE4 szintek szignifikdnsan emelkedettek voltak (P<0,0001) mind a CF-es
gyermekekben (99,5 [73,1-128,9] pmol/L), mind a felndtt betegekben (115,7 [77,8-148,7]
pmol/L) a sajat egészséges kontroll csoportjukhoz viszonyitva (63/A. abra). Kiemelendd, hogy
a 29 sulyos allapota CF-es gyermek mintaiban még ennél is magasabb HE4 koncentraciok
voltak mérhetdk (134,9 [124,5-275,0] pmol/L). A felnétt CF-es csoportban 13 beteget
mindsitettek sulyos allapotinak, akikben a HE4 érték a tobbi beteghez képest szintén joval
magasabb volt (170,8 [146,8-182,9] pmol/L). A betegek neme (fiuk: 95,4 [75,0-128,5] vs.
lanyok: 101,5 [72,6-129,6] pmol/L, P=0,881), illetve a CFTR genotipus szintén nem
befolyasolta a mért HE4 szinteket: p.Phe508del/p.Phe508del pozitiv betegek: 99,5 [73,0-127,5]
pmol/L vs p.Phe508del/egyéb mutacioét mutatd betegek: 94,6 [66,4-127,8] pmol/L). A klinikai
kontrollok mellett olyan betegpopuldcidban is megvizsgaltuk a HE4 szérumszinteket, akik
sulyos, nem CF-es tiidobetegségben szenvedtek, igy, mint akut bronchitis, asztma, pneumoénia
vagy nem CF-eredetli bronchiectasia. Ezekben az esetekben is a kontroll csoporthoz képest
magasabb HE4 szinteket talaltunk (P<0,001), amik joval elmaradnak a CF-ben tapasztaltaktol
(P<0,001) (63/A. abra). Amikor a nem CF-es tiidobeteg gyermekeket a betegségiik szerint
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tovabb bontottuk, a silyos bronchitis vagy asztma (63,7 [54,1-79,5] pmol/L; n=42), illetve a
pneumonia (57,8 [51,2-74,2] pmol/L; n=22) jelenlétében megegyezd HE4 szinteket mértiink.
Hasonléan, a 18 nem CF-es felnétt tiidobeteg (pl. bronchiectasia, COPD) mintdiban
mérsékelten emelkedett HE4 szintek voltak jellemzdek (59,2 [41,1-88,6] pmol/L), mig a CFTR
mutéciot csak hordozok teljesen normal HE4 szintekkel birtak (33,9 [30,1-43,9] pmol/L; n=12).
Kiilon megvizsgaltuk az életkor hatdsat a szérum HE4-re, ami nem befolyésolta azt érdemben

(P=0,164) (63/B. abra).
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63. abra Szérum HE4 szintek CF-es és nem CF-es tiidébetegekben, valamint kontroll személyekben,
tovabba a HE4 szint korrelicidja a betegség sulyossidgaval kiilon a gyerek és a felnott CF-es
betegcsoportban. (A) Szignifikdnsan magasabb HE4 koncentraciokat mértiink a CF-es betegekben mindkét
kontroll csoporthoz képest. Az egyes alcsoportok kozotti sszehasonlitdst Mann-Whitney U teszttel végeztiik. (B)
Az ¢életkor dnmagéaban nem befolyasolta a HE4 koncentraciokat CF-ben. (C) A szérum HE4 koncentraciok a
gyermek (C) és a felndtt (D) betegpopulacidban fokozatosan emelkedtek a klinikai allapot sulyosbodéséaval
parhuzamosan. Az adatokat median érték (interkvartilis tartomany) forméaban abrazoltuk.
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A HE4 biomarker diagnosztikai értékének tovabbi vizsgalata céljabol megnéztiik, hogy
van-e Osszefliggés a HE4 szintek és a CF-es tiidéfolyamatok sulyossaga kdzott. Szignifikansan
magasabb HE4 szinteket mértiink mar a mérsékelten stlyos CF-es gyermekekben is (108,0
[95,8-133] pmol/L) az enyhe tiineteket mutatd betegekhez képest (60,8 [50,7-73,8] pmol/L).
Ugyanakkor még magasabb HE4 szinteket mutattak a stilyos allapota betegek (134,9 [124,5-
275,0] pmol/L; P<0,0001 &sszehasonlitva az enyhe esetekkel) (63/C. abra). A CF-es felndtt
betegek korében szintén szorosan Osszefiiggott a HE4 szint a betegség sulyossagaval: enyhe
esetekben alacsonyabb (72,5 [64,1-94,8] pmol/L), a kdzépstlyos betegekben mar joval
magasabb (126,5 [104,3-148,3] pmol/L), mig a stlyos csoportban pedig nagyon magas (170,8
[146,8-182,9] pmol/L; P<0,0001 6sszehasonlitva az enyhe esetekkel) HE4 értékeket talaltunk
(63/D. abra). Ugyanakkor a kozépsulyos ¢és a sulyos CF-es betegek kozott is volt szignifikdns
kiilonbség (P<0,05) a szérum HE4-ben mindkét életkorcsoportban.

Statisztikailag tovabb értékeltiik Spearman teszttel, hogy a szérum HE4 koncentracio és
a tiidobetegség sulyossagat érzékenyen jelzd 1égzésfunkcids paraméter, a FEV % értékei
kozott van-e kimutathatd Osszefliggés a teljes betegpopulacioban. Szignifikéns, forditott
korreléaciot talaltunk a HE4 eredmények és a FEV1 % értékek kozott (Spearman rho: -0,522;
P<0,0001) (64/A. abra). Ezek az eredmények is azt sugalljak, hogy minél rosszabb pulmonalis
allapotban van egy CF-es beteg, annal tobb HE4 termelddhet, amely id6vel bejutva a

keringésbe, mérhetdvé valik a periférids vérmintaban.
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64. abra A szérum HE4 6sszefiiggésének vizsgilata CF-ben a FEV:1 %-os értékekkel (A) és a szérum CRP
szintekkel (B), valamint a szérum HE4 ROC-gorbe analizise a CF tiidobetegség elkiilonitésére mas
tildobetegségtol és az egészségesektdl (C), végiil a HE4 mRNS expressziéo kvantalasa CF-es és nem CF-es
horgonyalkahartya biopszias mintakban (D). Mindkét korrelacido Spearman teszttel tortént. A ROC gorbék
alapjan a 49,3 pmol/L cut-off érték mellett a HE4 alkalmas a CF-es betegeket az egészséges személyektol, mig
98,4 pmol/L cut-off értéknél a CF-et az egyéb tiidobetegségektol elkiiloniteni. RNS izolalasat kdvetéen RT-qPCR-
t hasznaltunk a HE4/WFDC2 mRNS kvantalasara, referenciagénként a 36B4-t hasznaltuk (n=3 minta/csoport).

Megvizsgaltuk tovabba, hogy a HE4 valtozasai és az emelkedett CRP szintek kozott
van-e barmi kapcsolat azokban a CF-es betegekben, akiknél elérhetd volt az utobbi adat is.
Szignifikans, pozitiv dsszefliggés volt a szérum HE4 és a CRP értékek kozott a sulyos allapota
CF-es gyermekekben, valamint az 6sszes felndtt CF-es betegben (Spearman r= 0,595; P<0,001)
(64/B. abra). Ezzel szemben a nem CF-es tiidébetegekben nem talaltunk osszefliggést a két
paraméter kozott. Eredményeink alapjan a szérum HE4 egy 1) érzékeny léguti gyulladdsos
paraméterként viselkedhet a CRP mellett.

A pozitiv mikrobioldgiai eredményeket mutatdé CF-es gyermekek esetén szignifikdnsan
magasabb HE4 szinteket mértiink a bakterialis kolonizacid nélkiili esetekhez képest (106,5
[75,8-133,3] vs. 78,3 [61,4-96,9] pmol/L; P=0,001). Ugyanakkor az dsszes bevalogatott CF-es
feln6tt betegben kolonizaciot kimutattak, ezért az ¢ esetiikben nem tudtuk vizsgalni a HE4 és a
kronikus bakterialis kolonizacié kozotti kapcsolatot. A CF-asszocialt diabetes mellitus jelenléte
vagy hianya nem befolyasolta a HE4 szintet (DM: 102,6 [97,8-121,5] pmol/L szemben a nem
diabeteses betegekkel: 91,1 [64,7-128,9] pmol/L; P=0,645). Ezzel szemben, a hasnyalmirigy
elégtelenség a felndtt CF-es betegekben joval magasabb HE4 koncentraciokkal tarsult az
egészséges hasnyalmirigy funkcioval biré betegekhez képest (122,2 [84,1-149,6] vs. 96,8
[73,8-108,8] pmol/L; P=0,037) (nem abrazolt eredmények).

A HE4 potencidlis diagnosztikai szerepét a teljes CF-es betegpopuldcioban lemért
eredmények felhasznalasaval ROC-gorbe analizissel vizsgaltuk. A HE4-re vonatkozé AUC
értek 0,993 volt (95% Cl, 0,986-0,999; P<0,0001) 49,3 pmol/L-es kiiszob érték mellett, igy ez
a biomarker a CF-es betegek és az egészséges kontroll személyek hatékony elkiilonitésére
alkalmas. A HE4 szenzitivitasa, specificitasa, pozitiv prediktiv értéke (PPV) és negativ
prediktiv értéke (NPV) a kovetkezd értékeket mutatta: 97,0%, 96,6%, 66,5% ¢és 96,6%.
Amennyiben a CF-es és nem CF-es tiidobetegségek elkiilonitése céljabol hataroztuk meg az
AUC értéket a HE4-re vonatkozoan, az értéke valamennyivel alacsonyabbnak bizonyult (AUC:
0,778, 95% CI, 0,716-0,841; P<0,0001), 56,0%-0s szenzitivitassal, viszont magas, 90,0%-o0s
specificitassal 98,4 pmol/L-es kiiszob érték mellett (PPV: 64,6%, NPV: 90,4%) (64/C. abra).
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Megvizsgaltuk ebben a vizsgalatsorozatban végiil azt is, hogy a verejték klorid
eredmények mutattak-e barmilyen Osszefliggést a HE4 értékekkel. Pozitiv, de mérsékelt
Osszefiiggést taldltunk a szérum HE4 szintek és a verejték klorid értékek kozott (Spearman
r=0,345; P=0,005). Kiilon értékeltik a HE4 szinteket azokban a betegekben (n=8), akiknek
,,szlirkezonaba” esett a verejték klorid mérés eredménye (30-60 mmol/L). A CF-es betegek ezen
alcsoportjaban is hasonléan magas HE4 eredményeket kaptunk (100,9 [88,2-115,0] pmol/L),
mint az egész CF-es kohorszban. Ugyanakkor az alacsony esetszdm miatt tovabbi vizsgalatok
sziikségesek a ,,borderline” verejték klorid értékekkel biré CF-es betegek korében.

Els6é megkozelitésben kivancsiak voltunk arra is, hogy a CF-es betegekben mért magas
HE4 szintek hatterében milyen cellularis folyamat allhat. Feltételeztiik, hogy a massziv
gyulladas hatasdra a HE4 fehérje a kdrosodott 1éguti epithelsejtekbdl nagy mennyiségben
szabadul fel, vagy a horgényalkahartya nagy mennyiségben termeli a légutakban. Ennek
igazolasara harom CF-es betegtdl horgdnyalkahartya biopszids mintat vettliink bronchoscopia
sordn, mig hiarom masik nem CF-es bronchitises beteg kontrollként szolgalt. A CF-es
betegekbdl szarmazd mintdkban szignifikdnsan emelkedett HE4 mRNS szintet talaltunk a nem
CF-es kontroll betegekhez képest (P=0,011). Eredményeink alapjan az emelkedett szérum HE4
koncentraci6 potencialis forrasa a 1éguti epithélium CF-ben (64/D. abra).

Miutén feltételeztiik, hogy a CF-es betegek kopetmintajaban - a vérmintdkhoz képest -
még magasabb HE4 koncentracié mérhetd a fehérje pulmondlis eredete miatt, ezért 6 CF-es
betegtél spontan moddon iiritett kdpetmintat vettiink és kontrollként egyrészt nem CF-es
(bronchitis) tiidobetegtdl, masrészt normal kontrolloktol gytijtottiink mintdkat, amikhez a
homogenizalasa érdekében DTT-t adtunk. A szérum eredményekhez hasonléan a CF-es
kopetben is joval magasabb HE4 koncentraciokat mértiink a nem CF-es, de kiilondsen az
egészséges kontroll mintdkhoz képest (8. tablazat). Amikor a szérum és a kopet HE4
koncentraciok kozott vizsgaltuk a korreldciot Spearman teszttel, szignifikdns pozitiv
Osszefliggést talaltunk (r=0,9429; P=0,0167). Ezek az eredmények is alatamasztjak, hogy a
fokozott HE4 termelddés és/vagy felszabadulds a tiidobdl szarmazhat CF-ben és mindez

emelkedett szérumkoncentraciohoz vezet.
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Paraméterek CF-es betegek Nem CF-es Kontrollok
(n=6) tildobetegek (n=8) (n=5)
Eletkor (év) 11 (7-12) 14 (6-17) 12 (11-15)
Kopet HE4 (pmol/L) 60059 (25427-105250) | 13219 (9160-31709) 7330 (4963-7946)
Szérum CRP (mg/L) 6,3 (1,0-8,3) 12,9 (0,9-29,6) NM

8. tablazat A HE4 koncentriacié meghatarozas CF-es kopetmintak feliilliszojaban szemben nem CF-es
tildobetegségben szenvedo és kontroll személyek mintaival. A gyulladasos klinikai allapot felmérése érdekében
a mintavétel idopontjaban levett szérummintabol CRP meghatarozas is tortént, kivétel a normal kontrollokat. Az
eredményeket median érték (interkvartilis tartomany) formaban fejeztiik ki. NM: nem mért adatok.

5.6.2 Kezelés elotti és alatti plazma HE4 szintek mérése CFTR-specifikus ivacaftor, illetve
lumacaftor/ivacaftor kezelés alatt allo CF-es betegek klinikai dallapotanak nyomon kévetésére

a légzés- és vesefunkcio figyelembevétele mellett

Az eltéré CFTR mutaciok jelenlétében alkalmazhato kiilonbozé CFTR specifikus gyogyszerek
elterjedésével felmeriilt benniink, hogy megvizsgaljuk, hogy vajon a HE4 képes-e kovetni a
kezelés hatékonysagat és tovabbra is szoros Osszefliggést mutat a 1égzésfunkcid valtozasaval.
Mivel jelenleg is nagyon koltséges gydgyszermolekuldkrol van szd, ezért is van olyan nagy
klinikai jelent6sége annak, hogy egy relative olcs6 biomarkert hasznaljunk, amely kdnnyen
lemérhetd, reprodukélhatd és érzékenyen koveti a klinikai statusz valtozasat.

A fenti célok elérése érdekében a masodik CF-es vizsgalatunkba a mintdkat harom,
egymastol fliggetlen CF centrumbol igényeltiik meg nemzetkozi kollaboréacios egyiittmitkodés
keretén beliil. A mintékat eredetiik szerint harom alcsoportba soroltuk (1. csoport: az amerikai
GOAL-vizsgalat [238]; 2. csoport: ausztral klinikai esetek [266]; és 3. csoport: az ir CORK-
vizsgalat [267] (9. tablazat), amelyekbdl elsdként hataroztunk meg a plazma HE4
koncentraciokat (65/A-C. abra).
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Paraméterek 1.(;s=02p90)rt 2.(;s=olpzo)rt 3.(;s=olp9o)rt
Eletkor (év), median (IQR) 15,6 (9,0-22,6) | 27,0 (23,2-32,0) | 19,5 (9,2-28,0)
Nemek aranya (n6/férfi) 17/12 4/8 5/14
Nem-G551D-CFTR allél el6fordulasa
L. osztaly, n (%) 0 0 1(5)
11. osztaly, n (%) 22 (76) 9(75) 18 (95)
III. osztaly, n (%) 0 0 0
IV. osztaly, n (%) 3 (10) 1(8) 0
V. osztaly, n (%) 2(7) 0 0
Ismeretlen, n (%) 2(7 2 (16) 0
Vérvételi iddpontok (honap) 0.,1.,3.,6. 0,1.,2. 0., 3.
Kreatinin (pmol/L), median (IQR) 59 (29-68) 78 (59-103) 54 (36-69)
Hasnyalmirigy elégtelenség, n (%) 20 (69) 9 (75) 19 (100)
CF-hez tarsulo diabetes mellitus, n (%) 0(0) 1(8) 4(21)

9. tablazat A harom kiilonb6z6 CF-es betegkohorsz legfontosabb demograifiai és klinikai paraméterei az
ivacaftor kezelés hatékonysaganak plazma HE4 méréssel tortént vizsgalatiban. Az 1. csoportban szerepld
betegek korabban az amerikai GOAL klinikai tanulmanyban vettek részt, a 2. csoportban 1évé mintadkat egy
ausztral klinikai munkacsoporttol kaptuk, mig a 3. csoportba sorolt betegek az ir CORK tanulmanyban szerepeltek.
Az adatok median (interkvartilis tartomany) forméaban vannak kifejezve. Roviditések: IQR: interkvartilis
tartomany.

Az ivacaftor kezelésben részesiilt betegek minimum egy, a III. osztalyba tartoz6 p.Gly551Asp
CFTR varianst mutattak. A FEV %-os érték alapjan az egyes betegcsoportok eltérd sulyossagi
tiidobetegségben szenvedtek a mintavétel idopontjaban (65/D-F. abra). Négy kivételével az
Osszes tobbi CF-es beteg verejték klorid szintje > 60 mmol/L volt (65/J-L. abra). A 2.
csoportba tartozd ausztral betegek iddsebbek voltak (P<0,010) a masik két csoportban 1évo
betegekhez képest. Kiemelendd, hogy egyik beteg sem szenvedett besziikiilt vesefunkci6 miatt
a szérum kreatinin eredményei alapjan (9. tablazat), ami befolydsolhatta volna a HE4
értékeket, mint ahogyan ezt egy korabbi, nem CF-es betegek vizsgalataval foglalkozo

tanulmanyunkban mar kimutattuk (10. tablazat).
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Paraméterek CKD2 betegek CKD3 betegek CKD4-5 betegek Kontrollok P-
(n=55) (n=34) (n=24) (n=68) érték
HE4 (pmol/L) 76,9 (55,5-101,8) 205,9 (136,4-300,2) | 646,9 (369,4-952,3) | 44,1 (35,9-52,0) | <0,0001
Kreatinin (umol/L) 72,5 (59,3-78,0) 107,0 (100,0-117,0) | 254,0 (182,0-378,0) | 59,0 (52,5-63,5) | <0,0001
eGFR
80,0 (70,5-83,8 39,0 (37,0-42,0 16,0 (10,8-22,5 >90 <0,001
(mL/peI‘C/l,73 mz) > (7 > > ) 9’ ( 79 > ) > ( > > ) —9 >

10. tablazat A szérum HE4 szint 6sszehasonlitiasa Kiilonb6z6 sulyossagu veseelégtelenségben (CKD2-5)
szenvedd, nem tumoros betegekben. Elemeztiik retrospektiv modon rutin diagnosztikai vizsgéalatra érkezett

crer

A CF-es betegek mindegyike magasabb HE4 koncentraciot mutatott az elézdekben
bemutatott normal HE4 értékekhez képest az ivacaftor kezelés megkezdése elott. Az 1.
csoportban a plazma HE4 szintek elkezdtek szignifikdnsan csokkenni az ivacaftor kezelés
kezdése utdn mar 1 honappal (60,1 [48,2-77,4] vs. 48,2 [40,8-66,2] pmol/L, P=0,023), ¢s a
kovetés végéig joval a kiindulasi érték alatt maradtak (45,1 [38,4-64,2] pmol/L; P<0,001 a
kiindulasi szinthez viszonyitva) (65/A. abra), pairhuzamosan a 1égzésfunkci6 (65/D. abra) és a
BMI (65/M. 4abra) finom javuldsaval és a verejték klorid koncentracid drasztikus
csokkenésével (65/J. abra).

Az alacsonyabb FEV: %-os értékekkel (medidn [min-max] 81,0 [36-137] %), ezéltal
rosszabb légzésfunkcioval jellemezhetd 2. vizsgalati csoportban a kezelés eldtti HE4 szintek -
a vartnak megfeleléen - magasabbak voltak (65/B. dbra). Az ivacaftor kezelés
eredményeképpen szignifikdns HE4 szint csOkkenést lattuk ebben a csoportban is 1 honap
mulva (120,6 [90,9-143,2] vs. 99,1 [85,1-113,9] pmol/L; P=0,039), amit tovabbi csokkenés
kisért 2. honap utan (95,6 [90,1-101,9] pmol/L; P=0,012 a kiindulasi szinthez képest) (65/B.
abra). Ezzel szemben a 3. vizsgélati csoportban a betegek FEV1 %-os értékei szélesebb
tartomdnyban mozogtak (median [min-max] 78 [24-119] %) (65/F. abra) a masik két
csoporthoz képest, és a kiinduldsi HE4 koncentraciok az 1. csoport értékeihez képest
magasabbak voltak (62,7 [45,4-101,2] pmol/L) (65/C. abra). Ebben a csoportban néhany beteg
HE4 koncentracioja kiugréan magas volt: az egyik betegnek 208,5 pmol/L HE4 szintet mértiink
igen alacsony, 24%-o0s FEV: %-os érték mellett az ivacaftor kezelés eldtt. Ugyanakkor a 3
honapos kezelés hatasara a HE4 ebben a csoportban is szignifikdnsan csokkent (47,3 [35,8-

71,1] pmol/L; P<0,001) (65/C. abra).
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65. abra A plazma HE4 szintek kovetése harom fiiggetlen CF-es betegcsoportban ivacaftor kezelés elott és
alatt. A HE4 szint valtozasat kovettiik mindharom kohorszban a CFTR-specifikus kezelés hatasara (A-C). A HE4
eredményeket a javulo 1égzésfunkcios paraméter (FEV1 %) (D-F), a csak kis mértéki valtozast mutato CRP (G-
I), a csokkend verejtek klorid (J-L) és a kissé emelkedé BMI (M-O) értékek alapjan értékeltiik. Az adatokat median
érték (interkvartilis tartomany) formaban fejeztiik ki.

Minden esetben meghatdroztuk a CRP szintet is. Megjegyzendd, hogy az egyes
csoportokban az esetek 26%-aban (1. csoport), 15%-aban (2. csoport) és 22%-aban (3. csoport)
a CRP mérhetetleniil alacsony volt (< 0,5 mg/L). Rdadésul az 6sszes CRP eredmény csak 15%-

a, 25%-a, illetve 58%-a volt nem normalis értékli (5,0 mg/L feletti). Az ivacaftor hasznalata
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alatt az atlag CRP értékek csokkentek (65/G-1. abra), bar ezek a valtozasok statisztikailag nem
voltak szignifikdnsak. A kiindulasi verejték klorid szintek 4 eset kivételével a diagnosztikus
hatarérték (60 mmol/L) felett voltak, és gyors, drasztikus csokkenésiik volt lathatd mar az els6
kontroll vizsgélat alkalmaval, ami még tovabb csokkent a vizsgalati periddus alatt (P<0,001 és
P=0,011) (65/J-L. abra). A klinikai vizsgalatok sordn a betegek taplaltsagi allapotat is
monitoroztadk BMI-vel, amely értékeket szintén a rendelkezésiinkre bocsatottak és javulast
regisztraltak (65/M-O. abra).

A HE4 szintek abszolut és delta (4tlagos valtozas értéke a kiindulési szinthez képest)
értékeit a FEV1 % abszolut és delta értékeivel korrelaltattuk kiilon minden betegcsoportban.
Szignifikans, forditott korrelacio volt megfigyelheté a HE4 és FEV % abszolut értékei kozott
(66/A-C. abra). Hasonloan, a delta HE4 eredmények is eltérd r érték mellett, de szignifikans
negativ korrelaciot mutattak a delta FEV % értékekkel az egyes betegcsoportokban (66/D-F.
abra). Amikor az Osszes betegcsoport adatait egybevettiik, tovabbra is szignifikdns, reverz
Osszefliggeés volt detektalhatd az abszolut és delta HE4 és FEV % értékek kozott (r = -0,5376;
P<0,001 és r=-0,3285; P<0,001), kiilondsen az abszolut értékek esetén.
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66. abra Korrelacios analizisek a plazma HE4 és a FEV1 % abszoliit értékei (A-C), valamint a delta HE4 és
delta FEV:1 % (D-F) eredményei kozott Spearman teszttel. Szignifikans, forditott 6sszefiiggés volt kimutathato
a HE4 és a FEV1 %, valamint a delta HE4 és a delta FEV1 % értékek kozott.

Tobbszoros regresszids analizissel megvizsgaltuk, hogy a plazma HE4 szintek fiiggetlen

Osszefliggést mutatnak-e a 1égzésfunkcios és laboratoriumi eredményekkel. A HE4 fiiggetlen
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modon Osszefiiggott a FEV % értékekkel mind az ivacaftor kezelés eldtt (B=-0,57; P=0,019)
¢s a kezelés alatt (3= -0,47; P=0,043), ugyanakkor a HE4 és a CRP kozott fiiggetlen kapcsolat
csak a gyogyszeres kezelés elott volt igazolhato (3=0,19; P=0,004) (nem abrazolt eredmények).
Mindezen eredmények aldtdmasztjdk az eldzetes adatainkat, miszerint a vérben mérheté6 HE4
szintje jol koveti a 1égzésfunkciod valtozast és a gyulladasos koriilmények alakuldsat CF-ben.

Kivancsiak voltunk ezt kdvetden arra, hogy a plazma HE4 szint képes-e eldre jelezni a
tiidobetegség javulasat ivacaftor kezelés alatt. Ennek céljabol az dsszevont betegpopulacioban
kiszamoltuk a kiindulasi HE4 koncentracié diszkriminativ erejét 7%-os FEV1 % javulasnal. Ez
a FEV1 % a vizsgalatba bevont CF-es betegek altal mutatott atlag értékbdl adodott. Parhuzamos
analizissel 6sszehasonlitottuk a CRP-vel és a verejték klorid eredményekkel. Azt tapasztaltuk,
hogy a HE4 fehérje magas 0,722 AUC érték mellett képes eldre jelezni a kezelés hatdsossagat
olyan hatékonyan, mint a jelenleg haszndlatban 1év6 verejték klorid teszt (11. tablazat). Az
alabbi értékekkel tudtuk tovabb karakterizalni a hdrom paramétert: HE4: 74% szenzitivités,
79% specificitas (cut-off érték: 62,7 pmol/L); CRP: 67% szenzitivitas, 68% specificitas (cut-
off érték: 7,6 mg/L); verejtékklorid: 80% szenzitivitas, 83% specificitas (cut-off érték: 99
mmol/L).

Verejték klorid

Csoportok Plazma HE4 (pmol/L) Plazma CRP (mg/L) (mmol/L)

| esoport 0,733 (95% CI 0,522-0,945), | 0,656 (95% CI 0,414-0,897), | 0,644 (95% CI 0,470-0,818),
- €S0P P=0,031 P=0,207 P=0,075

5 " 0,832 (95% CI 0,541-1,000), | 0,803 (95% CI 0,626-1,000), | 0,945 (95% CI 0,790-1,000),
- €S0po P=0,025 P=0,002 P=0,001

3. esoport 0,629 (95% CI 0,379-0,880), | 0,614 (95% CI 0,352-0,878), | 0,703 (95% CI 0,556-0,886),
- €S0P P=0,310 P=0,393 P=0,033

Bsszes bt 0,733 (95% CI 0,581-0,863), | 0,691 (95% CI 0,492-0,886), | 0,752 (95% CI 0,589-0,913),
sszes beteg P=0,029 P=0,113 P=0,016

11. tablazat A ROC-gorbe analizis eredménye a plazma HE4, valamint a CRP és a verejték klorid prediktiv
értékének meghatarozasara a 7%-os FEV1 % valtozas elorejelzésében. A kiértékeléseket megesinaltuk mind
a harom alcsoportban, illetve a kohorszok Osszesitése utan. A HE4 biomarker hasonldan jol szerepelt, mint a
jelenleg hasznalt, de sok esetben nehezen kivitelezhetd és reprodukalhat6 verejték teszt a varhato 1égzésfunkcios
javulas elérejelzésekor.
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Az egyes betegcsoportokbdl szarmazo delta HE4 értékeket eldszor - a 1égzésfunkcid
sulyossagatol fiiggetleniil - a korai (1-2. honap) és a késoi (3-6. honap) kovetési iddszakbol
Osszeraktuk, hogy kiszamoljuk a HE4 prediktiv hatasat a FEV| % éatlagos 7%-os javuldsa
szempontjabol. A kezelés elsé 2 honapja alatti adatok alapjan — az elézéekben bemutatott
abszolut HE4-re kapott AUC értékhez képest — a delta HE4 még magasabb AUC értéket
mutatott (0,806 [95% CI 0,665-0,947]; P<0,001) (67/A. abra) 81%-o0s szenzitivitassal és 89%-
os specificitassal -15,8 pmol/L-es cut-off értéknél. Ezzel szemben a 3-6 hoénapos periddusban
kevésbé volt prediktiv tulajdonsagu, némileg kisebb AUC értéket jelezve (AUC: 0,648 [95%
CI 0,523-0,773]; P=0,020). Az egész vizsgalati populacioban -12,1 pmol/L-es atlagos HE4
szint csokkenését tapasztaltuk 2 honapos kezelést kovetden (ami megfelel egy 13,9%-o0s
csOkkenési ratdnak), mig 3-6 hoénap elteltével érdekes modon nem kdvetkezett be tovabbi
jelentds csokkenés (-14,4 pmol/L, -15,6%). Ez a magyarazata annak, hogy a HE4 rovid tavon
mutatott kelléen magas AUC értéket, mig a csokkenés titemének ,,platod fazisa” miatt az AUC
érték mar valamelyest gyengébb volt 3-6. honapnal. Ez a tendencia egyébként hasonlit a
verejték klorid szintek valtozasanak iiteméhez (65/J-L. abra).

A betegeket ezt kovetden 2 stlyossagi alcsoportba osztottuk annak érdekében, hogy
vizsgaljuk a HE4 valtozas mértékét a tiidobetegség eldrehaladottsdganak fliggvényében: az
enyhe csoportba a 70% ¢és afeletti FEV %-os értéket (67/B. abra), a kozépsulyos/stlyos
csoportba a < 70%-ot mutato betegeket soroltuk (67/C. abra). Mindkét alcsoportban csokkend
tendencia mutatkozott a HE4 szintekben az ivacafior kezelésnek kdszonhetden, azonban a HE4
joval nagyobb mértékii csokkenését lattuk az alacsonyabb FEV: %-os értékek esetén (67/C.
abra). Ugy tiinik, hogy a HE4 nagyobb mértékben jelezheti a légzésfunkcio javulasat
kozépsulyos/sulyos CF-ben az enyhe betegséghez képest. Fenti adatok alapjan a plazma HE4
szintje elsOsorban kozépsulyos/siulyos CF-es tiidobetegségben csokken jobban az ivacaftor
kezelés alatt, és a valtozas mértéke jobban jelzi a tiidébetegség javulasat kiilondsen a kezelés

els6 2 honapjaban.
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67. abra ROC-gorbe analizis a plazma HE4 valtozasra kiszamitva a CF-es tiidébetegség javulasinak
elérejelzésében ivacaftor kezelés alatt. ROC-gorbe analizist végeztiink a delta HE4 értékekre vonatkozdan 1-2
hoénappal a kezelés megkezdését kovetden 7%-os atlag FEV1 % csokkenés esetén (A). A HE4 valtozas mértékének
tovabbi vizsgalata olyan egyéneknél, akik FEV1 % értéke > 70% volt (B), illetve olyan esetekben, amikor a FEV
% <70% (C). Joval nagyobb mértékiti HE4 valtozast tapasztaltunk a 1égzésfunkcio javulasaval egyidejlileg azoknal
a CF-es betegeknél, akiknek alacsonyabb volt a FEV1 %-os értékiik. Az adatokat atlag = SEM értékben fejeztiik
ki.

Még tovabb vizsgaltuk a plazma HE4-t mint kdvetéses markert a harmadik CF-es
klinikai vizsgalatunkban egy olyan valogatott betegcsoporton beliil, akik a p.Phe508del CFTR
variansra homozigotak voltak (n=68), lumacaftor/ivacaftor LUM/IVA, Orkambi®) kezelésben
részesiiltek és korabban részt vettek a PROSPECT-tanulmanyban [268]. A fagyasztott mintakat
a CFFT Biorepository biobankbdl kaptuk. Hat kiilonb6z6 idépontban levett plazma mintdkban
vizsgaltuk meg a HE4 koncentracigjat: kezelés eldtt, illetve a LUM/IVA kezelés meginditasa
utan 1, 3, 6 és 12 honap utan (12. tablazat).
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Paraméterek Osszes CF Gyermek CF Feln6tt CF
(n=68) (0=38) (0=30)

Eletkor (év) 16 (6-29) 13 (6-17) 24 (18-29)

Nem (nd/férfi), n 39/29 23/15 16/14

Kezelés elotti verejték klorid (mmol/L)
(median, min-max)

100,8 (64,0-116,0)

102, (76,5-114,0)

100,0 (64,0-116,0)

Kiindulasi FEV1 (%)
(median, min-max)

80,8 (27,6-94,7)

86,5 (34,7-94,7)

84,7 (27,6-92,8)

Kezelés el6tti BMI (kg/m?)
(median, min-max)

20,1 (14,1-28,5)

18,5 (14,1-26,6)

21,2 (16,2-28,8)

Delta FEV1 6 honap utan (%)

(atlag, 95% CI) 2,6 (0,6-4,5) 3,7(0,9-6,5) 1,1 (-1,6-3,7)
Légzésfunkcid javulasa a 6. honapra 34/34 20/18 16
(igen/nem), n

Kezelésre reagalok/nem reagalok

(igen/nem), n 26/42 15/23 11/19

P. aeruginosa pozitivitas 39/36 13/25 1911

(igen/nem), n

12. tablazat A PROSPECT-tanulméanybdl a vizsgalatunkba bevont 68 CF-es beteg legfontosabb demogrifiai
és laboratoriumi paraméterei. A kezelés utan 6 honappal a 1égzésfunkcios javulas a delta FEV:1 % alapjan (>
2,6%) keriilt megallapitasra, mig a kezelésre reagalok/nem reagaldk aranyat az atlagos FEV1 % valtozas alapjan
(= 5%) hataroztuk meg szintén 6 honap utan. Roviditések: FEV1 %: er6ltetett kilégzési térfogat 1 masodperc alatt
az elvart érték %-aban kifejezve, BMI: body mass index.

Az éltalunk lemért HE4 szinteket Osszevetettik a tanulmanyban kordbban
meghatarozott verejték klorid eredményekkel, a FEV| %-os értékekkel, és a BMI-vel (68/A-D.
abra). A [umacaftor/ivacaftor kezelés hatasara szignifikdnsan csokkent a verejték klorid
koncentracioja mar 1 honap utan is (-18,1 mmol/L, 95% CI, -22.3—-15,0), ami végig stabilan
megmaradt a vizsgalt iddszakban (6. honapban -18,9 mmol/L, 95% CI, -24,5—14,8) (68/A.
abra). A 1égzésfunkcio is kimutathato javulast mutatott, ami 6 hdnap utdn mutatta a legnagyobb
valtozast (2,6%, 95% CI, 0,6—4,5), ugyanakkor valamelyest csokkent ez az érték a
késébbiekben (68/B. abra). Mindezt jol kovette a plazma HE4 szint valtozdsa, ami a 6.
hénapban volt a legalacsonyabb (-10,7 pmol/L, 95% CI, -15,4—-5,9) (68/D. abra). Ezekkel
szemben a BMI lassu, de fokozatos emelkedést, javulast mutatott (6 honap utan 0,73 kg/m?

(95% (1, 0,42—0,98) (68/C. abra). Ezen eredmények alapjan megéllapitottuk, hogy hasonléan
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az ivacaftor kezelés mellett tapasztalt HE4 koncentracio valtozdsokhoz, a HE4 megbizhat6an
kovette a klinikai allapot javulasat a lumacaftor/ivacaftor kezelés alatt is.

A HE4 biomarkerként val6 tesztelésére azért is sziikség volt, mert érdekes moddon csak
gyenge korrelaciot taladltunk Spearman teszttel a FEV1 % és a verejték klorid koncentracid
valtozésa kozott akar a kezelés utdn 1 honappal (r=0,0595; P=0,6403), akar 6 hénap utan
(r=0,0148, P=0,9117). Emiatt gondoltuk fontosnak egy olyan 0j paraméter alkalmazasat és
validalasat, amely a 1égzésfunkcidval szoros Osszefiiggést mutatva jol koveti a beteg klinikai

allapotat a LUM/IVA kezelés soran.

-5

N W R W

Verejték klorid véltozas a kiindulasi
értékhez képest (mmol/L)
&
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68. abra A kiindulasi értékhez képest a verejték klorid (A), a FEV: % (B), a BMI (C) és a plazma HE4
szintek (D) valtozasa egy CF-es betegcsoportban lumacaftor/ivacaftor kezelés alatt. A vizsgalt paraméterek a
kezelés elott és 1, 3, 6 €s 12 honap utan levett mintakbol keriiltek meghatarozasra. *P<0,05, **P<0,01, *+P<0,001,
»+«P<(0,0001 a kiindulasi értéhez viszonyitva.

Kiilon korrelacids teszttel megvizsgaltuk a HE4 értékek és a FEV) %-os értékek kozotti
kapcsolatot, és az el6zd klinikai vizsgélatunkban tapasztalt szoros Osszefiiggést talaltuk a mind
a kiindulasi (r=-0,5661, P<0,0001), mind a 6 hénap utan mért eredmények kézott (r=-0,5294,
P<0,0001) Spearman teszttel. De nemcsak az abszolut értékeket, hanem a 6. honapban mért

eredményekbdl szdmolt delta értékeket is kiilon korrelaltattuk egyméssal, és a valtozasok
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kiilondsen erds Osszefliggést mutattak egymassal gyermekkorban (r= -0,7053, P<0,0001)
Osszevetve az egész betegpopulacioban mért értékkel (r= -0,5297, P<0,0001) (nem abrazolt
adatok). Ezen statisztikai adatok is alatamasztottdk az eddigiekben megfigyelt reprodukalhato
korrelaciot a HE4 szint és a spirometriai adatok kozott.

A HE4 adatok tovabbi analizise érdekében ugy is vizsgalodtunk, hogy a kezelés el6tti
FEV:1 %-os értekek (< 50%, 50-89%, és > 90%) alapjan harom alcsoportba soroltuk a
betegeket, hasonldan, mint a PROSPECT-tanulmény 0sszes résztvevoinél Sagel és munkatarsai
tették [268]. Azoknal a betegeknél taldltuk a legmagasabb HE4 értékeket és egyben a
legnagyobb mértékii HE4 szint valtozast, akiknél a legrosszabb kiindulasi FEV %-ot mutattak
(69/A. abra), szemben azokkal, akiknek csak enyhébb kezelés elotti 1égzésfunkcios eltérésiik
volt (69/B-C. abra). Ezek az eredmények is azt jelzik, hogy minél rosszabb a kezeletlen klinikai

allapota egy betegnek, anndl magasabb HE4 koncentraciét mérhetiink, viszont a megfeleld

terapia hatasara annal erdteljesebb HE4 koncentracio csokkenést mérhetiink.
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69. abra A plazma HE4 koncentraciok atlagos valtozasa a kiinduldsi FEV:1 % értéke alapjin harom
alcsoportra osztott CF-es betegekben (< 50%) (A), 50-89% (B), és >90% (C). Az egyes abrarészek bal oldalan
a LUM/IVA kezelés elotti és 6 honap utan mért abszolut plazma HE4 értékek vannak feltiintetve és dsszekotve
egymadssal, mig a jobb oldalon ezen értékekbdl kiszamolt atlagos valtozas mértéke van jelolve. Az értékeket atlag
(95% CI) formaban abrazoltuk. **P<0,001 a kiindulasi értékhez képest.

ROC-gorbe analizissel értékeltiik a delta HE4 érték alkalmazhatosagat kétféle mértéki
légzésfunkcid javulas eldrejelzésében: ha 2,6%-os vagy 5%-os ez a valtozas a terdpia
megkezdése utdni 6. hdonapra. Az eldzd értéket azért valasztottuk, mert ez a vélogatott
betegpopulacié ekkora mértékii valtozast mutatott félév utan, mig a masik cut-off értéket annak
eldontésére hasznaltak [268], hogy a vizsgalt személy jol reagélt a kezelésre vagy sem. Jelentds
AUC értéket mértiink a delta HE4-re (0,7898 [95% CI 0,6823-0,8972], P<0,0001), ami a -10,7
pmol/L cut-off érték mellett 62%-0s szenzitivitast és 79%-os specificitdst mutatott a teljes
betegpopulaciora (70/A. abra). Ennél még magasabb AUC értéket mutattunk ki a CF-es
gyermekek esetén (0,9139 [95% CI 0,8268—1,0000], P<0,0001), és ugyanazt a kiiszob értéket
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hasznélva a szenzitivitas (80%) ¢€s a specificitas (83%) sokkal magasabb volt (70/B. abra).
Amikor a delta HE4-re kiszamitottuk mindezt az 5%-os delta FEV; % esetén, az AUC érték
0,6786 (95% CI 0,5523-0,8048), P=0,0139) volt az dsszes beteg adatait figyelembe véve -11,8
pmol/L kiiszobérték mellett 73%-0s szenzitivitas és 74%-os specificitds mellett (70/C. abra).
Ezzel szemben, a delta HE4 AUC értéke gyermekkorban 0,7913 (95% CI 0,6481-0,9345),
P=0,0027) volt azonos cut-off érték esetén, de csak 50%-o0s szenzitivitdssal és 74%-o0s

specificitassal (70/D. abra).
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70. abra A plazma HE4 atlagos valtozasanak ROC-gorbe analizise 2,6%-o0s (A, B) vagy 5%-os delta FEV;
% esetén (C, D) 6 honapos LUM/IVA kezelés utan. A statisztikai analizist elvégeztiik a teljes betegcsoportban
(A, ©), illetve kiilon a CF-es gyermekek korében (B, D) ugyanolyan cut-off érték mellett.

Kilon értékeltiik a legfontosabb laboratériumi  paraméterek  valtozasanak
szignifikancidjat az alapjan, hogy a vizsgalt beteg a kezelésre jo valaszt adott vagy nem. Ehhez
megvizsgaltuk a plazma HE4, a verejték klorid és a BMI valtozasat a kezelés elott €s 6 honap
utan mért eredmények alapjan (71/A-C. abra). Erdekes modon, a verejték klorid és a BMI

szignifikans valtozast mutatott a kezelés hatasara fiiggetleniil attol, hogy valaki ,,reszponder”
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volt vagy nem jol reagalt a kezelésre (71/B-C. abra), mig a plazma HE4 csak a kezelésre jol
valaszold betegek esetében mutatott szignifikans eltérést (71/A. abra), ami megint a HE4

diagnosztikai megbizhatosagat erdsiti a klinikai rutinban.
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71. abra A plazma HE4 koncentracidk (A), a verejték klorid (B), és a BMI értékek (C) dsszehasonlitasa
kezelés elott és LUM/IVA kezelés alatt 6 hénappal attol fiiggden, hogy 1) a kezelésre ,,reagilo” (= 5% delta
FEV1 %), vagy 2) ,,nem reagil6” betegekrdl (delta FEV1 % < 5%) van sz6. Szemben a verejték kloriddal és a
BMI-vel, a plazma HE4 csak a kezelésre reagald betegeknél valtozott jelentds mértékben, jol elkiilonitve a terapias
valaszt mutatd és nem mutatd betegeket egymastol. Az eredmények median (interkvartilis tartomany) formaban
vannak jeldlve. **P<0,01, *+P<0,001 szemben a kiindulasi értékkel.

Végiil logisztikus regresszids analizissel meghataroztuk, hogy a kovetkezd paraméterek

mennyire hatékonyan tudjak eldre jelezni a kezelésre adott megfeleld valaszt: delta HE4,

¢életkor, nem, kiinduldsi FEV %, verejték klorid, BMI, és P. aeruginosa pozitivitds a LUM/IVA

161



nagyb80 156 23

kezelés utan 6 honappal. A delta HE4 (OR: 0,89, 95% CI: 0,82-0,95; P=0,001) és a kezelés
elétti FEV1 % (OR: 1,09, 95% CI: 1,02-1,16; P=0,005) fiiggetlen mddon jelezték, ha egy beteg
a kezelésre reagalt szemben a kezelésre nem jol reagélo betegekkel (nem abrazolt adatok).
Osszefoglaloan megallapithatd, a szérum/plazma HE4 koncentracidja jelentds
mértékben megemelkedik CF-es tiidobetegségben, szintje jol korreldl a légzésfunkciod
valtozasaval és az intrapulmonalis gyulladassal, valamint hatékonyan képes kdvetni a CFTR-

specifikus gyogyszerek hatésat.

5.6.3 A F508del-CFTR-t, illetve a wt-CFTR-t expresszalo CF-es bronchoepithelidlis
sejtekben a HE4 expresszio vizsgdlata, tovabba a CFTR-csatorna funkcidjanak és az NF-kB

jelatviteli utvonal direkt hatdsanak igazolasa a HE4 expressziora CF-ben

Korabban nem volt ismert, hogy a HE4 fehérje tilzott expresszidja milyen szabalyozas alatt 4ll
CF-ben ¢és a CF-es léguti epithelsejtek ebben mekkora szerepet jatszanak, ezért in vitro
sejtkultiras kisérletekben vizsgaltuk ennek celluldris folyamatat.

A sejtes kisérletekhez F508del-CFTR-t expresszaldo CFBE 410 sejteket tenyésztettlink
¢és kezeltliink, amik kontrolljaként wt-CFTR-t hordozo CFBE 410 sejteket hasznaltunk. A
bazalis HE4 koncentracio szignifikansan magasabb volt a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE
410 sejtek feliiliszojaban, mint a vad tipusu sejtekében (P<0,01) (72/A. abra). Ebbdl kiindulva
24 oran keresztiil kezeltiik a F508del-CFTR pozitiv CFBE sejteket kombinalt CFTR-specifikus
modulatorokkal (LUM/IVA vagy TEZ/IVA) annak érdekében, hogy ezutan meghatarozzuk a
sejttenyészet feliiliszdjanak a HE4 koncentraciot. Azt tapasztaltuk, hogy szignifikdnsan
csokkent a HE4 koncentraciéja mind a LUM/IVA (P<0,01), mind a TEZ/IVA (P<0,001)
kezelést kovetden a (csak DMSO-t tartalmazd) kontroll mintdkhoz képest. A csokkenésnek
koszonhetden a CF-es sejtekben a HE4 koncentracio megkozelitette a vad tipusu sejtekben mért
értékeket. Erdekességképpen, a TEZ/IVA valamelyest nagyobb mértékii csokkenést okozott a
HE4 koncentraciokban a LUM/IVA-hoz képest (P<0,05) (72/A. abra).

Ezt kovetden a F508del-CFTR pozitiv sejteket kezeltik CFTR-csatorna aktivatorral
(FSK/IBMX) 6nmagéban, illetve a fenti CFTR modulator kombinacidkkal egyiitt. A HE4
protein szintet az FSK/IBMX csokkentette (P<0,05) feltehetden a rezidualis CFTR funkcid
aktivalasa révén, mig tovabbi csokkenés kovetkezett be a kombinalt kezelés hatasara (P<0,05)

a csak CFTR modulatorral kezelt sejtekhez viszonyitva (72/A. abra).
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72. abra A HE4 fehérje koncentriacié mérés F508del-CFTR pozitiv CFBE (A) és a wt-CFTR CFBE sejtek
(B) feliiliszdéjaban kiilonb6z6 CFTR funkciét befolyasolé kezelést kovetéen. Mind a LUM/IVA (3/10 uM),
mind a TEZ/IVA (5/10 uM) jelentésen csokkentette a HE4 szintet 24 6ra utan. A normal CFTR miikodési
sejtekben a CFTR aktivator (FSK/IBMX, 10/100 uM) csokkentette, mig a CFTR inhibitor (20 uM) novelte a HE4
mennyiségét. *P<0,01 vs. wt-CFTR sejt; "P<0,05, *P<0,01, *"P<0,001, és ***“P<0,0001 vs. F508del-CFTR CFBE
sejtek DMSO-val.

A koros CFTR funkci6 és a sejttenyészet feliiluszdjaban mért HE4 koncentracio kdzotti
Osszefiiggés tovabbi bizonyitdsa céljabol a normal CFBE 410" sejtekben specifikus CFTR
inhibitor (CFTRimi72) alkalmazasdval gatoltuk a CFTR-csatorndk miikddését, amelynek
hatasara emelkedett a HE4 koncentraci6 (P<0,05) (72/B. abra). A FSK/IBMX kezelés hatasara
ebben a sejttipusban is jelentésen csokkent a HE4 koncentracidja a kontroll mintdkhoz képest
(P<0,001). Végiil a LUM/IVA ¢és a TEZ/IVA kombinacié képes volt csokkenteni a HE4
termelddését a vad tipusu CFTR-t expresszaldo CFBE 410" sejtekben is (P<0,05). Ezek az adatok
alatamasztjak azt a hipotézisiinket, hogy a CFTR funkci6 képes befolyasolni a HE4 expressziot
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a CF-es léguti epithelsejtekben, és a nem egészséges CFTR miikodés magyardzata lehet az
emelkedett szérum/plazma HE4 koncentracioknak (72/B. abra).

Annak igazolasara, hogy a kisérleteinkben alkalmazott CFTR modulator molekuldk
valdban javitottdk a CFTR funkciot a CFBE sejtekben in vitro, a F508del-CFTR-t expresszalod
CFBE 410 sejtek membranjan ,,egész sejt” patch-clamp technikédval megmértiik a kloridaram
erdsségét a CFTR modulatorok kétfajta kombinacidjaval (LUM/IVA vagy TEZ/IVA) torténd
24 oras kezelést kdvetden (73. abra). A vad tipusa CFTR-t expresszalo CFBE 410" sejtekben
a kloridaram nagy mértékben novelhetd volt a FSK/IBMX hatéséra és egyben gatolhato volt a
CFTR szelektiv inhibitor CFTRinn172 alkalmazasaval (73/A. dbra). Ezzel szemben a F508del-
CFTR-t expresszalo CFBE 410" sejtekben a kezelések minimalis iondramot eredményeztek,
amely nem volt érzékeny sem a FSK/IBMX aktivaciora, sem a CFTRisni72 géatldo hatdsara.
Mindkét CFTR modulator kombinacid szignifikdnsan ndvelte a bazélis és az FSK/IBMX
stimulalt kloridaramot az alap kloridaramhoz képest. Emellett a F508del-CFTR CFBE
sejtekben a CFTRimni172 képes volt csokkenteni az FSK/IBMX altal stimulalt iondramot. A 40
mV-os rogzitett potencial mellett mért ionaram erdsségi adatok statisztikai analizise igazolta
azt, hogy a CFTR modulatorok részlegesen, de jelentés mértékben korrigaltadk a F508del-
CFTR-csatorna funkcigjat (73/B-D. abra). A CFTR modulatorok kombinacidjaval kezelt
sejtekben az FSK/IBMX jelenlétében mért iondram erdsség Osszevethetd volt a vad tipust
CFTR-t expresszald sejtek kiinduldsi helyzetében mért adatokkal (~20 pA/pF), de kisebb
mértékil volt az FSK/IBMX 4ltal aktivalt wt-CFTR-re jellemz6 értékekhez (~80 pA/pF) képest.
A TEZ/IVA kissé nagyobb mértékben novelte a F508del-CFTR klorid iondramot a LUM/IVA
kombinaciohoz képest (P=0,560) (73/E. abra). Osszegzésképpen, a LUM/IVA és TEZ/IVA
alkalmazésa részlegesen helyreallitotta a CFTR funkciot a F508del-CFTR-t expresszalé CFBE
410 sejtekben, igy a HE4 méréssel kapott eredmények specifikusnak mondhatok.
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73. abra A kloridiaram helyreaillitisa a LUM/IVA és TEZ/IVA kezelt F508del-CFTR CFBE 410~ sejtekben.
A mért kloridaram erdsségének jellegzetes valtozasai vad tipusu CFTR CFBE sejtekben (A), a F508del-CFTR
CFBE sejtekben (B), illetve LUM/IVA (3/10 uM) (C) és TEZ/IVA (5/10 uM) kezelt F508del-CFTR CFBE
sejtekben (D). Fels6 képsor: bazalis aram; kdzépso képsor: FSK/IBMX (10/100 uM) kezelés utan; als6 képsor:
FSK/IBMX (10/100 uM) és CFTR inhibitor CFTRinn172 (20 pM) egyiitt. A legalsé abrarészen a cstcsaram-
fesziiltség (pA/pF) mértékét kovettiik nem kezelt, csak FSK/IBMX és FSK/IBMX + CFTRinn172 jelenlétében. Az
oszlopok a pA/pF értékek Osszesitését abrazoljak a kiilonbozo kortiilmények kdzott kezelt normal és a F508del-
CFTR CFBE sejtekben (E). “P<0,05, “P<0,01.
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Megvizsgaltuk ezt kovetden, hogy a WFDC2/HE4 expresszio fokozhatd-e gyulladasos
stimulus alkalmazasaval in vitro koriilmények kozott. Ennek érdekében a F508del-CFTR-t
expresszalo CFBE 410" sejteket rekombinans TNF-a-val stimulaltuk egy 6ra hosszatol egy
hétig terjedd iddintervallumban, majd RT-qPCR modszerrel lemértiik a HE4 mRNS szintet. A
gyulladésos sejtaktivacié eredményeképpen a HE4 mRNS szint mar egy oras kezelés hatasara
szignifikansan emelkedett a nem kezelt mintakhoz képest (P<0,05) és még tovabb emelkedett
a 4 oraig kezelt mintdkban (P<0,001). Meglepetésiinkre, a HE4 mRNS szintek 24 6ra utan
visszatértek a kiindulasi értékre. Abban az esetben, ha a TNF-a stimulust hosszabb ideig
alkalmaztuk (48 oratol 1 hétig), még magasabb HE4 mRNS expressziot mértiink a nem
stimulalt kontroll sejtekhez képest (P<0,0001) (74/A. abra).

Ugyanezen kisérleti koriilmények kozott a proinflammatorikus citokinek koziil az IL6,
IL8 ¢és IL1B mRNS szinteket is meghataroztuk annak érdekében, hogy igazoljuk, hogy a TNF-a
stimulus ezen gyulladdsos medidtorok termelddését is ténylegesen fokozta, parhuzamosan a
HE4 expresszioval (74/B-D. abra). Az eredmények azt mutattdk, hogy az IL6 és IL8 expresszid
iddbeli valtozasanak mintdzata a HE4 mRNS szintek valtozadsdhoz hasonléan alakult, mig a
szintén 1 6ran beliil megemelkedett IL1B szamottevé valtozas nélkiil emelkedett maradt a teljes
vizsgalati periddus alatt. Megmértiik tovabba a HE4 és IL-6 protein szinteket is a F508del-
CFTR-t expresszald6 CFBE 410" sejtek feliiluszdjdban néhany kivalasztott idépontban (4-168
ora kozott). Ennek soran a HE4 szint 4 6ra utan jelent6sen emelkedett, és 1 héten keresztiil
fokozatosan tovabb ndtt, mig az IL-6 koncentracié az dsszes kivalasztott mérési idépontban
szignifikansan emelkedett volt (74/B-D. abra). Nemcsak mRNS szinten, hanem fehérje szinten
is emelkedd értékeket mutattak a HE4 és az IL-6 koncentraciok a F508del-CFTR CFBE 410~
sejtek feliiliszojaban a kiilonbozd kezelési idépontokban. Mig a HE4 szint - ,.elcsiszva” az
mRNS szintjétdl - csak 24 ora utan mutatott szignifikdns novekedést (P<0,0001), addig az IL-
6 fehérjeszint mindvégig emelkedett volt, mar 4 o6rat kovetden is (74/E-F. abra). Ezek az
eredmények alatamasztjak azt, hogy a fokozott HE4 mRNS szintézis, majd az ebbdl kovetkezd
magasabb HE4 fehérje koncentracio a TNF-o hatdsara a kiilonb6z6 gyulladasos citokinek

emelkedett szintjével egyiitt kovetkezik be a CFBE sejtekben.
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74. abra A HE4, IL6, IL8 és IL1B mRNS szintek, valamint a HE4 és az IL-6 fehérje koncentracidjanak
kvantilasa F508del-CFTR CFBE 410 sejtekben in vitro TNF-a stimulacié utan. A HE4 mRNS szint 1-4 6ra
(h) kozott fokozatosan nétt a TNF-o (100 ng/mL) hatasara, majd 24 orara visszatért a bazalis szintre, mig ezt
kovetéen még magasabb expresszios szintet mutatott egészen 1 hétig (A). Az IL6 mRNS szint indukalddott mar
1-2 6ra utén, majd 24 6ra utan tovabbi novekedést jelzett (B). Az IL8 expresszio hasonld valtozast mutatott a
HE4-hez és az IL6-hoz (C), mig az IL1B mRNS tartésan emelkedett maradt a teljes aktivacios periddusban (D).
A HE4 fehérje szint csak 24 6ra utan nott szignifikansan (D), mig az IL-6 végig magas maradt (E). Az eredmények
atlag = SEM formdban vannak 4brazolva, (n=4—5 minta/kondici6). "P<0,05, “P<0,01, “*P<0,001, ***P<0,0001
vs. kiindulasi allapot.

Az NF-kB jelatviteli utvonal és a CFTR-csatorna diszfunkci6 kapcsolatardl kordbban
mar jelentek meg adatok [226]. Jelen kisérleteinkben vizsgaltuk, hogy a kéros CFTR miikddés

altal kivaltott fokozott proinflammatorikus aktivitas és az emelkedett HE4 expresszid kozott
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van-e direkt 0sszefliggés. Ennek érdekében két kisérleti megkdzelitést alkalmaztunk. Eldszor,
vizsgalataval immunfluoreszcens mikroszképpal. Ez a protein (masik nevén RelA, MIM:
164014) az NF-kB transzkripcios faktor csaldd 5 tagjanak az egyike, és az NF-kB tutvonal
aktivaciojanak markereként hasznalatos. A p65 nukledris transzlokdcid mértékét
Osszehasonlitottuk a TNF-a-val kezelt, illetve nem kezelt F508del-CFTR-t, valamint a wt-
CFTR-t expresszald6 CFBE 410 sejtekben (75/A-B. abra). A F508del-CFTR-t expresszalod
CFBE 410 sejtek magjaban alaphelyzetben is szignifikdnsan magasabb p65 pozitivitast
taldltunk a normalis sejtekhez képest (P<0,01). A TNF-a hatdsdra mindkét sejttipusban
magasabb nukledris p65 pozitivitas latszott (P<0,05; P<0,0001), tovabba a p65 transzlokaciod
tekintetében a normal és a CF-es sejtek kozotti kiilonbség még szembetlindbb volt a kezelést
kovetden (P<0,0001). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a kéros CFTR miikddéssel biro
CFBE sejtekben alaphelyzetben és gyulladasos stimulus hatiséra is magasabb a gyulladasos
aktivitas szintje az egészséges CFBE sejtekhez képest (75/A-B. abra).

p65 sejtmag p65+sejtmag

ok ook

*okokk

ok

wt-CFTR

p-Phe508del-
CFTR

Sejtmag/cytosol intenzitas
3

wt-CFTR +
TNF-a

p-Phe508del-
CFTR + TNF-a

75. abra A nuklearis/citoszol p65 pozitivitiasi arany vizsgalata immunfluoreszcens jeloléssel az NF-xB
utvonal aktivacidjanak detektalasaért nem stimulilt és TNF-o kezelt FS08del-CFTR-t vagy wt-CFTR-t
expresszalé CFBE 41o0— sejtekben. A bazalis p65 transzlokici6 a CFTR funkcié vonatkozasaban keriilt
megvizsgalva, amikor normal és F508del-CFTR pozitiv CFBE 410— sejteket 100 ng/ml TNF-a-val vagy PBS
kezeltlink 4 oraig. Zold szin: p65 jeldlés; kék: sejtmag. Méretarany: 20 pm (A). Az NF-«xB jel6lddés analizise a
mag/citoplazma fluoreszcens intenzitas alapjan tortént (B). Az adatok atlag + SEM formaban vannak bemutatva
(n=6-7 sejt/kisérlet). "P<0,05, “P<0,01 és **"P<0,0001.

Masodszor, in vitro vizsgaltuk a CFTR modulatoroknak a bazalis ¢és indukalt NF-kB

utvonal aktivitasra gyakorolt hatasat ugyanezen CFBE sejtkultarakban. Ennek érdekében
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crer

modulatorok 1ényegesen csokkentették a p65 pozitivitast (P<0,05) nemcsak a nem stimulalt
F508del-CFTR pozitiv CFBE sejtekben, de TNF-a kezelést kovetden is szignifikans csokkenés
kovetkezett be (P<0,001) a kontroll mintdkhoz képest (DMSO) (76/A-B. abra). Ezzel
parhuzamosan a korrigdlt CFTR funkcié mellett a F508del-CFTR CFBE sejttenyészetek
feliiliszojaban mért csdkkent IL-6 protein szintek szintén igazoltdk az alkalmazott CFTR
modulatorok gyulladascsokkentd hatasat mind a bazalis, mind pedig a TNF-o indukalt IL-6
expresszid csokkentése révén (76/C. abra). Eredményeink bizonyitékot adnak arra, hogy az
NF-«B ttvonal CFTR diszfunkci6 kovetkeztében kialakult fokozott aktivacidja eredményesen
csokkenthetd LUM/IVA vagy TEZ/IVA gydgyszeres beavatkozassal a CFBE sejtkultiradkban.
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76. abra A p6S5 alegység nuklearis transzlokaci6janak immunfluoreszcens festése és kvantalasa IL-6 protein
méréssel egyiitt CFTR modulatorok jelenlétében nem stimulalt, illetve TNF-a kezelt F508del-CFTR CFBE
410 sejtekben. A sejteck LUM/IVA vagy TEZ/IVA vagy DMSO kezelést kaptak 24 ordig, majd 100 ng/mL TNF-
a-val vagy PBS-sel stimulaltuk 4 6raig. A reprezentativ mikroszkopos képeken (A) a zold szin: p65 jeldlést; a kék
szin: sejtmag festést jelenti. A méretarany: 20 um (A). Az NF-«kB jel6lodés analizise a mag/citoplazma
fluoreszcens intenzitas alapjan tortént (B). A csokkent IL-6 fehérjeszint jelezte az NF-xB utvonal aktivalodasanak
mérséklodését a CFTR modulatorok altal (C). Az adatok atlag + SEM formaban vannak bemutatva. n=4-5
sejt/kisérlet. "P<0,05, “"P<0,01 és “"P<0,0001 vs. kontroll sejtekkel (DMSO); #P<0,01 és **P<0,001 vs. CFBE
sejtek TNF-a-val és DMSO-val egyiitt.
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Azt a kérdést is megvizsgaltuk, hogy a TNF-o altal indukalt HE4 expresszid
csokkenthet6-e CFTR moduléatorok alkalmazéasaval a F508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410
sejtekben. A LUM/IVA vagy TEZ/IVA hozzéadasa a sejtekhez csokkent HE4 szinteket
eredményezett (P<0,001) a TNF-a altal aktivalt CFBE sejtek feliiluszdjdban a kontrollhoz
(TNF-a-t ¢s DMSO) képest. A FSK/IBMX alkalmazasa dnmagéaban a HE4 szintet mérsékelte,
¢és szignifikdns csokkenést eredményezett a TNF-a jelenlétében (P<0,05), mig a LUM/IVA
(P<0,01) vagy TEZ/IVA (P<0,001) kombinalt alkalmazasa a FSK/IBMX-szel egyiitt még
nagyobb mértékben csokkentette a HE4 koncentraciét (nem abrazolt eredmények). Ezen
eredmények bizonyitékul szolgalnak arra, hogy a korrigalt CFTR funkcidnak egyfajta protektiv
szerepe van a HE4 expresszié TNF-a indukalta fokozodasaval szemben a CFBE sejtekben.

Kivancsiak voltunk arra is, hogy vajon a CF-re jellemzd fokozott HE4 expresszid a
karosodott CFTR funkci6 altal indukalt NF-xB ttvonal direkt hatasanak tulajdonithato-e (77.
abra). A kérdés tisztazasa érdekében a F508del-CFTR-t expresszald CFBE 410 sejteket
specifikus NF-kB utvonal inhibitorral (BAY 11-7082) kezeltiik CFTR modulatorok és TNF-a
Eredményeink szerint a BAY 11-7082 altal kifejtett gatld hatds dnmagéban szignifikansan
csOkkentette a kiindulasi HE4 (P<0,05) és IL-6 (P<0,01) koncentraciokat (P<0,05) 24 6ra utan,
mig a BAY 11-7082 gatloszer ¢s a LUM/IVA (P<0,001) vagy TEZ/IVA (P<0,0001) egytittes
adasa mindkét fehérje szintjének sokkal nagyobb mértékii csokkenésével jart egyiitt. Az NF-
kB utvonal specifikus gatlasa a TNF-o altal indukalt HE4 expresszié fokozodast is nagy
mértékben redukalta (P<0,05). A gyulladasos induktor TNF-o alkalmazasa mellett a HE4 és
IL-6 szintek tovabbi csokkenését tapasztaltuk az NF-xB utvonal gatlo és a CFTR modulatorok
egylittes hozzdadasat kovetden a TNF-a-t és DMSO-t tartalmazo6 kontroll mintdkhoz képest
(P<0,001) (77/A-B. abra). Amikor a vad tipusu CFBE sejtekben CFTRinn172 hozzaadaséaval
gatoltuk a CFTR-t az NF-xB-t gatlo6 BAY 11-7082 jelenlétében vagy hianyaban, azt lattuk,
hogy a CFTR gétldsa nem eredményezett magasabb HE4 koncentraciokat az NF-kB gatloszer
jelenlétében (P<0,05) (77/C. abra). Az IL-6 szintek hasonld kisérleti koriilmények kozott
megfigyelt valtozdsai a HE4 koncentraciok alakuldsdhoz hasonlé mintazatot kdvettek, ami a
CFTR diszfunkcio és a CF-re jellemzd altalanosan fokozott proinflammatérikus allapot kozotti
szoros Osszefiiggésre vetit fényt (77/D. abra). Mindezek alapjan a CFBE sejtkulturak feliiluszo
mintdiban mért HE4 koncentraciok valtozdsa nemcsak az NF-xB utvonal kozvetitette
gyulladédsos jelatvitel szabalyozasanak a kovetkezménye, de a CFTR funkcié kozvetlen

befolydsold hatdsénak is koszonheto.
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77. abra A HE4 és IL-6 koncentricié mérés nem aktivalt és TNF-a stimuldlt F508del-CFTR CFBE 410~
sejtek feliiliszéjaban NF-kB utvonal inhibitor és CFTR modulatorok jelenlétében. BAY 11-7082-t (5 uM)
hasznaltuk az NF-kB-medialt gyulladasos szignalutvonal blokkolasara, hogy megvizsgaljuk a kiindulasi és a TNF-
a indukalta HE4 expressziot F508del-CFTR pozitiv CFBE 410~ sejtkultirdkban 24 6ras LUM/IVA vagy TEZ/IVA
vagy DMSO (kontroll) kezelés utdn. A TNF-a indukalt HE4 (A) és IL-6 (B) expresszi6 fokozodast a BAY 11—
7082 kezelés csokkentette, és még kifejezettebb csokkenés volt detektalhatdo a HE4 és IL-6 szintekben az NF-xB
inhibitor és a CFTR modulatorok egyiittes hasznalatakor szemben a TNF-a-val és DMSO-val kezelt kontroll
sejtekkel. A wt-CFTR CFBE 410 sejtekben a CFTRinni72 (20 pM) inhibitor nem tudta emelni a HE4 szintet az
NF-«B inhibitor hasznalata mellett, ami a CFTR miikodéssel dsszefiiggd NF-kB szignalutvonal szerepét bizonyitja
(C). Az IL-6 koncentracidban talalt valtozasok hasonld trendet mutattak, amely a CFTR funkcio és a
proinflammatorikus koriilmények szoros kapcsolatat erdsitik CF-ben (D). Az adatok atlag + SEM formaban
vannak abrazolva, n=5-6 minta/kondicié. “P<0,05, **P<0,01, **P<0,001 és “**P<0,0001 vs. kontroll mintak
DMSO-val; “P<0,05 és #P<0,001 vs. kontroll mintdk TNF-a-val és DMSO-val kezelve.

Osszefoglalasként megallapithatd, hogy a CF-es betegekben mérhetd emelkedett HE4
koncentraci6 kialakuldsdhoz hozzajarulnak a 1éguti gyulladasos koriilmények kézott mitkodo
epithelsejtek. Ezekben a sejtekben a CFTR diszfunkci6é 4ltal aktivalodik az NF-kB
szignalitvonal, ami indukalt HE4 expresszidhoz vezet. A HE4 fokozott felszabaduldsaban
esetlegesen szerepet jatszd mas sejttipusokat, pl. fibroblasztok, illetve a tartdsan magas HE4

fehérjeszint patofiziologiai szerepét jelenleg is vizsgaljuk.
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6 MEGBESZELES

6.1 A PKCO részvétele a thrombocyta aktivacio szabalyozasaban

A PKC izoenzimek vérlemezkékben tortént kimutatdsa utan intenziven kezdték el vizsgalni
azok funkciondlis szerepét [35]. Bar a kiilonb6zd izoenzimek nagy szerkezeti homologiat
mutatnak, mégis hamar kideriilt, hogy a PKC-k eltéréd modon aktivalodnak és fejtik ki hatasukat
a vérlemezke aktivacio kiilonféle folyamataiban [269]. A ,novel” izoenzimek kozé tartozo
PKCB8 az egyik legnagyobb mértékben expresszal6do thrombocyta PKC, aminek a thrombocyta
funkcidban betoltott szerepe mara egyértelmii. Ugyanakkor a megakaryocytakban is jelen van,
mégis a megakaryopoiesist és a vérlemezke termelddést érdemben nem befolyésolja [270].
Vizsgalatainkat megel6z6en még keveset tudtunk a thrombocyta PKCO-rdl, ezért tobbféle
genetikai analizis alkalmazaséaval részleteiben vizsgaltuk a szerepét.

A PKC0 az intracellularisan felszabadul6 DAG hatasara tud aktivalodni, ami mind a
PAR, mind a GPVI receptor medidlt utvonal mentén aktivalédott PLC enzim mitkddése altal
termelddik (3. abra). Az aktivalt PKCO foszforilacioja a Thr538 pozicidban - TXAo
felszabadulasa nélkiil is - bekdvetkezik, viszont a gyengébb agonista ADP nem képes aktivalni
hasonloan a PKCd-hoz [271]. Kordbban a PKCH tirozin foszforilacigjat (Tyr90) is igazoltak
,outside-in” szignalizacioban és GPVI receptor agonista hatdsara [272]. Kisérleteinkben a
kétféle PAR-receptor agonista (SFLLRN, AYPGKF) kezelés utan idében kissé eltérd treonin
foszforilacids mintazat volt lathato, ami a kiilonb6z6 kinetikaju receptor-medialt thrombocyta
aktivacionak koszonhetd: a PAR1 utvonal egy gyorsabb, de csak atmeneti intracelluléris
valtozasokat képes indukalni, addig a PAR4-hez kapcsolt szignalizacio tartésabb folyamatokat
valt ki [273]. A PKCB stimulacigjahoz a PAR-receptorok Gq kotott Gitvonala sziikséges, mig a
szintén ide tartoz6 Giz/13 fehérje nem képes a PKCO aktivaciot kivaltani.

Ezt kovetden részletesen megvizsgaltuk a PAR és a GPVI receptor agonistak altal
indukalt vérlemezke aggregaciot, az allbB3 integrin aktivaciot és az a- illetve d-granulum
szekréciot. Mind a PKCO antagonista RACK peptiddel kezelt human vérlemezkék, mind a
PKC6 deficiens egér thrombocytak joval kisebb aggregaciot és szekréciot mutattak mindkét
aktivacio utan. Mig Cohen ¢s munkatarsai hasonldan csdkkent thrombin-indukalt aggregéciot
és P-selectin expressziot tapasztaltak a PKCO™ egerek mintaiban a WT allatokhoz képest [274],
addig egy masik kutatocsoport a PKCO hidnydban az éaltalunk joval alacsonyabb
koncentracioban hasznalt kollagén hatasara fokozott GPVI-fliggd a-granulum szekréciot és

allbP3 integrin aktivaciot talalt [275]. A mésik sokat vizsgélt ,,novel” izoenzim, a PKCJ szintén
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fokozza a PAR-medialt funkcidkat, viszont a GPVI utvonal mentén egyértelmiien gatolja
azokat [271, 276], aminek koszonhetden a PKCo hianyos egerek a FeCls indukalta in vivo
trombozismodellben nem mutattak kiilonbséget a normal egerekhez viszonyitva [276]. A
klasszikus PKC-k koz¢ tartoz6 PKCa fokozza az a- és 6-granulum szekréciot, mig a PKCP az
,outside-in” szignalizacidban vesz aktivan részt [37].

A PKCO szekrécioban betoltott direkt szerepének tovabbi vizsgalata érdekében
értekeltik a Syntaxin-4 foszforilaciora kifejtett hatasat. Ez a fehérje a granulumok
membranjaban elhelyezkedd SNARE-komplexhez kotddik nem aktivalt thrombocytakban, és
amint a vérlemezkét stimulacio éri, a Syntaxin-4 aktivalodik és egyben foszforilalodik, levalik
a SNARE-komplexrdl, igy eldsegitve a szekrécido folyamatanak lezajlasat [277]. Azt
tapasztaltuk, hogy human thrombocytdkban a PKC8 specifikus RACK peptiddel vald kezelés
jelentdsen csokkentette a Syntaxin-4 foszforilaciét a PAR és a GPVI receptorokon keresztiili
aktivacid utan egyarant, ami aldtdmasztja a PKCO és a Syntaxin-4 foszforilalodasa kozotti
funkcionalis kapcsolatot és egyben az izoenzim pozitiv regulacios hatasat. A PKC-k szerepét
ebben a folyamatban egyébként mar korabban is felvetették, amikor egy ,,altalanos” PKC
inhibitor jelentdsen lecsokkentette a Syntaxin-4 foszforilaciot és vele egyiitt a szekréciot is
[277].

Az ollbB3 integrin aktivacidja is egy fontos cellularis valtozas a thrombocyta aktivacid
soran, ami egyrészt képes aktivalni a PKCO-t, masrészt ,,visszafel¢” a PKC befolyasolja a
receptor tovabbi aktivalodasat az egérvérlemezkék felszinén tapasztalt JON/A kotddés
eltérések alapjan. Hasonl6an, koros allbP3 integrin aktivaciot kozoltek a CBFA2
génmutacioval 0sszefliggésbe hozott csokkent PKCO aktivitas mellett human vérlemezkékben
[278]. Mindezen eredmények dsszhangban vannak olyan korabbi adatokkal is, amelyek szerint
a Ca?" indukalt CalDAG-GEFI mellett a DAG aktivalt PKC izoenzimeknek parhuzamos, és
egyben szinergista hatdsa van a PAR-indukalta allbB3 integrin aktivacioban [279]. A teljes
vérlemezke aktivacié megvaldsulasaban tevékenyen részt vevd TXA» termelddésére a PKCO
szintén kihat, mivel jelentdsen csokkentek a GPVI és PAR agonistdk altal indukalt TXA»
szintek a PKCO deficiens egerekben és egyben a cPLA> enzim aktivaciojat befolyasold ERK
foszforilacio [280] is kisebb volt szemben a WT allatokkal. A t6bbi ,,novel” PKC izoenzim
vérlemezke aktivacidval kapcsolatos szerepérdl jelenleg még kevés adat all rendelkezésre: a
PKCe " egerekben csokkent aggregaciot és szekréciot irtak le GPVI receptor fliggd stimulacid
utan [281], mig az ADP-indukalta szekrécio, Ca** bearamlas és TXA szintézis fokozodott, ami
rovidebb vérzési id6t okozott [282, 283]. Ezzel szemben a PKCn izoenzim eldsegiti az ADP
altal kivaltott TXA, felszabadulast [284].
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78. abra A PKC0 legfontosabb funkcidinak 6sszefoglalasa (sargaval kiemelve) a GPVI, a PAR receptor és
az aktivalt olIbp3 integrin altal medidlt humadn thrombocyta aktivaciés folyamatokban. A PKC6 ezen
szignélﬁtvonalakon keresztiil aktivélo’dik a DAG felszabadulésa réVén aminek koszonhetoen reszt vesz a

igy hozzéajarulva a vérrdg stabilizacigjahoz. Forras: van der Meijden és Heemskerk 2019-es osszefoglalo
kozleményébol adaptalva és modositva [4]

Végiil in vivo koriilmények kozott is megvizsgaltuk a PKCO globalis funkcidjat a
thrombus képzddés tekintetében, amikor a PKCO deficiens és a WT egerekben FeCls kezeléssel
carotis sériilést valtottunk ki, ezzel provokalva a vérlemezkék és endothelsejtek aktivalodasat
¢s az in vivo vérrogképzodést. A PKCO deficiens egerekben jelentdsen csokkent a stabil
thrombus kialakulasanak a lehetdsége. Ezek az eredmények jol 0sszevagnak a vérlemezke
aggregacios és szekrécios in vitro eredményeinkkel, illetve a masok altal a PKCO deficiens

egerekben mért megnyult vérzési idovel [274], tovabba a PKCH-ra ¢s a PKCe-ra egyiittesen
deficiens egerekben jelentds vérvesztést tapasztaltak a WT egerekhez képest, amit a két ,,novel”
PKC izoenzim additiv hatdsaval magyaraztak [283]. Mindezen adatok alapjan a PKC6 izoenzim

egy fontos medidtora a thrombocyta aktivacionak (78. abra), és egyben aktivan részt vesz a
vérrdg stabilizalasaban is [285].
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6.2 A P2Y12 és a P-selectin receptor expresszio miR-223, illetve miR-26b altal torténo
modulalasa diabeteses vérlemezkékben

A DM2-ben gyakran kialakul6 és akar hosszan fennallo hiperglikémids allapot miatt nemcsak
a keringésben funkciondlo sejtek mitkddése valtozhat meg jelentdsen, de a csontvelében a
megakaryocytakeé is [48, 49, 52, 286]. A megvaltozott metabolikus kdrnyezetben emelkedik a
vérlemezkék aktivaltsagi allapota, ezaltal a reaktiv thrombocytdk kisebb stimulus hatdsara
konnyebben és akar nagyobb mértékben aktivalddhatnak [13, 41] (4. abra). DM2-ben, de mar
obezitasban is kimutathatdo vérlemezke aktivacid tobbek kozott magasabb sejtfelszini és
szolubilis P-selectin expresszioval [17, 42] és megvaltozott keringd és cellularis miRNS
expressziokkal jellemezhetd [134, 287, 288], amik eldsegithetik a vaszkularis szovédmények
kialakulasat [12]. Ugyanakkor kevés informacié allt rendelkezésre a human megakaryocyta és
vérlemezke miRNS-ek szintjének és funkcidjanak valtozasarol a metabolikus betegségekben.

Korabbi irodalmi adatok [138-140], valamint publikusan elérhetd adatbazisok és
predikcios programok (pl. www.mirbase.org) alapjan kivalasztott néhany olyan miRNS
analizisét végeztiik el DM2-ben, amelyek a vérlemezke aktivaciohoz biztosan kapcsolhatd
fehérjereceptorok expressziojat szabalyozhatjak. Tudomésunk szerint kordbban nem vizsgaltak
a P2Y12 és a P-selectin receptorok szabdlyozasaban részt vevd vérlemezke miRNS-ek
expresszigjat DM2-ben. Ezért diabeteses betegek vérlemezke és plazma mintaiban kvantaltuk
amiR-223, miR-26b, miR-140 és miR-126 expressziot, valamint két fontos célgénjiik (P2RY12,
SELP) mRNS szintjét. A hiperglikémia hatasat megakaryocyta sejtkultarakban in vitro is
modelleztiik, illetve kiilon analizaltuk a miR-26b és a miR-140 direkt funkcionalis kapcsolatat
is a SELP mRNS-sel.

A vizsgélatainkban korban és nemben illesztett egészséges kontroll személyek mellett
nem diabeteses, de obez egyéneket is bevontunk, hogy kizarjuk a miRNS szinteket
potencialisan befolyasoldé demografiai paramétereket (pl. kor, nem, BMI). A thrombocyta
funkcio gatld gyogyszerek alkalmazasaban sem volt kiillonbség a vizsgalati csoportok kozott,
ami szintén kihatott volna a miRNS szintekre [287, 289]. Erre egyik példa, hogy diabeteses
betegek kozott a clopidogrelt szedokben a miR-126 expresszidja fals modon magasabb volt
szemben az ilyen kezelésben nem részesiilokkel [290]. A mintavétel idején bar nem alakult ki
egy betegben sem akut trombotikus esemény, mégis aramlasi citométerrel kb. 3,5-szer nagyobb
felszini P-selectin szazalékos pozitivitdst mértiink DM2-ben az egészséges csoporthoz képest,
ahogy azt munkacsoportunk mar eldzetesen is tapasztalta [259]. Kiemelendd, hogy mar
obezekben is kb. 2x-es volt ez a P-selectin % kiilonbsége, tehat mar prediabeteses allapotban is

elkezd noni a vérlemezke aktivacio mértéke, aminek koszonhetéen emelkedett szolubilis P-
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selectin szintek megmutatkoztak obez személyekben az egészségesekhez viszonyitva [53]. Az
obezitashoz kotddd koros thrombocyta aktivitasrol a kovetkezd alfejezetben olvashatunk még.
A jelen diabeteses vizsgaltunkban emellett jelentdsen magasabb P-selectin fehérjekoncentraciot
mértiink nemcsak a plazma mintdkban, de a lizadlt DM2 vérlemezkék intracellularis
kompartmentjében is ELISA-val az egészséges kontrollokhoz hasonlitva, ami arra utalhat, hogy
a P-selectin receptornak nemcsak egy fokozott, gyors szekrécioja kovetkezik be ilyenkor,
hanem t6bb fehérje is termelddhet a tartdosan fennalld metabolikus stimulusok hatéséra.
Hasonloan emelkedett P2Y'12 és GPIlla receptor fehérjekoncentraciokat kozoltek nemrégen
Szelenberger és munkatarsai akut korondria szindromaban szenvedd betegek thrombocyta
lizatumaban [291].

A fenti eredmények alapjan célunk volt a DM2-hoz tarsult vérlemezke aktivacio
finomszabalyozasaban szerepet jatszo néhany miRNS analizise. Figyelembe véve a miR-223
direkt hatdsat a P2RY12 receptor expressziora [137], megvizsgaltuk ennek a miRNS-nek az
expresszigjat a diabeteses vérlemezkékben, ahol a miR-223 szintje a normal értékhez képest
jelentésen alacsonyabb volt, amihez a P2RY12 mRNS emelkedett szintjét mértik. Ez
megteremti a P2Y12 receptor nagyobb sejtfelszini kifejez0désének a lehetdségét.
Munkacsoportunkkal parhuzamosan masok is igazoltdk ezt igy, hogy western blottal 4x
nagyobb P2Y12 fehérjeszinteket mértek DM2 vérlemezke mintakban, ami jol korrelalt a
fokozott ADP-indukalt vérlemezke aggregéacioval. Raadasul ezek a receptorok tartdsan aktiv
konformacié allapotba is voltak, ami tovabb rontotta a P2Y12 specifikus inhibitorok
hatékonysagat a trombozis megelézésében a diabeteses patkanyokban [286]. Ezen
Osszefliggéseket olyan transzgén egerekben mar vizsgéaltdk, amelyekben a P2Y12 receptor
folyamatosan aktiv konformacio6 allapotanak kialakitasa sokkal rovidebb vérzési idohdz, illetve
a FeCls indukalta trombdzismodellben gyorsabb és stabilabb mikrotrombusok képzddéséhez
vezetett [292]. Ezen receptor expresszidjanak és funkcidjanak fontossagat DM2-ben szintén
bizonyitja, hogy a receptor blokkoldsa (AR-C69931MX) hatékonyan csokkentette a
mikroaggregatumok mennyiségét diabeteses betegekben [45], mig a magas gliikdzkoncentraciod
jelentdsen fokozta nemcsak a PAR, de az ADP-receptor medidlt P-selectin expressziot is in
vitro [46]. Azb6ta tobb mas human gyulladasos korképben, pl. bakterialis arthritisben, illetve
szepszisben is vizsgaltdk ennek a receptornak a kdzponti szerepét a fokozott vérlemezke
aktivacio lezajlasaban [32, 33]. Osszességében elmondhaté, hogy a DM2-ben lecsdkkent miR-
223 expresszid a P2RYI2 magasabb expresszidjan keresztil befolyasolja a vérlemezke
aktivaciot. A miR-223 depletalt egerekben tapasztalt fokozott vérlemezke aggregacio, fokozott

veérrogképzodés és elhuzodo alvadékretrakeid is ezt tdmasztja ald [142]. A miR-223 mellett egy
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kotodést [148]. A fentiekkel ellentétben Stratz és munkatarsai nem tapasztaltak hasonld
thrombocyta expresszi6 valtozasokat diabetesben [290]. A DM2 betegeinkhez hasznalt mésik
kontroll csoportban az obezek nem vart modon az egészséges értékekhez képest is joval
magasabb miR-223-t ¢és miR-26b-t mutattak, ami feltehetéen egy kompenzacios
mechanizmusnak lehet a része, de ennek igazoldsara tovabbi vizsgélatok sziikségesek.

Az adatbazisok ¢és predikcids programok alapjan erés komplementaritas all fenn a miR-
26b és miR-140, valamint a SELP mRNS szekvencidja kozott, ezért elsdként analizaltuk ezek
funkcionalis kapcsolatat a thrombocyta miitkddésben. A korabbiakban minddssze a miR-26b és
az IL-6 expresszid kapcsolatat irtdk be [293], illetve vizsgalataink 6ta - eredményeinket
alatdmasztva - igazoltdk a miR-26a/b SELP expressziora kifejtett hatasat luciferdz reporter
assay-vel is [294]. A P-selectin amellett, hogy a vérlemezke aktivacid érzékeny biomarkere
[19], fontos szerepet jatszik a vérlemezke-fehérvérsejt interakciokban és ezaltal az angiopathia
kialakulasaban 1-es és 2-es tipusu diabetesben [295]. Vizsgélataink soran azt talaltuk, hogy a
vérlemezkék miR-26b és miR-140 expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt DM2-ben az
egészséges ¢s az obez személyekhez viszonyitva. Ezzel ellentétben a SELP mRNS szintje
jelentdsen magasabb volt DM2-ben az egészséges kontrollokhoz képest. A miR-26b, a miR-
140 és a SELP mRNS kozotti direkt kapcsolatot miRNS mimic-ek és inhibitor-ok
transzfektalasaval MEG-01 sejtekben igazoltuk. A miRNS szintek , mesterséges”
megvaltoztatasa utdn a SELP mRNS mennyisége jelentds mértékben csokkent mindkét miRNS
mimic hatdsara, mig ii) az anti-miR-26b ¢s az anti-miR-140 a SELP mRNS szint szignifikans
emelkedéséhez vezetett. A miR-26b thrombocyta funkcidra és vérrogképzddésre kifejtett
globdlis hatasat nemrégiben egy ApoE”’miR-26b" egérmodellben vizsgaltdk. Ez az
egérfenotipus fokozott vérlemezke adhéziot és aggregaciot mutatott, ami indukalodott SRC és
EGFR szignalizaciés utvonalhoz tarsult [296]. Ezen adatok aldtdmasztjdk a csokkent
thrombocyta miR-26b-nek a koros vérlemezke funkcioban betoltott szerepét DM2-ben. Bar a
miR-26b deficiens egerek thrombocyta P-selectin felszini pozitivitasa nem volt magasabb a WT
egerekhez képest, ugyanakkor a receptor RNS, illetve fehérjeszintii vizsgéalatat nem végezték
el [296]. Megjegyzendd, hogy a vérlemezkékben megtalalhatd tobb szdz miRNS koziil mas
miRNS-ek vagy hosszii nem kodolé RNS-ek is részt vehetnek a P-selectin expresszid
szabalyozasaban, ami tovabbi vizsgalatokat tesz sziikségessé.

A thrombocytak csokkent miRNS tartalma arra is visszavezethetd, hogy diabetesben méar

a megakaryocytdkban kevesebb érett miRNS szintetizalddik. Ezt modelleztiik magas
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gliikozkoncentraciot fenntartva a médiumban kétféle megakaryocyta sejtvonalban (MEG-01,
K562-MK), hogy az érett miRNS expressziot vizsgaljuk rovid (8-24 dra) és hosszl tava (1-4
hét) kezelést kovetden. A hiperglikémia hatdsara csokkend tendenciat lattunk a miRNS
expressziokban mindkét sejtvonalban mar 24 o6ra utan, és az 1-4 hetes kezelés végére ez a
csOkkenés még markansabba valt. A mannitol (ozmotikus kontroll) kezelés - hasonl6an masok
kontroll kisérleteihez [162] - nem befolyasolta a miRNS expresszidkat. A gliikézzal in vitro
kezelt MEG-01 sejtekben a csokkent miRNS szintek - a vérlemezkékhez hasonldan -
emelkedett P2RY 12 és SELP mRNS szintekkel jartak egyiitt 24 ora elteltével. Eredményeink
Osszhangban vannak egy régi hipotézissel, miszerint a megakaryocytdk hiperglikémids
kornyezetben koros vérlemezkéket termelnek, amelyek a megnovekedett expresszioja
glikoprotein receptorok altal konnyebben aktivalddnak a keringésben [48]. Hu és munkatarsai
vizsgaltadk MEG-01 sejtekben in vitro, illetve diabeteses patkanyokbdl izolalt
megakaryocytakban is in vivo, hogy a P2Y12 expresszid fehérjeszinten valoban fokozodik,
amiben a magas gliikkozkoncentracio altal indukalt NF-kB utvonalnak van jelentdsége [286].
Ehhez hasonl6an, a hiperglikémia az endothelsejtek miikodését is jelentésen befolyasolhatja,
amikor a koros gliikdzszint altal lecsokkentett miR-24 szint emelkedett vVWF expressziohoz és
szekréciohoz vezetett egy diabeteses egérmodellben [297]. Ezek a koros celluléris folyamatok
mind hozzajarulnak a trombotikus komplikaciok kialakulasdhoz DM2-ben [46, 49, 287].

A diabetesben tapasztalt lecsokkent thrombocyta miRNS expressziok egyik okaként - a
hiperglikémias megakaryocytdkban mért emelkedett pre-miRNS expressziok ellenére -
alacsonyabb vérlemezke pre-miRNS szintek allnak, ami Gsszeségében kevesebb pre-miRNS
atjutdsat  jelenheti a képzddd vérlemezkékbe. A masik f6 ok a csokkent
megakaryocyta/thrombocyta Dicerl enzim funkci6, amit korabban masok is kimutattak [142].
Sajat kisérleteinkben a hiperglikémias megakaryocytakhoz adott calpeptin korrigalta a gliikoz
altal lecsokkentett Dicerl szintet, ami megemelte a thrombocyta miR-223 ¢és miR-26b
expressziot. A calpain inhibitor tehat jotékony farmakologiai hatdst mutat a diabetesben
megvaltozott miRNS szintek korrigdlasdra és az ezzel Osszefiiggésben kialakult fokozott
vérlemezke aktivaciora [298]. Nemrégiben rossz glikémias statuszu betegekben a PAR4
agonista altal fokozott thrombocyta mikropartikula termelédést egy Ca?*-calpain fiiggd
mechanizmusnak irtdk el, amit a calpain inhibitor jelentdsen blokkolt [299]. A calpain
inhibitorok vérlemezke funkciot gatlo hatdsat a citoszkeletélis ,,remodelling”-en keresztiil
egyeébként mar joval kordbban - még a thrombocyta miRNS-ek azonositasa elétt - felismerték,
amikor a calpastat hatékonyan blokkolta a thrombocyta aggregaciot, szekréciot és a kitapadast

a PAR-aktivalta vérlemezkékben in vitro [300]. Osszeségében a megvaltozott megakaryocyta
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RNS szintek megalapozzék az eltéré vérlemezke RNS tartalmat és azon keresztiil a koros

aktivacios allapot kialakulasat DM2-ben (79. abra).
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79. abra A hiperglikémias kérnyezetben megvaltozott miRNS és mRNS expressziok cellularis hatasai a
megakaryocytikban és a thrombocytakban. A diabeteses csontveldben a megakaryocytdkban csokken a Dicer
aktivitas, ami alacsonyabb (pirossal jelolt) érett miRNS expresszioval és emelkedett (zolddel jel6lt) cél mRNS
szinttel jar egylitt. Raadasul ilyenkor kevesebb pre-miRNS keriilhet be az ,anyasejtb6l” a vérlemezkékbe.
Mindezek miatt megvaltozott RNS tartalmu thrombocytak képzddnek, amit a magas gliikozszint a keringésben
tovabb fokozhat az alacsonyabb Dicer szint altal. Végeredményben mindez eldsegiti a thrombocyta P2Y12
receptor és P-selectin fehérje fokozott expressziojat, ami hozzajarulhat a vérlemezkék koros aktivalodasahoz és
funkciojahoz. A gliikoz szerkezeti képlete a diabeteses koriilményeket reprezentalja. Az dbra a Biorender.com
program alkalmazasaval késziilt.

A plazma miRNS-ket potencidlis biomarkerként is vizsgéaltuk a DM2 kohorszban a reaktiv
vérlemezkék jelenlétének indirekt igazoldsdra. A miR-223, miR-126, miR-26b és miR-140
szintje a plazma mintakban is jelentdsen alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest,
amely Osszhangban van korabban megfigyelt eredményekkel DM2-ben [134, 287]. Ezzel
ellentétben nem taldltunk szignifikans kiilonbséget sem a vérlemezke, sem a plazma mintdkban

a miR-107 expresszidjaban, ami arra utalhat, hogy a hiperglikémia nem egységesen
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befolyasolja az egyes miRNS-ek szintjét. A plazma miR-495 és a miR-107 mésok vizsgalataban
sem mutatott eltérést a stroke-kal kezelt és abban nem szenvedd DM2 betegek, valamint a
kontrollok kozott [162]. A fenti eredményeink alapjan a vizsgalt keringd miRNS-ek hatékonyan
jelzik a fokozott thrombocyta aktivacio jelenlétét DM2-ben, amelyek koziil a miR-140 szint
mar obezekben is szignifikdnsan alacsonyabb volt az egészségesekhez képest, mig a miR-126
a (nem diabeteses) obezek és a DM2-s csoport kozott is jelentds kiilonbséget mutatott. Az
irodalomban csokkent keringé miR-223, miR-126, miR-24, miR-197, miR-191 és miR-21
szinteket mérték DM2-ben, amik a gyulladés ¢és az atherosclerosis sulyossagaval jol korrelaltak

[134, 166].

6.3  Emelkedo thrombocyta aktivacio obezitasban és a P2Y12 receptor altal indukalt
utvonal hozzajarulasa hiperkoleszterinémiaban

Nemcsak DM2-ben, de azt megeldzéen mar obezitasban is fokozatosan el kezd emelkedni a
vérlemezkék aktivaltsagi allapota a hipertonia, inzulin rezisztencia ¢és diszlipidémia
jelenlétében [16, 51, 301]. Aktivalt vérmezkékkel ugyanis nemcsak a mar eldrehaladott
atherosclerosisos folyamatok jarnak egyftitt (2. abra), de maga az érelmeszesedés inicialasahoz
is sziikséges koros thrombocyta funkcid, amit egérmodellben igazoltak [302, 303]. Bar a
diabetesre jellemzd thrombocyta reaktivitasrol szamtalan eredeti és Osszefoglald kozlemény
jelent meg [12, 13, 41, 42], a ,,diabetes el6szobajanak™ tekinthetd obezitasban a koagulacids
abnormalitasokrol [53, 304], a vérlemezke aktivacidos markerek szintjének valtozasarol [56,
305], illetve az ebben részt vevd vérlemezke intracellularis folyamatokrol viszont még kevés
informacio all rendelkezésre [17].

Ezért egyrészt egy klinikai vizsgéalat keretén beliil egy nagy obez betegcsoportban
analizaltuk a kiilonb6zé thrombocyta aktivaciés markerek expresszidjanak alakulasat,
figyelembe véve a korai rizikofaktorok meglétét. Masrészt a P2Y12 receptor fiiggd
thrombocyta aktivalodast tanulmanyoztuk egy hiperkoleszterinémids LDLR-deficiens
allatmodell segitségével. A DM2-s betegekhez hasonléan [259] mdar obezitasban is
egyértelmiien kimutathat6 a thrombocyta aktivitas novekedése, ami szoros dsszefliggést mutat
tobb rutinszertien mért markerrel, két klinikai indexszel (HOMA, PAI), tovabba a carotis IMT
értékével. Az utobbi paraméter egy fontos elére jelzdje a késdbbi vaszkularis torténéseknek
[306] és eldsegiti az atherosclerosis propagalasat [307]. A dohanyzas szintén nagy mértékben
befolyasolta a vaszkularis és a thrombocyta aktivacids eredményeket, mert joval nagyobb IMT

értekek mellett jelentdsen magasabb felszini CD62 pozitivitas mérhetd. Ezek az eredmények
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jol OsszevethetOk masok korabbi vizsgélataival, ahol az 0ssz koleszterin koncentracio jol
korrelalt a szolubilis P-selectin és a D-dimer szinttel [53], mig a P-selectin pozitiv vérlemezkék
szazalékos aranya erds korrelaciot mutatott a carotis IMT-vel és az artéria merevségi indexszel,
tovabba szignifikans pozitiv Osszefliggést mutatott az életkorral, a BMI-vel, a vérnyomas
szisztolés és diasztolés értékeivel, és a HgbA1C-vel [38]. Erdekes modon, a carotis IMT nem
minden pro-inflammatérikus mediatorral mutatott szoros dsszefiiggést: a CD40L és a CD40
plazma szintekkel kordbban nem talaltak erds korrelaciot carotis elzardodasban szenvedd
betegek korében [309]. Masok a szolubilis P-selectin szint szoros Osszefliggését allapitottak
meg obezitasban a BMI-vel, a HOMA indexszel, a vérnyomas értékével, az éhomi inzulinnal,
a trigliceriddel és PAI-1 szinttel [305]. A vérlemezke mikropartikuldk tekintetében - az
eredményeinkhez hasonldan - joval magasabb értékeket mértek obezekben, mint az egészséges
kontrollokban, viszont a mennyiségiik végiil nem mutatott jelentds Osszefliggést az inzulin
rezisztencia kiilonb6zé paramétereivel [310]. Ugyanakkor ischémiés stroke-ot kdvetden a
fokozott mértékben termelddott thrombocyta mikropartikuldk mennyisége nagyon jol korrelalt
az IMT eredményével [311]. Végiil megvizsgaltuk a magas szolubilis P-selectin értékek
ismeretében a P-selectin Thr715Pro polimorfizmusnak hatasat az obez betegekben ¢€s a kontroll
személyekben, mivel a Pro715-t tobben ,,protektiv’’ genotipusnak véleményezték csokkentve a
plazma P-selectin szintet a kardiovaszkularis betegekben [312, 313], sOt, az akut koronaria
szindroma kialakulasanak rizikéjat is mérsékelte [314]. Hasonldéan egy korabbi DM2-s
vizsgaltunkhoz [259], illetve egy masik kutatocsoport stroke-ban végzett tanulmanyahoz [315],
obezitasban sem taldltunk ennek a polimorfizmusnak szdmottevé szolubilis P-selectint
befolyasold hatasat.

A cukorbetegséghez tarsuld koros thrombocyta funkcido mellett [13] a kiilonbozd
sulyossagu lipidanyagcsere zavarban is jelentds vérlemezke aktivacié alakul ki [316], ami
eldsegiti az érelmeszesedés asszocialt atherotrombozis kialakulasat [302]. Ezért a thrombocyta
funkciot gatld gyogyszerek, igy a P2Y12 receptor inhibitorok jo eredményt mutattak a
kardiovaszkularis elhaldlozas rizikdjanak csokkentésében AMI-ban, DM2-ben ¢és
hiperkoleszterinémiaban [317, 318]. Régota ismert tény, hogy a statinok a lipidszint
csOkkentése mellett egyéb kedvezd hatassal is birnak, ugy, mint gyulladascsokkentd,
antioxidans és antitrombotikus (a thrombocytamembran koleszterintartalmanak csékkentésen
keresztiil) hatasokkal [319, 320]. Ezt azdta igazoltdk human [321, 322] és allatvizsgalatokban
is [323], hogy a lipidcsokkentdk jelentésen mérsékelték a vérlemezke aktivaciot mértékét
hiperkoleszterinémiaban. Ezen kordbbi el6zmények alapjan vizsgaltuk a P2Y12 receptor

indukalta szignalizaci6 szerepét kiillonbozd stulyossagl diszlipidémias egerekben, amit 8 hétig
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eltérd lipidosszetételi diétan tartott LDLR™™ és WT egerekben tudtuk megtenni. Ezt az
egérmodellt mas csoportok is hasznaltak korabban a hiperkoleszterinémia okozta cellularis
diszfunkciok analizisére [324, 325], bar tobb esetben hosszabb ideig (akar 6 honapig) kezelték
az egereket a lipid eltérések elérése érdekében [326, 327]. Az altalunk alkalmazott 2 honapos
kezelés igy is kb. 2-3x-0s 0ssz koleszterinszint emelkedést tudott kivaltani, ami megfelel az
obezitashoz  kapcsolodd  hiperkoleszterinémidnak  vagy  szubklinikusi  metabolikus
szindroménak [16]. Az LDLR " egerekben mért kb. 10x 6ssz koleszterinszint novekedés
viszont a familidris hiperkoleszterinémiara jellemzd extrém ndvekedésnek felel meg [60]. Bar
egy ilyen mértékii diszlipidémia jelentds endothelsejt karosodast is okozhatott az egerekben,
amely hozzdjarult volna a fokozott in vivo atherotrombdzishoz, mi itt célzottan mosott
thrombocyték feldolgozasaval csak a vérlemezke aktivaciora fokuszaltunk.

Megvizsgaltuk az LDLR ™~ egerekben a 2MeSADP és AYPGKF agonistakkal indukalt
vérlemezke aggregaciot, az allbP3 integrin aktivaciot, és az a-, illetve 5-granulum szekréciot a
WT egerekhez hasonlitva, és az tapasztaltuk, hogy a ndvekvd koleszterinszintekkel egyre
kérosabb vérlemezke aktivacio detektalhatd. Kiemelendd, hogy jelentésen indukalddott a
vérlemezkék aggregacidja, ami megfelelt masok altal publikalt eredményekkel, amely szerint a
magas zsirtartalmu diétan tartott LDLR ™~ egerekben nagyobb és tobb vérrogot talaltak in vivo
Osszehasonlitva a normdl koleszterinszintet mutatd kontroll egerekben [327]. Ezzel
parhuzamosan az ATP szekrécid szignifikdnsan ndtt, ami tovabb triggerelte a thrombocyta
reaktivitast a Gj szignalizacion keresztiil [328]. A P-selectin expresszié emelkedése szintén
kimutathat6 volt a hiperkoleszterinémias egerekben, hasonloan az ilyen kérképben szenvedd
betegekhez [259, 316], ugyanakkor a Western diétan 1évé WT allatoknal, illetve a standard
(,,chow”) diétan tartott LDLR™" egereknél a sajat kontroll mintdkhoz képest nem volt
szignifikans kiilonbség. Aramlési citometriaval a JON/A antitest kotodésével kovettiik az
allbB3 integrin aktivaciot, ami szintén fokozatosan nétt a stilyosbodé diszlipidémiaval tarsult
koéros vérlemezke funkcidval. Ezek alapjan a P2Y 12 receptor medialt utvonal sokkal inkabb az
allbB3 integrin aktivaciojat és a o-granulum szekréciot befolydsolja ilyen metabolikus
koriilmények kozott és kevésbé fontos az a-granulum szekrécioban. A TXA: szintézis is
jelentdsen nétt a kiilonbdzd nagysagu koleszterinszint eltérést mutatd egerekben szemben a
normal lipidanyagcseréjii egerekkel, ami még jobban stimuldlja a Gq-medialt thrombocyta
aktivacios folyamatokat tovabbi szekrécion keresztiil [329]. Ezekkel az indukalt funkcionalis
valtozéasokkal jol korrelalt, hogy a hiperkoleszterinémias egerekben a Gi-hoz kotott Gitvonalon

keresztiil fokozott volt az ERK ¢és az Akt fehérjék foszforilacidja. Az eldbbi a TXA: szintézis,

crer
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munkatarsai kordbban hasonl6 0sszefiiggéseket talaltak, amikor a P2Y 12 receptor inhibitor (pl.
clopidogrel) hasznalataval jelentdsen csokkent a PAR-indukélt TXA» termelddés, amit a cPLA»
aktivitassal valo interferencidval magyaraztak [331]. Ugyanakkor az egérkisérleteinkben a
vérlemezke aktivacio mértéke nem kizdrolagosan a TXA» altal novekedett, hiszen a TXAx
termelddés blokkoldsa mellett is fokozddott a thrombocyta reaktivitas. A P2Y12 receptor
gatlasakor altalunk is tapasztalt jelentds aggregacio csokkenés alatamasztja ezen gyogyszerek
jelentéségét a diszlipidémidban szenvedd betegek kezelésében [318]. Allatkisérletes
vizsgalatokban ezt masok is megfigyelték, amikor diszlipidémids ApoE~’~ egerekben a
clopidogrel kezelés jol gatolta az atheroma kialakulasat [332]. S6t, ennek a receptornak a
cigaretta fiist altal kivaltott adverz vérlemezkefunkcio eltérések kialakulasaban is felvettették a
szerepét, amit szintén ApoE™~ egerekben tanulmanyoztak [333]. Végiil Evan és munkatarsai
P2Y 127~ egerekben igazoltak a receptor FeCl; altal indukalt neointima képzédésben betoltott
funkcidjat, mivel ezek a deficiens allatok joval kisebb mértékben mutattak érfal elvaltozasokat
a WT egerekkel szemben [334]. A sejtmembranban ,lebegd” lipid tutajok és néhany
thrombocyta szignalizacios folyamat, pl. maga a P2Y 12 receptor medialt Gitvonal koz6tti szoros
funkcionalis kapcsolat szintén egy fontos promotélo koriilmény obezitdsban [335], amit az is
alatamaszt, hogy a metil-béta-ciclodextrinnel végzett membrankoleszterin deplécio jelentdsen
csokkentette az ADP-indukalt vérmezke aggregéciot [65], illetve a megndtt zsirbevitel a
sejtmembranok koleszterintartalmat is emeli tobb arachidonsav termelédését okozva [336]. A
legijabb allatkisérletes adatok alapjdn mar az enyhe hiperlipidémia is egyiitt jarhat fokozott
kollagén-indukalta thrombus és fibrin képzddéssel, amit normal diétan tartott LDLR ™~ és
ApoE™" egerekben - minimdlisan eltérd proteom, de jelentésen megvaltozott lipidprofil
jelenlétében - mutattak ki a WT egerekhez képest [337]. Mindezen kisérletes adatok
megerdsitik azon eredeti hipotézisiinket, hogy a P2Y12 receptoron keresztiil lejatszodo koros
intracellularis folyamatok hozzajarulnak a hiperkoleszterinémiara jellemzd fokozott

thrombocyta reaktivitdshoz (80. abra).
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80. abra Hiperkoleszterinémias egerek thrombocyta mintaiban a P2Y12 receptor medialt utvonal mentén
tapasztalt koros vérlemezke aktivacios torténések osszefoglalasa. Pirossal az altalunk vizsgalt és korosnak
igazolt folyamatokat tiintettiik fel. A koros intracellularis eltérések eredményeként fokozott aggregacid és o-
granulum szekrécid, megndtt allbB3 integrin aktivacio, valamint tobb TXAz szintézise kovetkezik be. Az abra a
Biorender.com program segitségével keriilt megszerkesztésre.

Természetesen a fentiekben ismertetett talzottan aktiv P2Y 12 receptor fiiggd folyamatok
mellett a kordbban vizsgalt ApoE-R2’ és CD36 receptorok [63, 64] és a thrombocyta-lipid
interakci6 eredményeként indukalodd egyéb koros vérlemezke aktivacids események is
bekovetkeznek diszlipidémidban, tobbek kozott fokozott mitokondridlis ROS szintézis, illetve
lipid oxidacié és peroxidacid, és mindezek egyiitt vezetnek a rendellenes thrombocyta

aktivaciohoz obezitasban [338].

6.4  Megvaltozott megakaryocyta-thrombocyta miR-26b és SELP expresszio fokozza a
koros vérlemezke funkciot, illetve a vérlemezke miR-223 csokkenti az ICAM-1 expressziot
az aktivalodott endothelsejteken szeptikus koriilmények kozott

A szervezet kiilonféle ingerekre tulzott mértékben fejthet ki szisztémas valaszreakciot.
Amennyiben ez fertdzés miatt alakul ki, szepszisnek nevezziik, aminek szamos vaszkularis,
metabolikus €s cellularis rendellenesség, sot esetenként extrém mennyiségi citokin termelddés

¢s felszabadulés (n. citokin-vihar) lehet a kovetkezménye [66, 339]. A szepszises folyamatok
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altal indukalt endothelsejt aktivacid és karosodas vaszkularis gyulladassal és fokozott
permeabilitassal, mig a thrombocytak talzott aktivaloddsa hemosztazis zavarral és trombotikus
komplikéaciokkal jarhat egyiitt [340] (11. abra). Az aktivalt vérlemezkék nemcsak a
trombusképzddés eldsegitésében jatszanak fontos szerepet, hanem mikrovezikulak és szamos
bioaktiv anyag (pl. ADP, TXA:, citokinek, kemokinek stb.) szekretalasaval kozvetleniil
befolyasoljak a sziv- és érrendszer sejtjeinek funkcioit [69] (5. abra). Ezen feliil, bar a
thrombocytak sejtmaggal nem rendelkeznek, a megakaryocyta-eredetii RNS-ek nagy készletét
hordozzék magukban és juttatjak el mas sejtekhez bizonyos stimulusok hatasara [130].

A gyulladasos folyamatok indukalasaban kulcsszerepet jatsz6 TLR-ek koziil a TLR4
receptor is megtaldlhaté mind a thrombocytdkon, mind a megakaryocytdk felszinén [89],
aminek az egyik legfontosabb ligandja az LPS [90]. Ennek koszonhetden szdmos korabbi in
vitro vizsgalat [83, 85, 341-344] tanulmanyozta a vérlemezkék aktivalhatosagat E. coli eredetii
LPS hatasara egy meglehetdsen széles agonista koncentracidtartomanyon beliil és véltozatos
kisérleti koriilmények kozott. Talan emiatt is, de eltérd eredményeket kozoltek ezen a téren, és
még az sem volt bizonyos, hogy az LPS képes-e direktben, vagy csak leukocyta-dependens
modon befolyasolni a thrombocyta aktivacidt annak ellenére, hogy a bakterialis hatdsok
szempontjabol a legfontosabb TLR a vérlemezkéken a TLR4 receptor [86]. A klinikai
szempontbol relevans Gram-negativ baktériumok (pl. E. coli) valtozatos felépitésii LPS
molekuldkat termelnek, amelyek valtozo szamu poliszacharid egységekbdl épiilnek fel [345].
Az un. S-LPS (,,smooth LPS”) lipid A-bol, core-oligoszacharidbol és O-poliszacharidbol all,
mig az Re-LPS-bdl (,,rough LPS”) hidnyoznak az O-poliszacharid lancok. Az E. coli eredetii
S-LPS-sel koradbban ellentmondasos eredményeket taldltak a vérlemezke aktivaciora
vonatkozoan [83, 85, 341-344]. Ezzel szemben a S. minnesota eredetii Re-LPS (Re595) ugyan
hatékonyan aktivalta a TLR4 receptort expresszalod hizosejteket [345], a huméan monocytakat
¢s neutrophileket hasonl6 aktivitassal, mint az S-LPS [346], viszont nem volt ismert, hogy ez
az LPS forma vajon indukal-e vérlemezke aktivaciot is. Ezért kiilonb6z6 thrombocyta marker
valtozasan keresztiil megvizsgaltuk az Re-LPS (Re595) hatdsat PRP mintdkban, és a kapott
eredményeinket Osszevetettiik a masok altal kordbban hasznalt E. coli eredetli S-LPS-sel
(O111:B4) [83, 85, 341-344].

Miutén igazoltuk a Re-LPS és az S-LPS prokoagulans aktivitasat, megvizsgaltuk az LPS
kotédését a vérlemezkékhez, amit FITC-cel jelolt Re-LPS kotddési vizsgalattal ellendriztiink
aramlési citometriaval, és jelentésen emelkedett MFI értéket kaptunk a pozitiv sejteknél. Az

LPS kotddése jelentdsen novelhetd volt TRAP aktivacio jelenlétében, mivel a TLR4 mellett az
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ilyenkor expresszalodo P-selectin receptor (CD62P) szintén részt vett az LPS megkotésében,
ahogy ezt kordbban masok is talaltak [341].

Onmagaban egyik LPS forma sem tudott thrombocyta aggregaciot kivaltani még 10-60
perces eldkezelést kdvetden sem, vagy akar kozvetleniil az aggregaciot megelézéen a PRP
mintdkhoz adva, mint az elézdekben probaltak [342]. Ezzel szemben az Re-LPS, de nem az S-
LPS, fokozta a szubmaximalis koncentracioban hasznalt TRAP indukalta vérlemezke
aggregaciot. A parhuzamosan mért felszini CD62P és CD40L pozitivitds tekintetében nem
tapasztaltunk P-selectin expresszid emelkedést egyik LPS forma hatdsara sem dsszevetve a nem
kezelt mintdkkal. Ugyanakkor a szintén a-granulum eredeti CD40L receptor expresszid -
magas Re-LPS koncentraci6 hatasara - szignifikdnsan emelkedett MFI értékeket mutatott, mig
az S-LPS nem befolyasolta ezt ellentétben korabbi kozleményekkel [85, 344]. A thrombocyta
mikropartikulak mennyisége jelentdsen nétt onmagédban az Re-LPS hatasara, illetve a TRAP-
pal valo egyiittes stimulaciora, ugyanakkor az S-LPS-nek sem szinergista, sem gatl6 hatasa nem
volt a mikropartikula szintekre, mint ahogyan errél masok is nyilatkoztak kordbban [347]. A
fentiek alapjan a két kiilonbozé LPS forma eltérd méddon befolydsolja a vérlemezkék
miitkodését.

Ertékeltiik az Re-LPS kotddésének tovabbi koriilményeit is a sajat in vitro beéllitasaink
kozott. Ellendriztiik, hogy ez az LPS forma képes-e interakcioba 1épni a thrombocyta TLR4
receptorral CD14 nélkiil is. A S-LPS aktivaciohoz biztosan sziikséges a CD14, hogy kotédjon
a TLR4-hez [345, 348]. Mivel a thrombocytdk nem expresszalnak CD14-t [341], ezért
megnéztiik, hogy a szolubilis CD14 sziikséges, illetve alkalmas-e, hogy az Re-LPS modulalja
a vérlemezke aktivaciot. Ezért gél-filtralt vérlemezke mintakat aktivaltunk Re-LPS-sel és
TRAP-pal, fibrinogén mellett, LBP és szolubilis CD14 jelenlétében vagy hidnyaban. Azt
tapasztaltuk, hogy az Re-LPS és TRAP stimulélta vérlemezke aggregacié nem volt tovabb
fokozhaté az LBP és szolubilis CD14 elkezeléssel. gy megerdsitettiik méasok korabbi
eredményeit, miszerint az Re-LPS CD14 nélkiil is kotddik a TLR4-hez [345]. Szemben tehat a
S-LPS-sel, az Re-LPS-nek tényleg nem sziikséges CDI14, és igy is képes aktivalni a
thrombocytakat. Osszeségében megéllapithatd, hogy bar mindkét LPS forma biolégiailag aktiv,
de csak az Re-LPS volt képes modulalni a vérlemezkék aktivaciojat.

Szepszisben nemcsak a keringd vérlemezkék, de a csontvel6i sejtek, igy a
megakaryocytdk is ki vannak téve a gyulladdsos mediatorok direkt hatisanak a TLR4
receptoron keresztiil [89]. Mindez a megakaryocytdk abnormalis mikodéséhez és ennek
eredményeként akar az jjonnan termel6dd thrombocytak megvaltozott funkcidjahoz és fehérje

szintézis¢hez, pl. a granzyme B fokozott expresszidjdhoz ¢és kovetkezményes
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lymphotoxicitdshoz vezet [349]. Ezen feliil a TLR2 receptoron keresztiill indukalodo
intracellularis folyamatok szabalyozzék a megakaryocytdk miikodését is, ami kihathat a
megakaryocyta-thrombocyta vonal miikodésére, igy pl. fokozott GPIb receptor és COX-2
enzim expressziot okozva [88]. Ugyanakkor a TLR4-medidlta megakaryocyta funkciod
eltérésekrdl és annak thrombocytakban észlelhetd kovetkezményeirdl még kevés informacio all
rendelkezésre. Két korabbi vizsgéalat soran, amikor egereket 1 hétig alacsony (szubletélis)
dozist LPS-nek tettek ki, az ex vivo thrombocyték az id6 eldérehaladtaval fokozatosan novekvo
aktivaciot mutattak, ami emelkedd felszini P-selectin pozitivitdst és nagyobb aggregicios
hajlamot eredményezett. Mindezt a szerzok az LPS-nek a megakaryocytdkra kifejtett direkt
351]. Osszeségében minden olyan trigger, amely a megakaryocytékat érinti a csontvelSben, a
thrombocyték ,,eléaktivalt”, protrombotikus fenotipusahoz vezethet szepszisben a vér nagyobb
prokoagulans aktivitasa mellett [68, 69, 77].

Az elmult években a miRNS-ek finomszabalyozd szerepe a tudomanyos érdeklédés
kozéppontjaba keriilt nemcsak a thrombocytdk, de a megakaryocytdk miikodésének
vonatkozasdban is [140, 151, 352]. A kozelmultban keriilt publikalasra, hogy a thrombocyta
miR-27b képes szabdlyozni a trombospondin-1 szintézisét [252], mig a miR-15a a
megakaryocytakban moduldlja a GPVI altal kozvetitett allbB3 integrin aktivacidt és az a-
granulum szekrécidt [150]. Ugyanakkor szdmos megakaryocyta-vérlemezke funkci6 és fehérje
expresszio esetében még nem ismert a miRNS-ek finomszabélyozd szerepe az egyes
korképekben.

Ezért els szepszises vizsgalatsorozatunkban szeptikus betegektdl izolaltunk nagy
tisztasagu, fehérvérsejt-depletalt thrombocytakat, és 3 szeptikus beteg vérlemezke mintdjaban
miRNS-profilt analizaltuk TagMan OpenArray modszerrel. Az egészséges személyekhez
viszonyitva 121 miRNS csokkent, mig 61 fokozott mértékben expresszalodott a szeptikus
vérlemezkékben. A szeptikus csoportban a fokozott thrombocyta aktivacié hatterében
detektaltuk a fokozott SELP gén (P-selectin) expressziojat szabalyozé miR-26b csokkent
szintjét, mint ahogyan elOtte diabeteses vérlemezke és hiperglikémids megakaryocyta
sejtkultiraban tettiik. A miR-26b expresszidja rdadasul jelentdsen alacsonyabb volt azoknal a
betegeknél, akiknél szeptikus sokk alakult ki, illetve akik 28 napon beliil elhalaloztak. Ezért ez
a thrombocyta miRNS egy ¢érzékeny 10j biomarkernek bizonyul a szepszishez tarsuld
thrombocyta reaktivitas eldrejelzésében igy, mint a thrombocyta miR-223 és miR-146a

koronéria betegségben vagy diabetesben [ 162, 164]. Ezen tulmenden a periférids vérsejtek miR-
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199b szintje jol korrelalt a szepszis sulyossagéaval, mig az exoszomalis miR-125b, valamint a
plazma miR-150 eldre jelezte a szepszis progresszidjat [170, 353].

A szeptikus vérlemezkék a magas felszini P-selectin pozitivitds mellett szignifikdnsan
megnovekedett SELP mRNS expressziot is mutattak a kontrollokhoz képest megemelkedett
ILIB expresszid mellett, amely utobbit kordbban szeptikus vérlemezkékben leirtak [111].
Fontos kiemelni, hogy amikor a thrombocytak méretét és reaktivitasat kifejez6 MPV értékek
[354] alapjan tovabb elemeztiik a SELP expressziot a betegek vérlemezke mintaiban, magasabb
SELP mRNS szintet talaltunk azoknal, akiknél a vérlemezkék nagy MPV értéket mutattak (>
11,1 fL). A nagyobb vérlemezkék altaldban tobb granulumot és RNS-t is tartalmaznak, ezaltal
valdban reaktivabba valhatnak, mint a kisebb thrombocytak [355]. Bar ezeknél a betegeknél a
SELP expresszi6 nem korrelalt szignifikdnsan a szepszis sulyossagaval ¢és kimenetelével, a
megnovekedett MPV értékek eldre jelezték a betegség prognédzisat [356]. A P-selectin
expressziot eldsegitd megnovekedett SELP mRNS szint mellett viszont magasabb P-selectin
fehérjetartalmat is detektdltunk a szepszises thrombocyta lizdtumokban, amihez hozzajarul a
megakaryocytdk ¢és a vérlemezkék megvaltozott miRNS és mRNS expresszidja. Egy
peritonealis szepszises allatkisérletben az egér vérlemezkék 48 6ran at emelkedd P-selectin
pozitivitast mutattak [357]. Az aktivalt thrombocytak felszinén a fokozott P-selectin expresszid
nagymértékben részt vesz a heterotipikus aggregatumok kialakuldsaban, ami mikrovaszkularis
trombdzishoz vezethet [78]. A thrombocyta P-selectin blokkoldsa a CD11b receptor egyideji,
neutrophileken  tortént gatldsdval hatékonyan gatolta a  thrombocyta-neutrophil
kolesonhatasokat szeptikus sokkban [358]. Osszeségében a vérlemezkékben indukalodd SELP
gén expresszigja még inkabb hozzijarulhat a sejt-sejt interakciok nagyobb mértéki
kialakuldsédhoz [19], és ezéltal a P-selectin receptor 11j terapias célpontot jelenthet szepszisben.
A kiilonboz6 (P-)selectin specifikus blokkol6 antitestek lehetséges alkalmazhatosagat a 2012-
es Osszefoglald kozleménytiink 1. tabladzataban gylijtottiik dssze.

A szepszis vérlemezke transzkriptomat érintd hatasat nemrégiben karakterizaltak [359],
ugyanakkor kevés tanulmany foglalkozott eddig a megakaryocytdkat kozvetleniil érintd
szepszises folyamatokkal, amely megvaltozott RNS expressziot eredményezhet nemcsak
benniik, hanem a keringd vérlemezkékben is [349, 360]. Ezért részleteiben megvizsgaltuk az
LPS altal kivaltott transzkripcids valtozasokat egy régota alkalmazott, konnyen fenntarthato, és
jol kezelheté megakaryocyta modellrendszerben [249-253], a MEG-01 sejtekben. A szepszis
sordn a vérlemezkékben emelkedett ITGA2B mRNS expressziot figyeltek meg mind a human,
mind az egér vérlemezkékben, ami az allb thrombocyta fehérje de novo szintézisét

eredményezte az allbf3 integrin tartds aktivacidjaval [360]. Ennek érdekében a MEG-01
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sejtkultirakat 4 oran keresztiill LPS-sel stimuldltuk a megakaryocyta transzkriptoma
elemzésére. Az LPS indukélja az NF-kB utvonalat a MEG-01 sejtekben [89], amelyet a p65
szekvenalassal 1060 szignifikdnsan csokkent és 354 nagyobb mértékben expresszalodo
transzkriptet detektaltunk. Ezen eredmények alapjan a SELP-et az 50 legnagyobb valtozast
mutatd gén kozott azonositottuk. Ezt kovetden validaltuk a SELP expresszio valtozasat LPS-
stimulalt MEG-01 sejtekben RT-qPCR-ral, ami szignifikdns emelkedést mutatott. A fenti
adatokbol arra kovetkeztethetlink, hogy a szepszis kialakulasa soran a csontveld érintettsége
okan jelentds intracellularis folyamatok és génexpresszios valtozasok kovetkeznek be a
megakaryocyta-thrombocyta  tengelyben, ami véltozatos fenotipusi  vérlemezkék
termelodéséhez vezethet [89]. Ezt a mechanizmust a fokozott vérlemezke aktivaciora
vonatkozdan akut koronaria szindromaban is felvetették korabban [354].

Jelen kisérleteinkben az LPS-sel aktivalt MEG-01 sejtekben a miR-26b szint a
normalhoz képest jelentdsen alacsonyabb volt, hasonldan az ex vivo szeptikus vérlemezkékhez.
Mukai és munkatarsai szerint kardiopulmonalis bypass miitét utan a thrombocyta miR-10b és
miR-96 fokozott expresszidja csokkentette a GPIB és VAMP8 mRNS expressziot, valamint az
azok altal kodolt fehérjék szintjét, ami thrombocyta diszfunkciét okozott [361]. A miR-26b-
nek a SELP mRNS expressziora gyakorolt funkciondlis hatasat ezen gyulladasos koriillmények
kozott MEG-01 sejtekben erdsitettiik meg specifikus miRNS mimic segitségével, amit azota
masok is igazoltak egy allatmodellben [294].

Bar mas gyulladasos korképben (pl. theumatoid arthritis) csokkent DICER expressziot
mutattak ki, amely jelentdsen megvaltoztatta a miRNS expressziokat és ezen keresztiil a
gyulladasos valaszreakciot [362], szepszisben ilyen adatok el6ttiink nem alltak rendelkezésre.
Vizsgalataink sordn a Dicerl fehérjeszint csokkenését figyeltiik meg az ex vivo szeptikus
betegek thrombocyta lizatuméaban western blottal, mig az in vitro LPS-stimulalt MEG-01 sejtek
szintén alacsonyabb Dicerl expressziot mutattak fluoreszcens mikroszkoppal. A Dicerl enzim
mitkddésének kozvetlen vizsgalata siRNS-sel végzett géncsendesitéssel tortént, valamint a
calpain 1 és calpain 2 specifikus inhibitorral, a calpeptinnel. Eredményeink alapjan szepszisben
csokkent Dicerl szint alakul ki, ami csokkentheti a miR-26b szintet, és ezaltal emelkedik a
SELP mRNS expresszid6 mind a vérlemezkékben, mind a megakaryocytdkban. Ennek
megfeleléen az LPS-re vagy TNF-o-ra adott valaszként megemelkedett intracellularis Ca?*-
koncentracio6 olyan calpain funkcidhoz vezet, amely hasitja a Dicerl enzimet, és igy kevesebb
érett miRNS termelddik [363]. Amikor a calpain aktivitasat blokkoltuk, és a Dicer] hasitasat a

calpeptin megakadalyozta, az érett miR-26b szintek visszarendezédtek a MEG-01 sejtekben.
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Ennek megfeleléen stlyos akut gyulladas soran a vérlemezkékben és megakaryocytakban
jelentdsen csokkenhet a Dicerl aktivitas, jelentdsen atirva a miRNS-ek profiljat. De csokkent a
Dicerl enzim szint kronikus inflammacidban is, igy DM2-ben, amit mi is és masok is
kimutattak [142], hasonl6an a hiperglikémias kornyezetben tartott a MEG-01 sejtekben. Ezen
eredményeink alapjdn szepszisben a megakaryocytakban és a vérlemezkékben lecsokkent
Dicerl szint alacsony miR-26b expressziot eredményez, ami emelkedett SELP expressziohoz
vezet, igy hozzéjarulhat a vérlemezkék fokozottabb aktivacids allapotanak kialakuldsdhoz. Gén
ontologiai elemzést is végeztiink, amely alapjan a SELP gén részt vesz szamos gyulladasos
valaszreakci6 kialakitasaban. A periférids vérsejtekben kimutatott magas SELP expressziot
proinflammatorikus kockazati tényezoként irtdk le reumads iziileti gyulladdsban [364], valamint
asztmaban [365], tovabba egy friss szérum proteom vizsgalat alapjan a SELP fehérje egy
prokoagulans prognosztikai faktor esszencialis thrombocytopénidban [366].

A thrombocytak aktivalodasat a mikropartikulak leftizddése €s ily modon a vérlemezke
miRNS-ek szekrécioja kiséri. A kiszabadult miRNS-ek bejuthatnak a macrophagokba [367] és
az endothelsejtekbe [159], ahol szabalyozhatjak a kiilonbozd gyulladasos folyamatokat és a
sejtadhézids molekuldk expresszigjat [368]. Korabbi eredmények alapjan kidertilt, hogy a miR-
223 HDL-hez kotott formaban képes in vitro reguldlni az ICAM-1 expressziot HCAEC
sejtekben [132], mig a thrombocyta miR-320b jelentdés parakrin hatast kifejtve az
endothelsejteken szintén az ICAM-1 receptor felszinen valé megjelenését modulalja AMI-ban
[180]. Ezek a korabbi adatok is azt bizonyitjak, hogy a keringd miRNS-ek - bejutva mas
sejtekbe - képesek kivaltani az apoptozist, a sejtproliferaciot, a migraciot és az inflammatorikus
folyamatok lejatszodasat az endothelsejtekben [155]. Azonban nem allnak rendelkezésre olyan
eredmények, hogy a thrombocyta miR-223 szeptikus koriilmények kozott miként tudja
befolyasolni az endothélium ICAM-1 expresszidjat. A vizsgéalathoz hasznalt szepszises mintdk
vérlemezkéinek fokozott aktivalodasat ezittal is a magas felszini P-selectin expresszidval
igazoltuk, ami megnovekedett mikropartikula szdmmal jart egyiitt a kontrollokhoz képest. A
szolubilis ICAM-1 szintet vizsgélva a szeptikus szérumokban szignifikans emelkedést talaltunk
a kontroll csoporthoz képest, ami az endothelsejtek fokozott aktivaciojat jelzi [173]. Ezt
kovetéen a miR-223 expressziojat RT-qPCR segitségével vizsgaltuk a bevont betegek
vérlemezkéiben, plazmdjaban és izolalt mikropartikula mintdiban. A miR-223 expresszid
csokkent szintet mutatott a szeptikus thrombocytdkban, mig a keringd miR-223 expresszid
mind a szeptikus plazma mintdkban, mind az izolalt vérlemezke mikropartikula mintdkban
emelkedett volt a kontroll mintadkhoz képest. Feltételeztiik, hogy az alacsonyabb thrombocyta

miR-223 szint masik oka - az eldz6ekben bemutatott mechanizmusok mellett - a miRNS
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felszabadulasa lehet a plazmaba részben a mikropartikulakon keresztiil ilyen sulyos gyulladasos
koriilmények kozott. Ezért LDP mintakat magas TRAP koncentracidval in vitro stimulaltuk,
amely modellezte a szepszisben fokozott thrombinképzddés altal indukalt vérlemezke
aktivaciot [369], és a thrombocyta ,,pellet”-ben és feliilliszoban is megvizsgaltuk miR-223
expressziot. A TRAP-pal aktivalt thrombocytdkban a miR-223 expresszio szignifikdnsan
csokkent a nem kezelt mintdhoz képest, mig a feliiluszoban megemelkedett miR-223 szintet
figyeltiink meg a kezelés utdn. Ennek megfeleléen azt gondoljuk, hogy a thrombocyta
aktivalodasakor a mikropartikuldkban 1évé miRNS atvitele valéban megtorténik a keringésbe.
Egy hasonl6 tanulmanyban beszdmoltak arrdl, hogy a thrombin altal kivaltott vérlemezke
aktivaciokor keletkezett exoszomak is miR-223-ban gazdagok [181]. Masok vizsgalata szerint
a thrombin aktivacio a cel-miR-39 expresszidjanak jelentds emelkedését okozta a vérlemezkék
feliiluszojaban, ami az intracellularis miR-39 tartalom kikeriilését jelentette [180].

Mivel az endothélium a keringd mikrovezikula tartalom fontos célpontja a sziv- és
érrendszeri megbetegedésekben, valamint a gyulladdsos korképekben [155], ezért mi is
megvizsgaltuk és detektaltuk a miRNS-ek thrombocyta eredetli mikropartikuldkon keresztiili
bejutasat az endothelsejtekbe. A HCAEC sejteket egylitt tenyésztettiik szepszises, illetve
kontroll egyének mintaibol izolalt mikropartikulakkal. Azt tapasztaltuk, hogy 24 6ra elteltével
nagyobb mértékii volt a szepszises mikropartikulak felvétele az endothelsejtekbe, mint a
kontroll mintak esetében. Korabbi tanulmanyok dokumentaltdk a normal mikropartikuldk és
exoszomak internalizacidjat a HUVEC sejtekbe [159, 181]. Jelen tanulmdnyunkban a szepszis
eredeti thrombocyta mikropartikula fokozott internalizacidjardl szamoltunk be az
endothéliumba, amely 4 °C-on gatolhaté volt. Ezt az inhibiciot kordbban mas kutatok is
alkalmaztdk, ahol a cél az endocitdzis megakadalyozasa volt [260, 261]. Ezutan megfigyeltiik
a szepszises mikropartikuldk hatdsat az endothelsejtek mitkddésére a ,,szekretalt” miRNS-ek
révén. A HCAEC sejteket elokezeltiik szepszises vérlemezke-eredeti mikropartikuldval,
amelyek megnovekedett miR-223 expressziot mutattak, mig az ICAM1 mRNS expresszid
csokkent. Ezzel parhuzamosan a TNF-a-val eldkezelt HCAEC sejteket in vitro inkubaltuk
TRAP stimulacidval ,elééllitott” mikropartikula mintdval. Maga a TNF-o eldkezelés
csokkentette a miR-223 expresszidjat és emelte az ICAM1 mRNS szintet a kontroll mintdhoz
képest, mig a TRAP-aktivalt mikropartikuldk jelenlétében a magasabb miR-223-at csokkent
ICAM1I expresszioval detektaltuk. Az endothelsejtek feliiliszojaban a szolubilis ICAM-1
protein mennyiségét a TNF-a ndvelte, mig a TNF-a és mikropartikulak egyiittes kezelése 24
ora elteltével szignifikdnsan csokkent fehérje koncentraciot eredményezett. Ezen kiviil a jégen

(4 °C-on) tartott HCAEC sejtekben a miRNS expresszid nem valtozott, mig 37 °C-on a miR-
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223 szint emelkedett volt a mikropartikula nélkiili kontroll endothelsejt mintdkhoz képest. Ezek
az eredmények egylittesen megerdsitik, hogy a miR-223-at hordozé mikropartikulak
endocitozisa egyértelmiien ndveli a miRNS expresszidjat az endothelsejtekben. Ezen kiviil a
thrombocyta mikropartikuldk altal atjutott miR-223 képes a gyulladasos koriilmények miatt
indukalt ICAM-1 receptor expressziojat csokkenteni az endothelsejtekben. Korabbi
eredmények alapjan a thrombocyta eredetti miR-223 képes szabalyozni az EFNAI és FBXW7
ICAM-1 expressziot nemcsak a miR-223 szabalyozza, hanem méas miRNS-ek, példaul a miR-
141 is, ami csokkentette az ICAM-1 expresszidjat a szivizom ischémia-reperfizios sériilésének
kivédése érdekében [182]. A miR-223 ugyanakkor mas receptor, igy pl. az inzulinszerii
novekedési faktor 1 (IGF-1) receptoranak expresszidjat is szabalyozza a vaszkularis
simaizomsejteken [370].

A miRNS expresszidjanak molekularis mechanizmuséanak tovabbi tisztdzasa érdekében
ezekben a kisérletekben is vizsgaltuk, hogy torténik-e fokozott miRNS transzkripcid, illetve a
Dicerl enzim esetleges fokozott szintje hozzajarul-e a szepszises mikropartikuldkkal kezelt
HCAEC sejtek fokozott miR-223 expresszidjadhoz. Azt tapasztaltuk, hogy az érett miR-223
jelentdsen emelkedett, mig a pre-miR-223 szint nem valtozott a mikropartikulak jelenlétében,
mig a DICERI gén siRNS-sel val6 csendesitése utan is az érett miR-223 szint még mindig
jelentdsen emelkedett volt a mikropartikulak jelenlétében a HCAEC sejtekben. Osszességében
tehat a megnovekedett miR-223 szint a mikropartikuldk altal szallitott miRNS kovetkezménye
volt, ami arra is utal, hogy sem transzkripcid, sem a Dicerl enzim szint valtozasa nem jarult
hozza ezen gyulladasos koriilmények kozott tartott endothelsejtek megvaltozott miR-223
expresszidjahoz.

Végiil a miR-223 leukocyta-endothelsejt interakciora gyakorolt funkciondlis hatdsanak
megértése érdekében végeztiink kisérletet. Az endothelsejtek felszinéhez kotott PBMC-k
mennyisége kb. 30%-kal csokkent, amikor elOkezelésként szepszisbdl szarmazd
mikropartikulakat adtunk a HCAEC sejtekhez. Mivel tobb receptor is részt vesz a leukocyta-
endothelsejt interakcidban [176], ezért ennél nagyobb mértékii csokkenésre nem szamitottunk.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PMP-k a miR-223-on keresztiil mérsé¢kelik az ICAM-1
expressziot az endothelsejteken, ami kevesebb leukocyta-endothelsejt interakciot eredményez.

A két szepszises vizsgalatunk és mésok eredményeinek dsszesitésébdl azt gondoljuk,
hogy a szepszis soran felszabadulé bakterialis mediatorok (pl. LPS) és citokinek (pl. IL-1[3, IL-
6) nemcsak a vérlemezkéket stimulaljak a keringésben, ami fokozott thrombocyta aktivacidhoz

vezethet, hanem a csontveldbe bejutnak és a megakaryocytdk mitkddésére is hatassal vannak:
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fokozhatjak (pl. TNF-a) [371] vagy éppen gétolhatjak a megakaryopoiesist és thrombopoiesist
(pl. IFN-a) [372]. Hasonl6an, egy coecum ligacids €s punkcios (CLP) szepszises egérmodell
szerint az LPS is képes penetralni az allatok csontveldjébe és a megakaryocytak fokozott IL6
mRNS expressziét mutattak [373]. Mindennek koszonhetéen megvaltozott mitkddést,
protrombotikus 11j vérlemezkék termelddnek, amit nemcsak bakterialis szepszisben [349, 360,
373], hanem koronavirus-betegség 2019 (COVID-19) betegségben is nemrégiben leirtak [374].
Ezek a thrombocytak mar eleve egy ,.eldaktivalt” allapotban vannak és megvaltozott RNS
expressziojuk révén prokoagulans fehérjéket, pl. P-selectint (csokkent miR-26b/emelkedett
SELP mRNS 4ltal) vagy allb integrint (magas ITGA2B mRNS 4altal) tudnak Gjonnan termelni
[360]. Ezzel parhuzamosan az aktivalodott vérlemezkék mikropartikuldkat szekretalnak,
amelyekbe a miRNS tartalmuk is bepakolodik, ami igy eljut a keringésen keresztiil mas
sejtekhez, pl. az endothelsejtekhez megvaltoztatva azok mitkddését, fehérje expressziojat [155].
Tehat szepszisben a megvaltozott thrombocyta miRNS expressziok kialakitdsaban mindkét
mechanizmus egyszerre részt vehet. Ugyanakkor érdekes adat az is, hogy az aktivalodott
vérlemezke funkcié kdvetkezménye nemcsak a koros alvadasi zavarok bekovetkezte, hanem a

tulzott mértéki, akar elhiizodo endothelsejt aktivacio kompenzaciodja is (82. abra).
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82. abra A koros thrombocyta aktivacio és a vérlemezke-eredetii miRNS-ek ,kettos élete” stlyos
gyulladasos koriilmények kozott. Szepszis soran az LPS nemcsak a vérlemezkéket stimulélja direkt modon a
keringésben, hanem a véraram utjan bejuthat a csontveldbe, ahol a megakaryocytéakat is tudja aktivalni, és ez j
protrombotikus vérlemezkék termelddéséhez vezet. Ezek a thrombocytdk megvaltozott RNS profillal (pl. csokkent
miR-223, miR-26b stb.) birnak, amelynek révén pl. a P-selectin fehérje (SELP) termelddése is fokozodhat. Ezzel
parhuzamosan az aktivalodott vérlemezkék mikropartikuldkat szekretdlnak, amelyekbe a miRNS-ek is
bepakolodnak, és bejutva az endothelsejtekbe megvaltoztatjdk azok miikddését, pl. az ICAMI expressziot.
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Kiemelendo6, hogy az aktivalodott vérlemezke funkcid kdvetkezménye nemcesak a koros alvadasi zavarok, hanem
a tulzott mértékli endothelsejt aktivacio mérséklése is. Az abra a Biorender.com program segitségével kertilt
megszerkesztésre.

6.5 A BMS és DES eltéré sejtaktivalo hatasa, valamint a DES-bél felszabadulo
everolimus altal csokkentett endothelsejt aktivacio szabalyozasa
Az utdbbi években szamos klinikai kézlemény jelent meg a DES kedvezd hatédsairdl szemben
a hagyomdanyos fémsztentekkel [189-193]. Az elmult két évtizedben a DES beiiltetés utan az
AMI kialakulasanak kockazata és a korhdzi mortalitds ardnya jelentdsen csokkent, a kezelt
¢érszakasz revaszkularizacigja egyre konnyebben volt elérhetd, vagyis kevesebb ISR alakult ki,
igy 0sszességében a betegek életmindsége jelentOsen javult [375, 376]. A leglijabb klinikai
tapasztalatok tovabbra is tamogatjdk a DES széles korli alkalmazésat olyan kardiologiai
betegekben, akiknél nem kontraindikalt a tartds thrombocyta funkcid gatld kezelés [377].
Napjainkban DES implanticiora keriil sor akkor is, amikor a fémsztentes beavatkozast
kovetéen 1jabb sztentelés sziikséges, vagy trombotikus komplikdciokra hajlamosito
tarsbetegségek van jelen, pl. DM2 [191, 192, 378]. A DES-ek valamilyen gyulladascsokkentd
és sejtproliferaciot gatld hatassal bird gydgyszert (pl. everolimus, paclitaxel, sirolimus stb.) két
fazisban bocsatanak ki az érintett érszakaszba a betiltetést kovetd kb. 2-3 honap alatt, és ezaltal
lassabb endothelizacid és simaizomsejt proliferacio alakul ki, ami az ISR kockazatat jelentdsen
csokkenti [379]. A DES és a BMS kiilonb6z6 tipusainak hatékonysagat bar szamos klinikai
tanulmanyban vizsgaltak [189, 190, 195-198], mégis kevés ex vivo és még inkabb in vitro adat
allt rendelkezésre a két sztenttipus kiilonbozo sejtekre kifejtett direkt aktivalo hatasarol [380].
Tanulmanyunkban Gsszesen 28 BMS ¢és 21 DES kezelésben részesiilt stabil anginds
betegtdl szarmazd vérmintaban hasonlitottunk 6ssze vérlemezke és az endothelsejt aktivacios
markereket. A betegekt6l harom idépontban gytijtottiink mintakat, akik azonos tipusit BMS
tipusu sztentet (Integrity®) vagy everolimust elualo koronaria sztentet (Xience®) kaptak, és a
két betegcsoport korban, nemben, dohdnyzasi szokdsokban és a tarsbetegségek vonatkozasaban
illesztett volt. A sztentbeiiltetést kovetd hemosztazis eltérések monitorozasara D-dimer,
fibrinogén ¢s FM koncentracidkat értékeltiink. Ezek koziik csak az FM szintje emelkedett meg
a beavatkozast kovetden, amely inkabb a koronaria érszakasz atmeneti sériilésének koszonhetd,
nem pedig a fokozott véralvadasi folyamatnak [381]. A véralvadasi kaszkad altalaban nem
aktivalodik sztentelés utan, és ballonos korondriatagitds sordn is csak atmeneti emelkedést

tapasztaltak a D-dimer és a TF szintben, illetve a FVII aktivitdsban [200]. A beavatkozast
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kovetéen a betegeket fél éven keresztiil kovettik, amely sordn nem tapasztaltunk
sztenttrombozist, azonban 6 BMS betegnél (21,4 %) ISR alakult ki. Egy korabbi tanulmanyban
a komplikacio kialakuldsanak aranya (20,1%) nagyon hasonlé volt a BMS betegeknél [382].

Fokozott vérlemezke aktivaciot detektaltunk minden vérvételi idépontban mindkét
betegcsoportban - a posztimplantacids vérlemezke gatlo kezelés ellenére is - hasonldan korabbi
tanulmanyainkhoz, ahol az invaziv kardiologiai beavatkozast kovetden emelkedett thrombocyta
P-selectin expressziot és megndtt thrombocyta-eredetti mikropartikula szintet detektaltunk
[188]. Bar a CD62 pozitivitas atmenetileg csokkent a keringésbdl kikertilt aktivalt vérlemezkék
miatt [383], de 1 honap mulva Gjra megnétt értékeket kaptunk. A szolubilis P-selectin
koncentraciok fokozatosan emelkedtek a keringésben a vizsgalati id6szak alatt, kiilondsen a
BMS csoportban, ahogyan ezt masok mar 90 perc utan talaltdk [383], és a beavatkozas utan 1
honappal szignifikdnsan még magasabb értékeket mértiink a BMS kezelés el6tti szintekhez
képest. Ezzel ellentétben masok nem talaltak kiilonbséget a szolubilis P-selectin szintben egyik
sztentelés utan sem [384], vagy inkabb csokkent a koncentracidja a beavatkozast kovetd 24
oraban [202]. A szolubilis CD40L és a PDGF-BB a normalisnal emelkedettebb szintet mutatott,
de a BMS ¢és a DES csoport kozott nem talaltunk jelentds eltérést ezekben a thrombocyta
markerekben, ami megfelelt masok korabbi eredményeinek [199, 201].

Az endothelsejt aktivacios markerek koziil egyszerre vizsgaltunk korai markereket (pl.
VWF) és késoi, de novo szintetizal6do fehérjéket (pl. VCAM-1) [172]. El6z6 kézleményekben
emelkedett vWF szinteket mértek BMS kezelés utan 24-96 ora elteltével [186, 385]. Itt a
sztentelés eldtt nem volt jelentds kiillonbség a vVWF-Ag koncentracidkban a két csoport kdzott,
ugyanakkor a BMS kohorsz mar 24 éraval a beavatkozas utan szignifikans emelkedést mutatott.
A BMS csoportban a PCI utdn vett plazma mintdkban szignifikdnsan magasabb szolubilis
VCAM-1 koncentracidkat is mértiink szemben a DES csoporttal. Hasonl6 VCAM-1
eredményekrél szdmoltak be a BMS kezelést kovetden 3 nappal [202], valamint az ISR
kialakulasa utdn is joval magasabb koncentraciojat irtdk le emelkedett TNF-a értékek mellett
[187]. A szolubilis E-selectin mar 24 6ra utan megemelkedett a beavatkozas utan, elsésorban a
BMS csoportban és tartdsan magas maradt 1 honap utan is. Az E-selectin expresszi6 PCI altali
indukcioja régota ismert [ 186], ugyanakkor Munk €s munkatarsai csokkend E-selectin plazma
koncentraciokrol szamoltak be, kiilonosen a DES betegek korében [202]. Az ICAM-1
szintekben mi csak lassan novekvo értékeket detektaltunk, ami més betegkohorszok sztentelés
utani eredményeinek megfelel szoros dsszefliggést mutatva a keringd endothelsejtekkel [385].

A BMS kezelésben részesiilt betegek koziil 6 esetben ISR alakult ki a 6 honapos kovetési

id6 alatt, viszont a DES csoportban nem volt ilyen komplikacid, ezért a csoportbontds utan
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tovabb analizdltuk az aktivaciés markerek eredményeit. Az ISR szignifikdnsan magasabb
szolubilis ICAM-1 és CDA40L, valamint E-selectin és vWF koncentraciok jelenlétében
kovetkezett be a BMS betegekben, jelezve a nagyobb mértéki cellularis aktivaciot a DES
csoporthoz képest. A vaszkuldris sériilést kovetden aktivalodott vérlemezkékbdl nagyobb
fokozva az ISR kialakulasanak valdszintiségét [386]. Ennek ellenére korabban nem mindig
figyeltek meg PDGF-BB szint emelkedést PCI utan [387]. Végiil a szignifikdnsan magasabb
TNF-a szint az ISR kialakuldsa sordn lejatszodo koros gyulladasos folyamatokat jelzi [187].

Az ISR jelenlétében mért magasabb E-selectin és VCAM-1 plazma szintek hatterében
allo génexpressziok transzkripcios és poszttranszkripcids szintli szabalyozasarol, valamint az
everolimus sejtaktivaciot csokkentd hatasardl még kevés informaci6 allt rendelkezésre. Ezért a
vaszkularis gyulladdsos folyamatokat Palmieri és munkatarsaihoz [388] hasonléan TNF-a
aktivacioval modelleztiik koronaria (artérias) ¢és vénas endothelsejteken everolimus
megfelel a sztent altal lokalisan fenntartott gyogyszerkoncentracionak a gyartd leirasa szerint.
A HCAEC alkalmas sejtkultiranak bizonyult az artérias endothelsejtek vizsgalatara [257], mig
a szélesebb korben hasznalt HUVEC sejtekben [389, 390] pedig megerdsitettiik
eredményeinket.

A SELE ¢és a VCAM1 mRNS szintje a TNF-a hatasara az inkubalési id6 fliggvényében
markénsan novekedett, amit az everolimus szignifikdnsan csokkenteni tudott mindkét
endothelsejt tenyészetben. Az everolimus az mRNS szintek befolyasolasan keresztiil a fehérjék
magyarazattal szolgalhatnak arra vonatkozdan, hogy a DES csoportban miért volt kisebb az
endothelsejt aktivacio és az E-selectin/VCAM-1 szintek a plazma mintadkban. Az endothelse;jt
aktivacios markerek szabalyozasaban betdltott szerepe mellett az everolimus kedvezd hatdsat
az IL1B és IL-6 mRNS-ek expressziojan keresztiil is analizaltuk. A HCAEC sejtekben TNF-a-
val kivaltott altalanos gyulladasos folyamatokat az emelkedett IL1B és IL-6 mRNS szintek
igazoltdk, amik mar 1-4 6raval a kezelés utan jelentés magasabbak voltak. Ezt a nagyfoku
gyulladdsos valaszreakcidt az everolimus 1 oOra alatt szignifikdnsan redukalta, ami 4 o6rat
kovetéen még kifejezobbé valt. Az everolimus tehat csokkenteni tudta az endothelsejtek
gyulladasos folyamatait. Ezekbdl kovetkezéen az everolimus antiproliferativ hatdsa [204]
mellett gyulladascsokkentd hatassal is bir, amit fehérvérsejteken igazoltdk mar, miutdn
neutrophil granulocytdkban csokkentette az IL-8 termelését és a sejtek TNF-o indukalta

endothelsejt-adhéziojat is mérsékelte [205, 391]. Hasonldan, a sirolimus szintén csdkkenteni
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tudta a TNF-a kezeléssel kivaltott VCAM-1 szintjét a HUVEC sejtekben [206]. Tovabbi
kisérletekkel igazolni tudtuk, hogy az everolimus képes az NF-«kB utvonalat gatolni a korai p65
transzlokacid gatlasan keresztiil.

Az E-selectin és VCAM-1 expressziok transzkripcids szabalyozasdban részt vevo
folyamatokat eddig csak LPS-el kezelt endothelsejtekben vizsgaltak [265]. A fenti eredmények
alapjan feltételeztiik, hogy az everolimus a gének kozelében taldlhaté aktiv enhanszerek
represszalasan keresztiil képes csokkenteni a TNF-a hatasara megemelkedett SELE és VCAM1
mRNS szinteket. A SELE ¢s VCAMI1 gének kozelében TNF-a indukalt aktiv enhanszer
régiokat azonositottunk a HUVEC sejtek eredményei alapjan késziilt publikus ChIP-
szekvenalasi adatok [214] Gjra elemzésével. A kozelmultban megjelent kozleményekben
bemutattdk, hogy az enhanszerek aktivitdsara jol lehet kovetkeztetni az enhanszer RNS
expressziok valtozasanak mérésével [392-394]. Ebbdl adodoan egy-egy kivélasztott enhanszer
RNS expressziojat hatdroztuk meg mindkét gén esetén. Megerdsitettiik, hogy a TNF-a stimulus
hatdsaraa SELE -11Kb és VCAMI -10Kb enhanszer RNS-ek expresszioja fokozodik, amit az
everolimus 1 oras kezelést kdvetden csokkentett a HCAEC sejtekben. Mindezek alapjan azt
gondoljuk, hogy az everolimus az eRNS-ek represszalasan keresztiil gatolni tudja a TNF-a
indukalta SELE és VCAM1 gének fokozott transzkripcidjat, ezaltal mérsékelve az endothelse;jt
aktivaciot.

Az E-selectin és VCAM-1 gének poszttranszkripcios szabalyozdsa miRNS-ek altal is
torténhet, mint ahogy azt HUVEC sejtekben mar korabban vizsgaltak [211]. Jelen
vizsgalatunkban a miR-181b szerepét in vitro analizdltuk TNF-a stimuldlt endothelsejt
kultardkban, valamint megvizsgaltuk az everolimus lehetséges befolyasold szerepét is. A TNF-
a-val kivaltott sejtaktivacidos folyamatokat a gyulladas specifikus miR-155 és miR-146a
expresszid valtozasan keresztiil kovettiik, amik az irodalmi adatokkal egyezden jelentdsen
megemelkedett mindkét sejttipusban, ami az IL1B ¢és IL-6 mRNS-hez hasonloan jelezte a
gyulladdsos valaszreakciot [392]. Ugyanakkor ezen miRNS-ek fokozott expresszidja az
everolimus jelenlétében nem kovetkezett be. Kiemelendd, hogy a miR-181b expresszidja
lényegesen lecsokkent a TNF-a stimulus hatdsara, majd a gyulladasos citokinnel egy idoben
alkalmazott everolimus mérsékelte a miR-181b expressziojanak csokkenését, ezaltal
csokkentve a cél mRNS-ek fokozott kifejezddését. Megerdsitettiik a miR-181b és a SELE,
valamint a VCAM1 mRNS-ek kozotti direkt funkcionalis Osszefiiggést a TNF-a stimulalt
HCAEC sejtekben miR-181b specifikus miRNS mimic-kel (83. dbra).
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83. abra A BMS és a DES implantacio eltéré hatisinak kovetkezményei és vizsgalt molekularis
mechanizmusa. A BMS fokozott vaszkularis gyulladast idézhet el a beavatkozas teriiletén, ami fokozott
thrombocyta és endothelsejt aktivacioval jarhat egyiitt. Ezzel szemben a DES gydgyszert bocsat ki az érintett
érszakaszban, pl. everolimust, ami képes az endothelsejtek aktivacids folyamatait tobb ponton is kedvezden
befolyasolni. Hatasara csokken az NF-«kB ttvonal aktivacidja, nd a miR-181b szintje, ezaltal csokken a SELE ¢és
VCAMI mRNS expresszid, és mindez kevesebb fehérje termelédéséhez, kisebb felszini expresszidhoz vezet

csokkentve a cellularis interakciok kialakuldsanak a valdszinliségét. Az abra a Biorender.com program
segitségével keriilt megszerkesztésre.

Az ISR kialakuldsdnak hatterében a keringd miRNS-ek mennyiségének valtozasat is
megvizsgaltuk, ezért a betegektdl szarmazd plazma mintdkban is meghatdroztuk a miRNS
profilt, amit a szolubilis markerekkel korrelaltattunk. Az ex vivo plazma mintdkban tapasztalt
magasabb TNF-a koncentraciok mellett a markdnsan emelkedett keringd miR-155 és miR-185
expressziok is alatdmasztjdk az ISR-ben kialakult vaszkularis diszfunkciot [395], szemben a
komplikacié nélkiili BMS és DES csoportokkal. Az E-selectin és VCAM-1 expresszidkat
szabalyoz6 miR-181b szintje még kisebb volt ISR-ben a teljes BMS és féleg DES csoportokhoz
képest. Az OpenArray analizissel a teljes betegcsoportban a miR-424 szintje is jelentdsen
lecsokkent ISR-ben a komplikacié nélkiili csoportokhoz képest, ami a vVWF hosszl tavu
expresszid valtozasat szabalyozhatja [396]. Az ISR-ben lecsokkent miR-126 és miR-34 a
vaszkularis gyulladasos folyamatokban tdltenek be funkciot, amit mar mésok azonositottak

[397, 398], ezért ,kontroll” miRNS-ként szolgaltak a méréseink soran. Végiil a miR-181b és
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miR-424 expresszidjat korrelaltattuk a plazma mintdkban mért endothelsejt aktivacios
markerek szintjével. Erds korrelaciot talaltunk a csokkent miR-181b és az emelkedett E-selectin
¢s VCAM-1 plazmaszintek, valamint a miR-424 és a vWF-Ag koncentraciok kozott. Ezekbol
arra kovetkeztethetliink, hogy a csdkkent miRNS expressziok egy komplex szabélyozasi

folyamat részeként hozzajarulhatnak a fokozott endothelsejt aktivaciohoz ISR-ben (83. abra).

6.6 A szérum/plazma HE4 fehérje egy uj diagnosztikai és kovetéses biomarker CF-ben
és a fokozott HE4 expressziot elosegiti a CF-es léguti epithelsejtek gyulladasos folyamatai
A CF klasszikus formaja akar tobb szervet érintd orokletes megbetegedés, amely jelentsen
leroviditi a betegek varhatd élettartamat. Az életkilatasokat leginkabb a CF-es léguti
manifesztaciok sulyossaga hatdrozza meg, ezért a tiidobetegség miel6bbi észlelése, valamint
lefolyéasanak ¢és sulyossaganak hatékony kovetése alapvetd szempont a betegek gondozasaban
[219]. A CF diagnozisanak alapja a csaladi anamnézis, az ujsziilottkori szlirés pozitiv
eredménye vagy a klinikus altal felvetett gyant, valamint az emelkedett verejték klorid
teszteredmény és két transz helyzetben 1évé patogén CFTR mutdcid azonositdsa [234].
Ugyanakkor a tlidébetegség monitorizalasara a klinikai gyakorlatban hasznalt standard
vizsgalati lehetdségek, igy a spirometria korlatozott értékiiek vagy a tiid6 funkciondlis MR
vizsgalata korlatozott az elérhetdségiik [399], ezért lehetdség szerint vérbdl meghatarozhatod
biomarkerekre van sziikség.

A CF-es tiidobetegség patomechanizmusanak alapja a neutrophil granulocytak altal
medialt, és valamilyen bakteridlis infekcio altal provokalt 1éguti gyulladas [223], ami alapjan
kézenfekvonek tiinik a gyullad4sos biomarkerek meghatarozésa kiilonbozé testvaladékokbol a
betegség aktivitasanak kovetése céljabol. A BAL mintdbdl meghatarozott gyulladasos
biomarkerek kdzott vannak erds prognosztikai vagy prediktiv értékkel bird6 mediatorok, pl. NE
[400], azonban a mintavétel invazivitadsa miatt a klinikumban ez a lehetdség csak korlatozottan
all rendelkezésre. A kopet vizsgalatdnak legfébb limitdcidja, hogy kisgyermekekben
egyiittmiikddés hianyaban nem nyerhet6 als6 1éguti minta. Raadasul a véralapu vizsgalatokhoz
képest kevésbé reprodukalhatd eredmények varhatok, hiszen a kopet kiilonb6zé mértékben
érintett tlidorégiokbol szarmazhat. A CF-es betegek kdpetében részben ezért tapasztalhato a
citokinek szintjének nagy intra- és interindividualis variabilitdsa [401]. Ezzel szemben szdmos
vérmintabol meghatarozott potencialis biomarker segitheti CF-ben a betegség kovetését, de
ezek koziil egy sem keriilt bevezetésre a mindennapi gyakorlatba. A szérum IL-1B, MPO ¢és

CRP [402], valamint a plazma IL-8 [403] ugyan eldre jelezte az akut pulmonalis exacerbaciot,
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de csak rovid tdvon. A leggyakrabban hasznélt rutin paraméter, a CRP ugyanakkor nem
mutatott szignifikans 0sszefliggést a betegség sulyossagi indexével [404].

A HE4 rutinszeri mérése elsdként epithelidlis petefészekrakban keriilt bevezetésre
tumor markerként [231]. Azota szdmos kozlemény bizonyitotta, hogy a CA 125-hoz képest
nagyobb diagnosztikus értékkel bir a tumorok ezen formajaban [405], de egyéb tumorokban,
pl. tidérak is megemelkedhet a szintje [233]. Koéros HE4 szintek viszont nemcsak
malignitdsokban, hanem egyéb, nem daganatos betegségekben is kimutathatok, igy pl.
tiid6tuberculosisban [406]. A CF és a HE4 kapcsolatara egy olyan korabbi tanulmany hivta fel
a figyelmiinket, amelyben a HE4 immunhisztokémiai festésével emelkedett HE4 pozitivitast
talaltak CF-es betegekbdl szarmazo tiidobiopszids mintdkban [228]. Azt viszont nem
vizsgaltak, hogy a fokozott pulmonalis HE4 expresszi6 vezethet-e emelkedett szérum szinthez
is a CF-es betegekben ¢s ha igen, mi lehet ennek a cellularis mechanizmusa. Napjainkban a CF-
es tiidébetegség laboratoriumi paraméterekkel torténd rendszeres vizsgalata még nem kelléen
megoldott [245], kiilondsen a rendkiviil draga CFTR-specifikus kezelés kdvetésére [399], ezért
nagy népegészségiigyi jelentésége van 11j laboratoriumi tesztek kidolgozasanak.

Vizsgalataink soran megallapitottuk, hogy mind a gyermek, mind a feln6tt nem kezelt
CF-es betegek szérum mintaiban szignifikdnsan magasabb HE4 koncentracié mérhetd az
egészséges személyek, illetve a nem CF-es tiidobetegek mintdihoz képest. Esetenként a nem
CF-es tiidobeteg kohorszban a normadlisndl nagyobb HE4 értéket mértiink, kiilondsen
bronchiectasia esetén, de a legtobb individudlis HE4 eredmény joval alatta maradt a CF-es
populacié értékeihez viszonyitva. Ezek alapjan a fokozott HE4 termel6dés CF-ben nemcsak az
intrapulmonalis gyulladasnak, hanem a CF-hez tarsul6 specialisabb cellularis koriilményeknek,
pl. a CFTR-csatorna diszfunkcidonak koszonhetd, amit azota masok is megerdsitettek [407]. Bar
az ¢életkor altalaban befolyasolja a HE4 értékek alakulasat [408], a CF-es beteg esetében az
¢letkornak nem volt szdmottevd hatdsa a HE4 szintekre, szemben a verejték klorid
koncentracioval, amely az életkor elérehaladtaval ndvekvd tendenciat mutat [409]. A sulyos
tiineteket mutatd CF-es betegekben lemért CRP tobbnyire csak mérsékelten volt emelkedett,
pozitiv szignifikans osszefiiggést talaltunk a HE4 és a CRP szintek kozott. Erdekes modon, a
nem CF-es tiidobetegek csoportjaban ez a HE4/CRP 0sszefliggés mar nem volt kimutathato. A
szérum HE4 diagnosztikai erejét ROC-gorbe analizissel tovabb vizsgéltuk: a CF-es betegek és
a normal kontrollok megkiilonboztetésére igen magas AUC értéket (0,993) kaptunk, mig a CF-
es és nem CF-es tiidObetegség elkiilonitésére némileg alacsonyabb, de még mindig markans

AUC értéket (0,778) kaptunk. Kiemelendd, hogy a szérum HE4 akkor is korosan emelkedett
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volt, amikor a verejték klorid intermedier tartomanyba esett (30-60 mmol/L) a genetikai teszttel
igazolt CF-es betegekben.

A CF-ben megnétt szérum HE4 koncentracid eredetét és mechanizmusat eldttiink
masok nem vizsgaltdk. Néhany CF-es betegb6l bronchoscoppal nyert horgényalkahartya
biopszias mintdban kvantdltuk a HE4-specifikus mRNS szintet, amely szignifikansan
emelkedett volt a nem CF-es bronchitises kontroll mintdkhoz képest. Ez az eredmény azt
sugallta, hogy az emelkedett szérum HE4 a CF-es 1éguti ham altal fokozott termelt fehérjének
lehet koszonhetd. Eredményeinket alatamasztotta Clarke és munkatdrsainak egyik korabbi
munkdja, amiben a WFDC2 gént a fokozott expressziot mutatod gének kozott igazoltak a CF-es
orrnyalkahartya mintadkban [410]. Szamos kozlemény vizsgalta el6zdekben a gének gyulladas
indukalta expresszio valtozasat CF-ben [411, 412]. A fokozott expresszidt mutatd gének enyhe
CF-ben inkabb a lipid metabolizmusban, a G-proteinhez kapcsolt receptor expresszidban,
oxidoreduktdz folyamatokban és az ubiquitin ciklusban vettek részt [412]. Erdekes modon
masok a p.Phe508del-CFTR mutacionak csak minimalis hatasat talaltdk a génexpresszids
profilra a CF-es léguti epithelialis sejtkultirakban [413]. A HE4 transzkripcios szabalyozasa
viszont ezidaig nem volt kelléen ismert. A HE4-nek mint tumormarkernek a koros termelédése
CF-ben 0sszefligghet azzal, hogy a bronchoepithelsejtek kevésbé differencialt allapotban
vannak a nem CF-es koriilményekhez képest [414]. Génexpresszios profilok metaanalizise
alapjan a CF-es nazadlis epithelsejtek profilja jelentds atfedést mutatott a nem differencialt
epithélium fenotipus génjeivel [415]. Ezen tGilmenden, pulmondlis epithelidlis sejtekben
kimutattak, hogy a WFDC-fehérjecsaladba tartozd Elafin fehérje termelddésének citokin
Hasonloan, a HE4 promoter régidjatol -322 pozicidban is leirtak egy NF-kB kotohelyet [417].
igy feltételeztiik, hogy a HE4 transzkripcidja az NF-kB utvonal befolyésa alatt is 4ll.

Sok kérdés var még annak megvalaszoldsra, hogy a CFTR funkcié korrekcidja a
karosodott velesziiletett immunitas és/vagy az epithelsejt aktivacid moduldlasaval befolyasolja-
e érdemben a 1éguti gyulladasos valaszt CF-ben [418]. A legutobbi in vitro vizsgalatok csokkent
IL-1B ¢és IL-18 szintet igazoltak a LPS altal indukalt monocytakban LUM/IVA, illetve
TEZ/IVA kezelést kovetéen [419], tovabba az IVA, vagy a LUM/IVA terapia jelentdsen
csOkkentette a bakteridlis fertdzés (P. aeruginosa) indukalta proinflammatoérikus citokinek
termelddését a macrophag funkcio javitasaval [420]. Alacsonyabb CXCLS8 expressziot €s p38
MAPK foszforilaciot detektaltak a CFBE sejtekben Orkambi® kezelést kovetéen [421]. A
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CFTR korrektorok ¢és potencidtorok gyulladascsokkentd képességérdl csak klinikai
vizsgalatokbol szarmazé kozvetett bizonyitékok alltak rendelkezésre [418, 422]. Ezért is fontos
a CFTR-modulatorok ilyen tipust hatdsdnak in vitro vizsgalatokkal torténd alatdmasztasa
[423].

A sejtes kisérleti munkank célja ezért annak vizsgalata volt, hogy a CF-ben potencialis
biomarkerként alkalmazhaté HE4 fokozott expresszioja befolyasolhatéo-e a CFTR funkcio
javitasaval. Ennek érdekében a F508del-CFTR-t expresszal6 CFBE 4lo  sejtkulturdkban
analizaltuk a kiinduldsi és a TNF-a altal indukalt HE4 szinteket a CFTR funkcid és az NF-kB
utvonal aktivalodasanak farmakologiai befolyasolasa mellett, és az eredményeket a vad tipust
CFTR-t expresszalo kontroll sejtek eredményeihez hasonlitottuk. Kiemelendd, hogy F508del-
CFTR CFBE sejtek feliiliszojaban kb. 1,5-szer nagyobb HE4 koncentraciot talaltunk a normal
sejtekhez képest. A LUM/IVA, illetve a TEZ/IVA kezelés egyarant csokkentette a HE4
szinteket a F508del-CFTR pozitiv sejtekben a nem kezelt mintdkhoz képest. A CFTR
modulatorok altalunk alkalmazott kisérleti koriilményei 6sszhangban vannak a korabbi in vitro
tanulmanyokban alkalmazott modszerekkel [226, 424-426].

A CFTR modulatorok altali CFTR-csatorna funkcidé korrekciot korabban in vitro
vizsgalatok mar igazoltak CF-es epithelsejt kulttirakban [425, 426], de patch-clamp technikéval
mi is igazoltuk a CFTR funkcié helyredllitaisat a CFTR modulatorok altal egy korabbi
publikdcidban bemutatott modszer alapjan [262]. Bar a CFTR aktivitds csak részleges
korrekcigja kovetkezett be a kezelés hatasara, mértéke jelentdsnek volt mondhaté mindkét
alkalmazott gyogyszerkombindcié mellett tekintettel arra, hogy az ionaram erdsség 4pA/pF
feletti értéke esetén mar korrigdlt CFTR aktivitasrol beszélhetiink [262]. A két alkalmazott
CFTR modulator kombinacié koziil a TEZ/IVA nagyobb mértékben korrigalta a klorid aramot
¢s csokkentette a HE4 expressziot a LUM/IV A-hoz képest. Ezt kovetden a CFTR-t a vad tipust
sejtekben CFTRinn172 alkalmazasaval gatoltuk, melynek eredményeképpen emelkedett HE4
szinteket mértiink. Ezzel ellentétben, a CFTR aktivator FSK/IBMX kezelés csokkentette a HE4
koncentraciokat ugyanezen sejttipusban. Végezetiil abban az esetben, ha a FSK/IBMX-t a
CFTR modulétorokkal egyiitt alkalmaztuk a F508del-CFTR-t expresszalé CFBE sejtekben, a
HE4 koncentracioé tovabb csokkent, kiilonésen a TEZ/IVA esetén. A HE4 szintek valtozasa
megfelelt az adott koriilmények kozott bekovetkezd kloriddram valtozasnak. Eredményeink
alapjan a CF-es léguti epithelsejtekben a kdrosodott CFTR funkci6é noveli a HE4 expressziot,
amely hatdsosan csokkenthetd az ioncsatorna funkcidt helyreéllitasaval. Az eredményeink

parhuzamba allithatok azzal a korabbi tanulmannyal, amelyben a CFTRinn172 adédsét kovetden
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emelkedett NF-kB aktivitast és magasabb IL-8 szintet taldltak, mig a FSK/IBMX hatasara
csokkené NF-«kB aktivitast mutattak ki az epithelialis sejtkultaraban [226].

A HE4 expresszio ¢és a gyulladasos sejtaktivacio lehetséges kapcsolatat is analizaltuk,
amikor TNF-a-val kezelt F508del-CFTR-t expresszal6 CFBE 410" sejttenyészetben a HE4
mRNS szint mar 1 6ras sejtaktivaciot kovetden emelkedett. A TNF-o parhuzamosan kivaltotta
a vart proinflammatorikus hatasat a CFBE sejtekben, amit az IL6, IL8 és IL1B mRNS szinteken
keresztiil kovettiink RT-qPCR modszerrel. Az IL6 és IL8 esetén a mRNS szintek iddbeli
valtozasanak mintdzata hasonld volt a HE4 expresszi6 valtozdsdnak iddbeli alakuldsahoz.
Adataink arra utaltak, hogy a CF-es bronchoepithelsejtekben a gyulladasos citokinek
emelkedett szintjével parhuzamosan a HE4 bazalis expresszioja is megndvekedett, tehat tovabb
fokozodhat gyulladdsos koriilmények kozott. Hasonld HE4 expresszid iddbeli valtozast
mutattak ki az NF-xB jelatvitellel asszocidlt TLR2-medialta tUtvonalon keresztiil
tumorsejtekben [427]. Az ugyancsak a WFDC fehérjecsaladba tartozdo SLPI és az Elafin
termelddése hasonldan indukalhat6 volt TNF-a-val humén alveolaris epithelsejtekben [428].

Annak érdekében, hogy az NF-kB jelatvitel fokozott miikddése és az emelkedett HE4
expresszio kozotti Osszefliggést vizsgaljuk a CFBE sejtekben, a p65 nuklearis transzlokéciot
fluoreszcens mikroszkoppal vizualizaltuk mindkét CFBE 410° sejttipusban TNF-a kezeléssel
vagy anélkiil. A CF-re jellemzd fokozott proinflammatérikus aktivitisnak megfelelden a
F508del-CFTR pozitiv CFBE sejtekben szignifikdnsan magasabb bazalis p65 nukleéris
pozitivitast detektaltunk a vad tipusu sejtekhez képest TNF-a stimulus nélkiil is. Az eredmény
Osszhangban van kordbbi adatokkal, amikor a vad tipusi CFTR a TRADD fehérje
az NF-«B jelatviteli kaszkad lefolyasat, mig a F508del-CFTR-t expresszalo sejtekben ez a gatld
hatas nem jutott érvényre [424]. Abban az esetben, amikor a sejteket TNF-a-val aktivaltuk, a
p65 transzlokacioban még szembetlindbb volt a kiilonbség a két CFBE sejtkultira kozott.
Eredményeink igy megerdsitik az alapallapotban is fokozott, illetve a gyulladéas indukalta HE4
expresszio és az NF-kB aktivitas kozotti dsszefliggést.

Ezt kovetden kivancsiak voltunk arra, hogy a LUM/IVA vagy a TEZ/IVA kezelés
képes-e csokkenteni az alap és a TNF-a aktivalt NF-kB jelatvitelt, amely folyamat végsdsoron
felelds lenne a feliiluszoban mért csokkent HE4 plazmaszintekért a CFTR-specifikus terapia
alatt. A CFTR modulatorok nemcsak az aktivalatlan F508del-CFTR-t expresszal6 CFBE
sejtekben, de a TNF-a-val stimulalt sejtekben is szignifikansan csokkentették a p65 nuklearis

pozitivitasat. Ezen korrigalt CFTR funkcioval bir6 CFBE sejtek feliiluszojaban csokkent I1L-6
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szintet mértiink, ami arra utal, hogy a CFTR moduldtoroknak a HE4 expresszidra gyakorolt
gatlo hatas mellett tovabbi gyulladascsokkentd tulajdonsaguk is van, mint amire mas szerzok
is a kozelmultban ravilagitottak [418, 429]. A CF-es léguti epithelsejtek gyulladasos allapota
tehat direkt modon csokkenthetd CFTR modulatorokkal. Megfigyeléseinket és
kovetkeztetéseinket tobb mas publikalt adat is timogatja, miszerint a LUM/IVA vagy TEZ/IVA
kezelésben részesiilt CF-es betegek PBMC mintaiban csokkent inflammoszéma (NLRP3)
aktivaciot irtak le a caspase-1 aktivitas csokkenésének kovetkeztében 3 honapos kezelést
kovetéen [419]. Az Orkambi® kezelés helyreallitotta a CFTR-dependens kloridaramot [429] és
javitotta a sériilt léguti epithélium gyogyulasat [430]. Végiil a Symdeko® (TEZ/IVA) terapia
szintén csokkentette a szérum IL-1 szintet CF-es betegekben [419].

Erdekes modon léteznek olyan irodalmi adatok is, amelyek ellentmondanak a fenti
eredményeknek. Stanton és munkatarsai egy P. aeruginosa torzs (PAOI1) alkalmazasaval
magasabb IL-6 és IL-8 expressziot talaltak CFBE sejtekben, azonban sem a LUM, sem a
LUM/IVA kombinalt kezelés nem csokkentette a kiinduléasi (nem fertézott sejtek) vagy a PAOI
altal indukalt citokin termelddést [431]. Eredményeik szerint a baktériummal fert6zott CFBE
sejtekben a CFTR modulatorok nem tudtak a kloridaramot helyredllitani. Ugyanakkor egy
masik munkacsoport szerint a PAO1 kezelt F508del-CFTR pozitiv CFBE sejtekben az
Orkambi® kezelés egy, a P. aeruginosa fertézést eliminalo antimikrobialis peptid (6K-F17),
illetve a tobramycin jelenlétében képes volt helyreallitani a CFTR funkciot és csokkenteni az
IL-6, IL-8 és TNF-a szinteket [432]. Véleménylink szerint a fenti vizsgalataink alatdmasztjak
a CFTR modulétorok intraepithelialis gyulladdsos folyamatokat csokkentd tulajdonsagat.

Mivel a F508del-CFTR pozitiv CFBE 410" sejtekben az NF-kB utvonal megnovekedett
alapaktivitasat talaltuk, megvizsgaltuk, hogy egy specifikus NF-kB tutvonal inhibitorral (BAY
11-7082) gatolhatd-e a HE4 expresszioja. Az NF-«xB inhibitor szignifikdnsan csokkentette nem
csak az alap, de az indukalt HE4 és IL-6 koncentraciot is. Az eredmény arra utal, hogy az NF-
kB jelatviteli utvonal szerepet jatszik a HE4 expresszid szabdlyozasaban. Ezzel a
megallapitassal dsszhangban vannak a CF-es betegek vizsgalatabol szarmazo adataink is: a
sulyosabb léguti gyulladés (klinikai értelemben 1éguti exacerbacio) az emelkedett CRP szinttel
egylitt magasabb szérum HE4 szintekkel jart. Ha az NF-kB utvonal gatlasa mellett CFTR
modulatorokkal is kezeltik a CFBE sejteket, a HE4 és IL-6 szintek tovabbi szignifikans
csokkenése kovetkezett be, ami szerint a HE4 a CFTR direkt hatasa alatt all. Bar Bitam és
munkatarsai 6 6ras TNF-a kezelés hatasara fokozott CFTR érést és kovetkezményes novekvd

kloridaramot detektaltak F508del-CFTR-t transzfektalt HeLa sejtekben ¢és primer
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bronchoepithelidlis sejtkultarakban, a kés6bbi idépontban (24 6ra utdn) a CFTR funkcié mar
alig javult a kontroll mintdkhoz képest [433]. gy nem gondoljuk, hogy a CFTR funkcié TNF-
o altal indukalt esetleges javuldsa szdmottevéen befolydsolta volna a HE4 szinteket a sajat
kisérletes koriilményeink kozott. A CF-es epithelsejtekben tehat a fokozott HE4 expresszionak
kettés oka van: a CFTR diszfunkcio és az ehhez kotott, illetve egyéb kiils6 stimulusok altal

indukalt NF-kB utvonal koros aktivitasa (84. abra).
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84. dbra A kéros HE4 expresszié reguliciéjaban résztvevé CFTR-csatorna altal medialt, valamint egyéb
stimulusok (pl. TNF-a) altal kivaltott intracellularis gyulladasos folyamatok CF-es bronchoepitheliilis
sejtekben. Csokkent CFTR expresszio vagy nem megfeleld csatorna miikodés esetén, valamint gyulladasos
kornyezetben a HE4 bazalis termelddése jelentésen megnd egyéb citokinnel (pl. IL-6) egyiitt (bal oldal).
Amennyiben a CFTR funkci6 korrigdlodik CFTR-specifikus kezelés (pl. LUM/IVA, Orkambi®) hataséara és/vagy
az NF-kB ttvonal gatlasa révén (pl. BAY 11-7082) jelent6sen csokken a HE4 és az IL-6 expresszioja (jobb oldal).
Az abra a Biorender.com program segitségével keriilt megszerkesztésre.

A CFTR funkcié helyreallitaisa konzekvensen alacsonyabb HE4 szinteket
eredményezett in vitro kisérleteink soran, ami dsszhangban volt a kiillonb6z6 CFTR modulator
kezelések alatt allo6 CF-es betegcsoportok plazma mintainak mért csokkend HE4 értékekkel.
Munkacsoportunk els6ként vizsgalta a plazma HE4 lehetséges biomarker szerepét a CFTR
modulator kezelések hatasossaganak kovetésében. Elsdként ivacaftorral kezelt, a
p.GlySSlAsp-CFTR variansra pozitiv CF-es betegcsoportok plazmamintéinak HE4
%-kal, a verejték klorid szintekkel és a BMI-vel [238, 266, 267]. Az 6sszes CF-es betegben
magas volt az ivacaftor elétti plazma HE4 szint az egészséges populacidhoz viszonyitva. Az
ivacaftor kezelés eredményeképp - a javuld légzésfunkceio €s csokkend verejték klorid értékek
mellett - a kiindulési koncentraciotol fiiggetleniil a HE4 értéke szignifikansan alacsonyabb volt

mar 1 honap utén is, és fokozatosan tovabb csokkentek a vizsgalati periddus végeig. A kezelt
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betegpopulaciokban is a HE4 szintek jol korreladltak a tiidobetegség stlyossagéaval: a HE4
abszolut és delta értékei szignifikans inverz dsszefliggést mutattak a FEV; % ¢és delta FEV %
értékekkel. A CF-es betegek jelentds részében a CRP értékek mérhetetlentil alacsonyak voltak,
igy a CRP nem igen volt hasznalhat6 a CFTR modulatorok hatdsanak monitorizalasara.
Ugyanakkor mas szerzok szerint a CRP véltozasai segithetik a CF-es tiidébeteg sulyossaganak
kovetését, és akar a pulmondlis exacerbacio eldre jelzésére is alkalmas lehet [434]. Bar szoros
Osszefliggés mutatkozott a HE4 és a CRP értékek kozott a vizsgalati populacionkban,
Osszeségében a HE4-et alkalmasabb biomarkernek taldltuk a CRP-hez képest az ivacaftor
kezelés monitorizalasdban. Végiil a delta HE4 megkiilonboztetd erét mutatkozott 7%-os FEV,
% valtozéas eldrejelzésében a ROC-gorbe analizis alapjan, jelentés AUC értéket (0,8006)
talaltunk féleg az elsé 2 honapos gyogyszeres kezelést kovetden 81%-o0s szenzitivitassal és
89%:-os specificitassal -15,8 pmol/L-es cut-off érték mellett.

Ertékeltiik a plazma HE4 szint véltozasat a lumacaftor/ivacaftor kezelés alatt allo, a
p-Phe508del-CFTR mutaciora homozigdta CF-es betegek plazmamintdiban is. Ez a kezelés
még tobb CF-es betegnek nyujthat segitséget mind gyermekkorban, mind felndttekben [239,
268], mivel a betegek kb. 80%-a a p.Phe508del-CFTR varianst hordozza [217]. Hasonldan az
ivacaftor kezelt betegekhez, az Orkambi® terdpia mar egy honappal a kezelés elinditasa utan
szignifikansan csokkentette a plazma HE4 koncentraciot. Jol korrelalt a HE4 és a FEV %-o0s
értéke kiilondsen a CF-es gyermekek korében, és a delta HE4 a 6. honapban mért delta FEV;
% eredményekkel még erdsebb Osszefiiggést mutatott, mint a két paraméter abszolut értékei.
Ehhez kapcsolodoan, a ROC-gorbe analizis is gyermekkorban mutatott magasabb AUC értéket
a HE4 véltozas hasznalhat6sagara akar 2,6%-o0s (AUC: 0,9139), akér 5%-0s FEV1 % valtozast
vettiink figyelembe (AUC: 0,7913). Megallapitottuk tovabba, hogy a kezelés elott sokkal
rosszabb 1égzésfunkcioval bird betegek esetén a LUM/IVA terdpia hatdsara sokkal nagyobb
mértéklt HE4 koncentracio valtozas kovetkezik be, ami nagyban segiti a klinikai allapot
monitorozasat. Végiil a HE4 mérése a kezelésre jol és kevésbé jol reagald betegek elkiilonitését
is segitheti, mivel a plazma HE4 csak azoknal a betegeknél valtozott érdemben, akik tényleges
terapids valaszt mutattak, szemben a verejték klorid és a BMI értékek alakulasaval. Masok a
szérumban mért IL-18, TNF-a és IL-1p szintek kdvetésével vizsgaltak a lumacaftor/ivacaftor,
illetve a tezacaftor/ivacaftor kezelés hatdsossagat [419], illetve egy friss kozlemény alapjan a
tezacaftor/elexacaftor/ivacaftor kezelést legérzékenyebben a plazma HE4 kovette szemben az
IL-6, IL-8 és MMP-9 értékekkel [435]. Az utobbi CFTR-specifikus terdpia monitorozasara

munkacsoportunk jelenleg is teszteli a HE4-t.
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Jelenleg még nem tisztazott, hogy mi lehet a HE4 fehérje funkciondlis szerepe a CF-es
tiidobetegség lezajlasaban. A fehérje ismert tulajdonsagai és a gyulladasos citokinekkel valod
szoros kapcsolata alapjan feltételezziik, hogy a CF-es gyulladasos folyamatok altal kivaltott
immunologiai valasz kovetkezményeként tovabb fokozodik az expresszidja a tiidobetegség
progressziojaban [229]. COPD-ben maga a cigarettafiist is képes fokozni a HE4 expressziot a
bronchialis epithelsejtekben, ami tovabbi IL-6 felszabadulashoz is vezet az NF-kB utvonal
aktivalodasan keresztiil [436]. Antiproteaz aktivitasa révén gatolja a MMP-9 aktivitasat in vitro
fibroblaszt eredetli HE4 vesefibrozist indukalt egy egérmodellben az MMP-9 gatlasa révén, ami
HE4-ellenes blokkolo antitest segitségével megelézhetd volt [439]. A hipoxia a HE4 expresszio
indukalasan keresztiil vesefibrozist valtott ki a HIF-1a/HE4/NF-«kB szignalizacion keresztiil
[440]. Mi tobb, nem CF-es primer tiidéfibrozisban is emelkedett szérum HE4 koncentracidkat
talaltak nemrégiben [441]. Igy 6sszeségében lehetséges, hogy a tartosan magas HE4 szint a
metalloproteinazok, pl. az MMP-9 gatlasan 4t hozzdjarulhat a CF-es tiid6 fibrotikus

atépiilés¢hez. Ennek bizonyitdsdhoz tovabbi vizsgélatok sziikségesek.

Osszefoglaloan megéllapithatjuk, hogy a szervezetben bérhol, barmely okbol kivéltott akut
vagy kronikus gyulladas képes kiilonbozd sejttipusokban - sokszor egyiddben - olyan koros
intracellularis, akar génszinten bekovetkez6 folyamatokat generdlni, ami jelentOsen
befolyasolhatja az érintett sejtek miikodését. Egyuttal szamos fehérje és nukleinsav természetii
mediator expresszidja valtozik meg ilyenkor, amelyek hatékony laboratériumi biomarkerként

szolgalhatjak a korfolyamatok detektaldsat.
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7 UJ MEGALLAPITASOK

1. A thrombocyta PKCO izoenzim eldsegiti mind a PAR, mind a GPVI receptorhoz kotott
thrombocyta aktivaciot azaltal, hogy fokozza az allbP3 integrin aktivacidjat, szekréciot indukal
a Syntaxin-4 foszforilacion keresztiil, és egyben noveli a TXA; szintézist az ERK foszforilacio

befolyasolasaval. Osszeségében a PKCO részt vesz szamos fontos vérlemezke aktivacios

crer

2. 2-es tipusu diabetes mellitusban a hiperglikémia hatasara csokkent Dicerl enzim funkcid
alacsony megakaryocyta-thrombocyta miR-223, miR-26b és miR-140 expressziot okoz, ami
fokozott P2RY12 és SELP mRNS szintekhez vezet, és mindez kedvez a koros vérlemezke
reaktivitas kialakulasanak a DM2 betegekben. A plazma mintakban mért csokkent plazma miR-
223, miR-26b, miR-140 és miR-126 jol elkiilonitette a diabeteses betegeket az egészséges
kontrolloktol.

3. Mar obezitasban elkezd emelkedni a thrombocytak aktivéaltsagi szintje, amit a P2Y12
receptor altal medialt szignaltitvonal tilzott mitkddése jelentds mértékben eldsegit TXAx-fiiggd
¢s fliggetlen mdédon - indukalt ERK ¢és Akt foszforilacid révén - nemcsak extrém
hiperkoleszterinémiaban, hanem mar mérsékelten emelkedett koleszterinszintek jelenlétében
is. Obez betegekben szignifikans pozitiv Osszefiiggés mutathatd ki a carotis intima-média
vastagsag (IMT) értéke, valamint a thrombocyta P-selectin expresszid, a szolubilis P-selectin

koncentracio és a vérlemezke mikropartikuldk mennyisége kozott.

4. A megakaryocyta-thrombocyta RNS profil jelentds atrendezddése, koztiik az alacsony miR-
26b ¢s az emelkedett SELP expresszio - a Dicer] enzim csokkent miikodésének is kdszonhetden
- kozremiikodik a koros vérlemezke aktivacio kialakuldsaban bakteridlis szepszisben,

ugyanakkor a vérlemezke-eredetli mikropartikulak altal szallitott miR-223 képes mérsékelni az

crer
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5. A gyobgyszeres koronariasztent (DES) implantacidja kisebb mértékii endothelsejt aktivaciot
okoz, mint a fémsztentek (BMS) betiltetése, igy kisebb eséllyel alakul ki resztenozis (ISR), ami
annak is koszonhetd, hogy a DES felszinérdl felszabaduld everolimus képes lokalisan az
endothelsejtek E-selectin és VCAM-1 expresszidjat jelentésen mérsékelni transzkripcios és
poszttranszkripcids szinten. A keringd miRNS-ek koziil az emelkedett miR-155 és miR-185,

valamint a csokkent miR-181b és miR-424 szintek megbizhatdan jelzik az ISR kialakuldsat.

6. A HE4 szérum/plazma koncentracioja jelentds mértékben megemelkedik cisztas fibrozisos
tiidobetegségben, ami jol korreldl a légzésfunkcid valtozésaval és az intrapulmonalis
gyulladéssal, valamint hatékonyan képes kovetni a CFTR-specifikus gydgyszerek hatasat. A
CF-es léguti epithelsejtek koros HE4 expresszidja a CFTR-csatorna diszfunkcionak, valamint

az NF-«kB jelatviteli utvonal altal kozvetitett gyulladdsos folyamatoknak a kovetkezménye.
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8 KOSZONETNYILVANITAS

Palyamon Kappelmayer Janos professzor Ur inditott el, amiért nagyon halas vagyok neki.
Kiilon koszondm a folyamatos emberi €s szakmai tdmogatasat, a jo6 munkahelyi légkor
biztositasat és az ¢élet egyéb teriiletén is folytatott barati eszmecseréket. Munkakapcsolatunk
még III. éves orvostanhallgatd koromban - egy klinikai biokémia gyakorlaton - kezd6dott tobb
mint 20 évvel ezel6tt, amikor a késésem miatt ,biintetésbol” vért vett télem a gyakorlathoz.
Ennek ellenére késdbb volt merszem felkeresni, hogy hadd csindlhassam nala a TDK-
palyamunkamat. Kis habozés utdn igent mondott, bar rogton hozzatette, hogy 2 hénap mulva
indul egy egyéves tanulmanyutra az USA-ba, igy csak tavolrol tudja majd kdvetni a munkdmat.
fgy ,.potanyaként” Hevessy Zsuzsa tanarn$ vette 4t a témavezetésemet, akinek ezittal is
koszondm a segitségét. A tudomanyos didkkori munka olyan jol sikeriilt, hogy végzést
kovetéen nappali PhD hallgatoként Professzor ur mellett maradtam addig is id6t nyerve, hogy
végre eldontsem, milyen klinikai szakmat valasszak. Tovabb huzva az id6t, a PhD munka
folyoméanyaként egy 2 éves philadelphiai tanulmanyttra mentem, amit Satya Kunapuli
professzor urnak utolag is nagyon koszonok, felejthetetlen szakmai és egyben élettapasztalat
volt szamomra. Onnan hazatérve maradtam a labordiagnosztikanal, igy segitve a Betegek
gyogyulasat. A szakvizsgat kdvetden maris sajat PhD hallgatot szerettem volna, igy kezdtem el
egylitt dolgozni Fejes Zsolt kollégammal, akivel - végzését kovetden is - tovabb folytatjuk a
kozos munkat. Nagyon kdszondm neki, hogy segitett egy 1j tudomanyos témat, egy 6nalld
labort egytitt kialakitani, amihez az6ta mar 5 tovabbi PhD hallgaté (Debreczeni-Szilagyi
Bernadett, Bene Zsolt, Pécsi Marianna, Siité6 Renata, Balla Gyorgy Jazon) is csatlakozott,
akik itt végezték vagy jelenleg is végzik a kutatdomunkajukat. Nekik is kdszoném az alapos
munkdjukat, a kitartdsukat és az egylitt eltoltott kellemes idot. Kiilon koszondm kdzvetlen
kollégdimnak, Antal-Szalmas Péter ¢és Balogh Istvan professzor uraknak a technikai
segitségiiket és jo Otleteiket, ¢s Bekéné Debreceni Ildikénak a metodikai fortélyok atadasat.
Kutatasaink sordn szdmos remek hazai és kiilfoldi kollaboratorral dolgozhattam egyiitt.
Koszonettel tartozom Czimmerer Zsoltnak, Fenyvesi Ferencnek, Varadi Juditnak,
Rusznyik Agnesnek, Fagyas Miklosnak, Péliska Szilardnak, Horvath Attilanak, Szanté
Tibornak, Panyi Gyorgynek, Jeney Viktorianak és Balogh Enikének, tovabba Milan
Macek, Margarida D. Amaral, Libor Fila, Luka A. Clarke ¢és Kenneth Clemetson
professzoroknak a gyiimélesozd egyiittmiikodésért. Ugy érzem, hogy az elmult években
nemcsak szakmai, de barati kapcsolat is kialakult kozottiink, amiért kiilon halds vagyok.

Batoritasukért és tdmogatasukért kdszonettel tartozom Balla Gyoérgy, Paragh Gyorgy, Balla
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Jozsef, Matyus Laszlo, Papp Zoltian ¢és Hegyi Péter professzor uraknak. Halaval gondolok
tovabba azokra a kivalo klinikus kollégikra, akik értékes beteganyagukkal €s hasznos
tanacsaikkal segitették a munkamat: Sziik Tibor, Kaplar Miklos, Csongradi Eva, id. Nagy
Béla, Gonczy Ferenc, Bede Olga, Nagy Doéra, Ujhelyi Rita, Szabé Agnes, Anghelyi Andrea,
Major Mikloés, Nagy Gyorgy, Kerekes Gyorgy, Berhés Mariann, Sziics Ildiko, Griger
Zoltan ¢s Halmi Sandor. Emellett koszondm Nagy Attilanak, Bhattoa Harjit Palnak ¢és
Karanyi Zsoltnak a statisztikai szamitdsokban, Kopis Ildikénak, Koteles Juliannanak ¢és
Botosné Laszl6 Valentindnak az adminisztrativ iigyekben, valamint valamennyi
Asszisztensnonek ¢s Analitikusnak a disszertacidhoz kapcsolddd laboratdériumi munkaban
nyUjtott segitségét. Végiil nagyon koszondm Sziileim, Testvérem, Feleségem, csodalatos

Gyermekeim ¢s Barataim odaado szeretetét ¢s tlirelmes tdmogatésat.
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14 TUDOMANYMETRIAI ADATOK

Nagy Béla (laboratériumi medicina) tudomanyos és oktatéi munkassaganak 6sszefoglalasa
MTA V. Orvostudomanyi Osztalya (2023.12.11)

|. Tudomanyos folyéiratcikk? 86
szakcikk nemzetkozi folyéiratban, idegen nyelvii 57 957 1105
szakcikk hazai idegen nyelv(i 0 0 0
szakcikk magyar nyelvii 6 0 0
szakcikk sokszerzés, érdemi szerzéként® 1 0 0
osszefoglal6é kozlemény 13 223 242
rovid kézlemény 9 109 126
Il. Kényvek 0
a) Szakkonyv, kézikonyv, tankonyv szerzéként 0
idegen nyelvii 0 0 0
magyar nyelv{ 0 0 0
aa) Fels6oktatasi tankonyv 0 0 0
b) Szakkonyv, kézikonyv, konferenciakotet, tankonyv szerkesztéként 0
idegen nyelvii 0
magyar nyelvii 0
bb) Fels6oktatasi tankonyv 0
Ill. Konyvrészlet 4
idegen nyelvii 0 0 0
magyar nyelvii 0 0 0
cc) Fels6oktatasi tankdnyvfejezet 4 0 0
IV. Konferenciakézlemény? 0 0 0
Oktatasi kozlemények dsszesen (ll.aa,bb-lll.cc) 4 0 0
Tudomanyos kézlemények dsszesen (I.-1V) 86 1289 1473
Tudomanyos és oktatasi kozlemények 6sszesen (I-1V.) 90 1289 1473
V. Tovabbi tudomanyos miivek 4
Tovébbi tudoménygs mﬁ\{ek, ide értve anem teljes folyéiratcikkeket .és anem 1 0 0
ismert lektoraltsagu folyéiratokban megjelent teljes folyoiratcikkeket is
Szerkesztéségi levelezés, hozzaszoélasok, valaszok 3 0 0
Oltalmak (szabadalmak) 0 0 0
V1. Hivatkozott absztraktok> 0 0 0
Osszes hivatkozas' 1289 1473
Ilesch index® 23
Ig index® 37
Elsd szerzés teljes folyiratcikkek szama? 18 416
Utols6 szerzds teljes folydiratcikkek szama?2 21 370
A tudomanyos fokozat (PhD) elnyerése utani (2010) teljes tudoméanyos 73 1168
folyoiratcikkek szama
Az ut‘olsé‘ 10 f’;v (2013-) tudomanyos, teljes, lektoralt tudomanyos 67 269
folydiratcikkeinek szama
A legmagasabb hivatkozottsagu kézlemény hivatkozasainak szama (az 150 10.18%
Osszes hivatkozas szazalékaban) ’
Hivatkozasok szama, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus rendszerben 41+0
Jelentés, guideline 1 0
Csoportos (multicentrikus) kézleményben kollaboraciés kozrem(ikéds” 0 0
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