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1. Bevezetés

A dolgozat a kardioprotektiv beavatkozdsok és a metabolikus
tarsbetegségekhez kapcsolédd molekularis mechanizmusok, valamint az
extracellularis vezikuldkkal (EV-kkel) és azok kardioprotektiv jelentGségével
kapcsolatos technoldgiai és mechanisztikus kutatdasok terlletén elért
eredményeinket foglalja 0ssze.

A szivinfarktus mortalitasanak és életmin&séget ronté kovetkezményeinek
csokkentése jelenleg is elsédleges népegészségligyi cél. llyen eljaras vagy
gyogyszerkészitmény még nem kerilt klinikai gyakorlatba, fejlesztésik
intenziv. EIGszor mutattuk ki, hogy a tavoli iszkémias prekondicionalas (RIPreC)
nem védi a szivet az akut iszkémia/reperfuzids karosodassal (IRI-vel) szemben
patkanyokban a leggyakrabban hasznalt kisérleti protokollok alkalmazasaval,
valamint hogy a tdvoli iszkémids perkondicionalas (RIPerC) hatasossaga is
elvész akut hiperglikémidban (AHG-ben). Jellemeztlik az akut szivinfarktus
(AMI) okozta szivelégtelenséget (HF-t) géttingeni minisertésekben a Landrace
sertésekkel 0Osszehasonlitva, ahol megdllapitottuk, hogy a gottingeni
minisertésmodell hasonld a humdn patolégidhoz a HF-paramétereket
figyelembe véve, és hogy az alkalmasabb a HF hosszi tavu kovetésére.
Osszehasonlitottuk az iszkémids posztkondicionalds (IPostC) és a RIPerC
kardioprotektiv  hatékonysagat az AMI zart mellkasi Landrace
sertésmodelljében. Ezen eljardsok egyike sem csdkkentette a nekrdzist, de a
koszoruér mikrovaszkularis rendszert védték. Ezek alapjan a mikrovaszkularis
védelem fontos lehet az IRl csékkentésében.

Az anyagcsere betegségek az iszkémias szivbetegségekkel leggyakrabban
egyutt eléforduld korallapotok. Jelenlétik rontja az IRl kovetkezményeit, és
annak rizikéfaktora is. A szivre kifejtett hatdsaik molekularis
mechanizmusainak tanulmdanyozdsa kodzelebb vihet azok mérsékléséhez, Uj
gyogyszer tdmadaspontok azonositasahoz jarulhat hozza. Megallapitottuk,
hogy hiperkoleszterinémias (HC) patkdanyokban a szivben az autofagia
leszabdlyozott, mig az mTOR-Utvonal és az apoptdzis serken. Ez a megbomlott
egyensuly  szerepet jatszhat a  kardioprotekcié  megsz(inésében
hiperkoleszterinémiaban. Leirtuk, hogy a szelegilin csokkenti a zsirlerakddast
elhizdsban, és befolyasolja a glikdz- és lipidanyagcserét, valamint a zsirszoveti
gyulladast, ami csokkentheti a szivbetegségek kockazatat.

Az EV-k szerepét nagyszamu életfolyamatban igazoltak, segitségiikkel sejtek
kozotti kommunikdcié valdésul meg. Informaciétartalmuk diagnosztikai
célokra, természetes és szintetikus hatdanyaghordozd képességiik pedig
terapias célokra teheti 6ket alkalmassa. Tanulmanyozasuk jelenleg is
kihivasokkal teli, tobbek kozott szamos fejlett modszer kifejlesztése még



varatott magdra. Ezért el6szor komplex mddszereket dolgoztunk ki az EV-k
nagy tisztasdgu izoldldsdra. Az anyagcsere betegségekben betoltott
szereplket is tanulmanyoztuk, mivel feltételeztiik, hogy segitségiikkel el6re
jelezhet6 lehet a szivre karosallapotok kialakulasa. Kimutattuk, hogy a
hiperkoleszterinémia megvaltoztatja mind a kering6, mind a szivizom EV-k
mennyiségét és Osszetételét, ami hozzajarulhat annak szivhatdsaihoz. Az EV-k
kardioprotektiv eljarasokban betoltétt szerepét is vizsgaltuk kutatasaink
soran. Az irodalomban el6sz6r mutattuk meg, hogy az EV-k az iszkémias
kondicionalas kardioprotektiv jeleit hordozzak, hidanyukban RIPreC nem
valthatd ki. Azonositottuk, hogy a sejttenyészetekbél kalcium-ionofor
kezelésre felszabaduld EV-k terdpids lehetGséggel rendelkezhetnek iszkémids
szivkarosodas ellen, és felfedtiik, hogy a védelem az oxidativ karosodast
csokkent6 enzimrendszereken keresztil valdésul meg. Az EV-k szerepét
vizsgdltuk még a hélium-kondiciondlds soran is, am ebben a kardioprotektiv
eljarasban az EV-k nem jatszanak szerepet a sziv fibroblasztjainak iszkémia
utani karos atépilésének mérsékléséért felel6s molekularis mechanizmusok
atvitelében.



2. CélkitGizések

Kardioprotektiv beavatkozasok és modelljeik fejlesztése az eredmények
klinikai vizsgalatokba valo sikeresebb atiiltetésiik érdekében

egy hatékony és robusztus RIPC protokoll Iétrehozasa az akut szivizom IRI
patkanymodelljében, valamint a hatékonysag f6 tényez8inek azonositasa,
az IRl két olyan sertésmodelljének jellemzése és klinikai relevanciajanak
értékelése az MI utani HF-vizsgdlatokhoz, amelyek a kardioprotektiv
gyogyszerek és/vagy orvostechnikai eszk6zok fejlesztésére hasznalhatok,
az IPostC és a RIPerC hatdasainak vizsgalata az IRl mér&szamainak, példaul
a szivizomnekrozis, az 6déma és az MVO in vivo sziv MRI és ex vivo
szOvettani festés altal meghatarozott mérészamainak 6sszehasonlitasaval
az AMI klinikailag relevans, zart mellkasu sertésmodelljében.

A CMD-k hatasainak és mechanizmusainak vizsgdlata a kardioprotekciéban

az autofagia és az mTOR utvonalak, valamint az apoptdzis és a nekroptdzis
vizsgalata hiperkoleszterinémids patkdnymodellben,

a MAO-B gdtld szelegilin kezelés hatasanak vizsgalata a metabolikus
paraméterekre hiperkoleszterinémidban,

annak vizsgalata, hogy az AHG hatdssal van-e a RIPerC altal kivaltott
kardioprotekciora.

Az EV-k szerepének vizsgalata a CMD-kben és a kardioprotektiv eljarasokban

a vérplazmabdl torténé EV izolalas UC-, DGUC-, SEC-, és BE-SEC-alapu
modszereinek fejlesztése és vizsgalata hatékonysaguk és tisztasag
tekintetében,

annak elemzése, hogy a HC hogyan befolydsolja az EV-k metabolomjanak
Osszetételét és hogyan mddositja a HC a CM EV kommunikacidt,

annak vizsgalata, hogy az iszkémids kondicionalas indukalja-e az EV-k
felszabaduldsat a szivbdl, valamint annak vizsgalata, hogy az EV-k
szlikségesek-e a RIPC altal kivaltott kardioprotekcidhoz,

annak felfedése, hogy a kalcium-ionofér kezelés utan felszabaduld
stressz-EV-k képesek-e kardioprotekciot indukalni az akut IRl sejtes
modelljeiben,

annak felmérése, hogy a héliumos kondiciondldas indukalja-e a
kardioprotektiv EV-k felszabaduldsat sziv eredet( fibroblasztokbdl.



3. Eredmények

3.1.Kardioprotektiv. ~ beavatkozasok  és  modelljeik
fejlesztése az eredmények klinikai vizsgalatokba valo
sikeresebb atiltetésik érdekében

3.1.1. A végtag tavoli iszkémias prekondicionalas kardioprotektiv
hatékonysaga patkanyokban: eltérés a metaanalizis és egy
haromkozpontos in vivo vizsgalat kozott

A budapesti vizsgaldhelyen a femoralis erek ciklikus leszoritasaval és
felengedésével végzett RIPC sem uni-, sem bilaterdlisan nem csékkentette az
IS/AAR-t, mig a pozitiv kontroll IPreC-C csoportban az IS/AAR szignifikdns
csokkenést mutatott a CON-C csoporthoz képest. A szegedi vizsgaldhelyen a
kétoldali érszoritok ciklikus meghuzasaval és lazitasdval végzett RIPC nem
csOkkentette az IS/AAR-t, mig a pozitiv kontroll IPreC-T csoportban az IS/AAR
relativ csokkenését mutattdk a CON-T-hez képest. Az amszterdami
vizsgdldhelyen a RIC-et a hatso végtagokon alkalmazott egy- vagy kétoldali
nyomasmandzsettak ciklikus felfijasaval és leeresztésével idézték el6. Sem az
egyoldali RIC, sem a kétoldali RIC nem befolyasolta az IS/AAR-t, amikor a 20,
25 vagy 45 perces miokardialis iszkémia el6tt végezték, 6sszehasonlitva a
megfelel$ kontrollokkal.

Annak érdekében, hogy a RIPC IS-korlatozé hatdsat in vivo vizsgélatainkban
Osszehasonlithassuk a korabbi publikaciok eredményeivel, metaanalizist
végeztiink az attekintett vizsgalatokon. Emellett metaregresszio segitségével
értékeltiik a jelentett adatelemek szama és a hatasméret kdzotti kapcsolatot.
A bevont 22 cikkbdl 23 kontrollalt 6sszehasonlitas adatait nyertiik ki a RIPC-
nek az akut miokardidlis IRl patkdnymodellekben, tarsbetegség vagy
komedikacié nélkial, amelyek 0Osszesen 189 Jdllatot tartalmaztak a
kontrollcsoportokban és 188 dllatot a RIPC-csoportokban. Azokban a
tanulmanyokban, ahol a kiilonb6z6 altatészerek hatdsat vizsgaltdk a RIPC
hatékonysagdra, csak a referencia-altatdszerrel kezelt csoportokat vettiik
figyelembe. A vizsgdlatok heterogenitdsa jelentGsnek bizonyult. A RIPC
21,28%-kal csokkentette az IS/AAR-t a kontrollcsoporthoz képest. A
publikacids torzitast a tolcsérdiagram vizualis értelmezésével értékeltiik, ami
arra utal, hogy a RIPC kardioprotektiv hatékonysagat kis mértékben vagy
egydltalan nem mutatd kis tanulmdnyok alulreprezentdltak lehetnek a
publikalt eredmények ko&zott, azonban az Egger regresszids teszt nem
mutatott szignifikans publikacids torzitast (p=0,07), és a nem parametrikus
trim-and-fill mddszer nem jelzett hidnyzé tanulmanyokat, amelyek
kompenzalndk a tolcsérdiagram aszimmetriajat.
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Osszefoglalva, vizsgalatainkban nem tudtuk kimutatni a RIPreC véd6hatasat
patkanyokban egy tobb kézpontban végzett vizsgalatunkban annak ellenére,
hogy az alkalmazott bedllitdsok 6sszhangban voltak az irodalomban
fellelhet6kkel. Ez ellentmonddasban van a metaanalizistink eredményével, ami
a RIPreC egyértelm( hatdsossagdt mutatja a kozlésre kerilt eredmények
alapjan, habdr felmerilt a gyanu, hogy a kis hatast, vagy neutralis eredményt
mutatd kozlemények nem keriilnek publikdldsra, ami torzithatja a
kardioprotektiv beavatkozasokrél alkotott képet, igy nehezitheti azok klinikai
gyakorlatba valé atiltethet&ségiiket.

3.1.2. Miokardialis infarktus utani szivelégtelenség koszoruér-
elzaras/reperfuzié modelljeiben: a zart mellkasu gottingeni
minisertés és a Landrace sertések dsszehasonlitadsa

Mivel a sertések testsulya gyorsan ndéhet, ami befolyasolhatja a sziv
és funkcionalis valtozasait. A sziv novekedési Gtemét CMRI-vel mértik. A
gottingeni minisertések LVED tomege 6 hdénapos korban csak mérsékelten
nétt. Ezzel szemben a Landrace sertésekben az LVED tomege 2 hénapra kozel
100%-kal né6tt. Ez azt jelzi, hogy a Landrace sertések kevésbé optimalis
vélasztas lehet a hosszu tavu kovetéses vizsgalatokhoz, mivel jelentGs
novekedésiik zavarhatja a szivkarosodas szamszerdsitését.

Az LVEF-et, mint a bal kamra szisztolés funkcidjanak legszélesebb korben
haszndlt paraméterét szintén CMRI-vel mértik. Az Ml az LVEF szignifikans
csokkenését eredményezte a minisertésekben 3 hdénapos és 6 honapos
korban. Varakozasainkkal ellentétben a Landrace sertésekben az LVEF 2 héonap
utan nem valtozott.

A HF jeleinek tovabbi vizsgalata érdekében elvégeztiik a bal pitvari térfogat
mérését a testfelszinhez viszonyitva (LAVi). A LAVi 6 hdnap utan 34%-kal nétt
a gottingeni minisertésekben, és nem valtozott jelentésen a Landrace
sertésekben 2 hdnap utdn, ami megerGsitette el6z6 eredményeinket,
miszerint a Landrace sertésekben nem alakul ki jelent6s kamrai elégtelenség.

Osszefoglalva, kimutattuk, hogy a feln6tt gdttingeni minisertésmodell hosszu
tava nyomon kovetéssel az emberhez hasonléan utdnozza az Ml utani HF
funkciondlis és morfoldgiai paramétereit. Adataink azt is mutatjak, hogy a
Landrace sertések nem alkalmasak a poszt-MI HF értékelésére, elsGsorban a
test- és szivtomeg gyors novekedésének kdvetkezményei miatt, ami nem teszi
lehet6vé a hosszu tavu kovetést, és zavarja a poszt-MI HF patoldgiajat. A
Landrace sertések alkalmasak lehetnek az AMI kovetkezményeinek révidtavu
vizsgdlatara. Eredményeink hasznosak lesznek az optimalis nagyallatmodellek



kivalasztasahoz a poszt-MI HF tanulmanyozasahoz és az e patoldgia elleni Uj
terdpidk kifejlesztéséhez.

3.1.3. A helyi iszkémias prekondicionalds, posztkondicionalds és
tavoli kondicionalds altal kivaltott kardioprotekcid
értékelése a reperfundalt akut miokardialis infarktus zart
mellkasy  sertésmodelljében: a  mikrovaszkulatura
jelent8sége

A miokardialis nekrézis, 6déma és MVO szamszer(sitése érdekében 3 nappal
a koszoruér-okklizié és a reperfuzié utdn CMRI-t végeztiink. A miokardialis
nekrdzist az IPostC és a RIPerC nem befolydsolta, az IPreC azonban jelent&sen
enyhitette azt az Isch csoporthoz képest. Az IPostC és a RIPerC szignifikansan
csokkentette a szivizomodémat az Isch csoporthoz képest, azonban az IPreC
csak tendenciaszer( csokkenést okozott.

A miokardialis nekrdzis és az AAR ex vivo szovettani moddszerrel torténd
értékeléséhez a TTC és az Evans-kék festést alkalmaztuk 3 dra reperflziot
kovet6en. Szévettani modszerekkel az IPostC és a RIPerC nem csokkentette a
nekrézist, az IPreC azonban csdkkentette azt az Isch csoporthoz képest. A
csoportok kdzott nem volt kiilonbség az AAR-méretében.

Osszefoglalva, ebben a vizsgalatban kimutattuk, hogy az IPostC és a RIPerC
védte a mikrovaszkulaturat az IRI-vel szemben, mivel csokkentették a szivizom
0démajat, az IPostC pedig az MVO-t. Az IPostC vagy a RIPerC azonban nem
csokkentette a miokardialis nekrozist, csak a pozitiv kontroll IPreC
csokkentette azt. Ez volt az els6 Osszehasonlitd vizsgdlat a kiilonbozé
kondicionalé mandverek IRI-vel kapcsolatos CMRI-paraméterekre gyakorolt
eltéré hatasanak, valamint annak, hogy az 6déma és az MVO a miokardialis
nekrézistdl fuggetlendl valtozik. Eredményeink alatamasztottdk a klinikai
vizsgdlatok azon megallapitasait, hogy az 6déma valtozhat a kiilonboz6
beavatkozasok hatasara, és hogy az nem feleltetheté meg az AAR-nek.
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3.2. A CMD-k hatdsainak és mechanizmusainak vizsgalata
a kardioprotekcioban

3.2.1. A hiperkoleszterinémia csdkkenti az autofdgiat és
apoptdzist indukal patkdnyszivben

A koleszterinnel tapldlt allatok szivében csokkent az LC3-1l, a Beclin-1, a
Rubicon, és a Rab-7a fehérje mennyisége, ami 6sszhangban van az autofagia
kezdeti lépéseinek és a vezikularis szallitasi folyamatok csokkenésével, annak
ellenére, hogy az autofagia beinditasaban részt vevd lll. osztalyu PI3-kinaz
felszabdlyozddott. Az autofagids clearance markereinek expresszidjaban a
csoportok kozott nem volt kiilonbség az NBR1 és a SQSTM1/p62 fehérjék
expresszidja alapjan. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az autofagia korai
és késGi fazisai egyarant csokkentek a hiperkoleszterinémias patkdnyok
szivében.

az Akt és az mTOR fehérje expresszidjaban vagy foszforilacidéjaban nem volt
szignifikans kilonbség a csoportok kozott; azonban a riboszomdlis S6
foszforildcidja, ami az mTOR komplex aktivitdsanak kozvetett markere,
emelkedett volt a CHOL csoportban. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy
az mTOR-aktivitds felszabdlyozott volt hiperkoleszterinémias patkanyok
szivében.

Az apoptézis markere, a hasitott kaszpaz-3 expresszidja szignifikdnsan
emelkedett, mig az apoptozist szabdlyozé Bcl-2/BAX ardny nem viltozott.
Tovabba, a RIP1, a RIP3 és az MLKL fehérjék, a nekroptdzis f6 markereinek
expresszidja nem valtozott. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a
hiperkoleszterinémia felszabalyozza az apoptdzist, de mas szabalyozott
sejthalal utvonalat, mint pl. a nekroptézist nem befolydsolja a szivben.

3.2.2. Aszelegilin csokkenti a magas zsir- és cukortartalmu étrend
altal kivaltott elhizast him patkanyokban

A szelegilin kezelés csokkentette a HFS étrend altal kivaltott elhizast. Itt azt
taldltuk, hogy a teljes zsigeri és szubkutan zsirtérfogat jelentésen megnétt a
HFS-diéta hatdsdra, és hogy a szelegilin-kezelés csokkentette a zsigeri és
szubkutan zsirszovetek novekedését. Az OGTT- és ITT-vizsgalatok azt
mutattak, hogy a 24. héten a HFS-diéta hatdsara inzulin-tolerancia alakult ki,
amit nem befolyasolt a diéta vagy a szelegilin-kezelés. A HFS étrend indukalta
a Ccl3 gén expresszidjat, amelyet a szelegilin kezelés csokkentett. Ez arra utal,
hogy a fehér zsirszévet gyulladasat a szelegilin csokkentheti.

Osszefoglalva, ez a kézlemény volt az elsé bizonyiték arra, hogy a szelegilin
csokkenti zsirraktarak méretét a diéta altal kivaltott elhizdsban. Tovabba
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bemutattuk, hogy a szelegilin befolyasolhatja a fehér zsirszovet gliikdz- és
lipidanyagcseréjét, és enyhitheti a fehér zsirszovet gyulladasat is. igy a MAO-B
gatlasa szelegilinnel csékkentheti a CVD-k kockazatat, ezaltal a szelegilin az
elhizas elleni terdpia kiegészit6 terapias eszkdzeként szolgalhat.

3.2.3. Az akut hiperglikémia megszinteti a tavoli iszkémias
perkondicionalas kardioprotektiv hatasat a nitrativ stressz
és az mTOR jelatvitel indukcidja révén.

Az AHG 6nmagaban nem sulyosbitotta a sziv nekrdzisat, Az infarktus mérete
kisebb volt az NG + RIPerC csoportban az NG + Isch csoporthoz képest, mig a
RIPerC nem csokkentette az infarktus méretét az AHG-ban.

A sziv 3-nitrotirozin szintje szignifikansan emelkedett az AHG hatdsara, ami
jelzi a nitrativ stressz kulcsfontossagl szerepét a kardioprotekcid
elvesztésében zavart glikdz homeosztazis esetén.

Mivel korabban kimutattak, hogy az oxidativ és nitrativ stressz
kolcsénhatasban all az mTOR atvonallal és az autofagiaval, megvizsgdltuk
azokat AHG-ban. Az mTOR és az S6 foszforilacidja szignifikansan emelkedett,
ami arra utal, hogy az mTOR komplex | aktivitdsa az AHG csoportban
megnovekedett. Az AKT foszforilacidja szintén emelkedett AHG-ban. Az
autofagia f6 markere, az LC3II/LC3I| ardny jelentGsen cs6kkent az AHG
hatdsara, azonban mds autofagiaval kapcsolatos fehérjék, mint a Beclin-1,
nem valtoztak.

Osszefoglalva, el8szér mutattuk ki, hogy a RIPerC kardioprotektiv hatésa
elvész AHG fennadltakor. Ez AHG altal kivaltott nitrativ stressz névekedésével
és az AKT mTOR utvonal aktivalasaval, de nem a sziv autofagia zavaraval
flgghet 6ssze. Ezért a RIPerC hatékonysaga AHG esetén klinikai koriilmények
kozott még a normoglikémidhoz képest is kisebb hatékonysagu lehet.
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3.3.Az EV-k szerepének vizsgalata a CMD-kben és a
kardioprotektiv eljarasokban

3.3.1. Extracellularis vezikulak izolaldsa vérplazmabal:
ultracentrifugacios, méretkizarasos kromatografias,
valamint sdr(séggradiens ultracentrifugalas és bind-elute

e

jellemzése

A kis EV-k UC-val torténd izoldldsa vérplazmabdl jelentés mennyiségli nem-EV
fehérje egyiittes jelenlétét mutatta.

A kis EV-k vérplazmdabol UC-vel torténé izolalasanak hatékonysaganak
értékeléséhez az UC minden egyes ismétlése utdn a fennmaradé fellluszét
négyszer egymas utan Ujra ultracentrifugdltuk, és az egyes centrifugdlasi
forduldkbdl nyert pelleteket Western blot segitségével elemeztiik. A CD63 és
a TSG101 mennyisége a pelletalt kis EV izolatumokban az ismételt 1 6ras UC
utan hasonlé volt egymashoz, ahelyett, hogy csokkené tendenciat mutatott
volna (A kisérlet). Ez az eredmény azt jelzi, hogy csak a kis EV-k kisebbsége
izolalhato 1 dras UC-vel. Kis EV-ket izolaltunk kilonb6z6 idGtartamu, azaz 1h,
3h, 6h és 14h UC segitségével. A kis EV-ket csak azokban az izolatumokban
lehetett TEM-mel Iathatévd tenni, amelyeket 1h vagy 3h hosszan
ultracentrifugaltunk. Az 1h és 3h UC pelletekben |1évé kis EV-k szerkezetileg
épnek tlintek. Néhany hdlyagos struktura 6h és 14h UC utdn is azonosithatd
volt, bar az amorf anyag nagy mennyisége eltakarta 6ket.

Tobb SEC-kozeget, koztik a Sepharose 2B, Sepharose CL-4B Sephacryl S-400
médiumokat vizsgdltunk a kis EV-k vérplazmdbdl torténé izoldldasanak
megvaldsithatdsaga és a legfontosabb teljesitményparaméterek értékelése
céljabdl egy egylépéses, kromatografian alapuld moddszerrel. Az izoldlas
hatékonysaganak értékeléséhez azonos mennyiségli  SEC-frakcidkat
elemeztliink, mig a tisztasdgot azonos mennyiségli fehérje felhasznalasaval
teszteltiik. A Sepharose 2B esetében a CD63 és a TSG101 tulnyomorészt a 6-7.
frakciokban volt kimutathatd, de albumin is jelen volt ezekben a frakcidkban.
A Sepharose CL-4B és Sephacryl S-400 oszlopok 6. frakcidja azonban kizardlag
CD63 és TSG101 jeleket mutatott, jelentés albumin szennyez6dés nélkil. A
SEC-frakciok azonos térfogatu felvitelével a CD63 és TSG101 tulnyomd
tobbsége minden kdzeg esetében albuminnal egylittesen volt jelen, ami azt
jelzi, hogy az elvalasztas hatékonysaga alacsony.

Osszefoglalva, ebben a vizsgalatban bizonyitottuk be, hogy a kis EV-k SEC-el
izolalhatok a vérplazmabdl jelent6s mennyiségi albumin szennyez6dés nélkil,
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de UC-vel nem, és hogy a kis EV-knek csak egy kisebb része izoldlhato SEC-el
vagy UC-vel a vérbdl.

A vérplazmabdl szarmazd kis EV-k tisztitasanak javitasa érdekében a jodixanol
DGUC modszert alkalmaztuk. Az Alix, TsglO1l és CD81 EV-markerek
tulnyomdrészt az F6-ban voltak megfigyelheték, 1,128 g/ml siirliségben, mig
az F5-ben és az F7-ben kisebb mennyiségben mutattuk ki a markereket. A
kilomikronokhoz kapcsolédé Apo B48, az LDL-hez kapcsolédd Apo B100 és a
HDL-hez kapcsolddd apolipoprotein Al (ApoAl) féként az alacsony striség(
F1-4 frakciokban volt jelen, de az EV-dus frakcidkban is kimutathaté volt az
Apo Al kisebb mennyisége. A kis EV-kben gazdag F6-ban csak mérsékelt
mennyiségl albumin jelet figyeltliink meg, az albumin jel nagyobb hanyada az
alacsonyabb s(r(iség(li F1-5 frakcidkban volt kimutathaté. A lipoprotein és az
albumin EV-kbd&l torténd hatékony elvalasztasa ellenére az F6 fibrinogén béta-
lanc (FGB) tartalma jelentGs volt.

Az EV-gazdag DGUC frakcidk finomtisztitdsara megvizsgdltuk a BE-SEC
alkalmazhatdsagat HiScreen Capto Core 700 oszlopokkal. Az Alix, Tsg101 és
CD81 jelek toébbsége az EF6-9 frakcidkban volt megtaldlhatd. Az albumin és az
Apo B100 az EF1-12 frakcidkban a kimutatdsi hatar alatt volt, az FGB azonban
az EF2-EF6 EV-tartalmu frakcidkban kimutathato volt. A BE-SEC tehat hatékony
maodszernek bizonyult a legtobb fehérje szennyezGdés eltavolitasara az EV-ben
gazdag DGUC mintakbdl. Az oszlopon megkotott, majd lemosott CIP frakcidk
nagy mennyiségli albumint és FGB-t tartalmaztak, de az EV markerek is
kimutathatok voltak, ami azt jelzi, hogy az oszlop jelent6s mennyiségli EV-t is
visszatartott.

Osszefoglalva, egy olyan mddszert irtunk le vérplazmabdl szarmazé kis EV-k
izolalasara, amely a jodixanol DGUC-n, és az azt kdvet6 BE-SEC-en alapul. Az
itt ismertetett modszerrel nagyobb mennyiségben nyerheték EV-k, mint a
korabban leirt izoldlasi technikakkal, mint példaul az UC és a SEC, mindezt
jelent6s lipoprotein- és albuminszennyezés nélkil. Ugyanakkor ebben a
kozleményben arrél is beszamoltunk, hogy a fibrinogén jelents szennyez6dés
lehet a vérplazmdbdl szarmazé EV-izoldtumokban.

3.3.2. A hiperkoleszterinémia megvaltoztatja a vérplazmabdl- és
a kardiomiocitakbdl szarmazé extracellularis vezikuldk
metabolomjat és proteomikai profiljat

Megvizsgaltuk, hogy a HC étrend hogyan mddositja a kering6 EV k és a plazma
metabolitjait. Az azonositott koleszterinészterek 6sszmennyisége jelentGsen
megemelkedett a HC-csoportban annak ellenére, hogy a HC-diéta nem névelte
az allatok testtomegét. Emellett tobb triacilglicerid (TG) plazmakoncentracidja
megndvekedett, mig tébb glicerofoszfolipid (GP) koncentracidja csdkkent a
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HC-diéta hatdsara. Szamos foszfatidil-kolin (PC) mennyisége csokkent az EV
kben, mig néhdny koézllik a plazmaban ellentétes valtozast mutatott.
Hasonloképpen, a TG-szintek inverz valtozdsanak tendencidja volt
megfigyelhet6 az EV és a plazma kozétt. Az aminosavak, az aminosavakkal
kapcsolatos metabolitok, a zsirsavak és a TG-k koncentraciéjaban nem volt
korrelacio a plazma és az EV k kozott. Ez az elemzés azt bizonyitja, hogy a HC
differencialtan modulalja az EV k és a plazma metabolitjait.

Annak megismerésére, hogy a HC megvaltoztatja-e a CM-ek EV-termelését,
megvizsgaltuk a HC-kezelés hatasat az AC16 sejtek altal szekretalt EV-kre. A
kezelés hatasara a CM-ek lipidtartalma megndvekedett. mivel a koleszterin
befolydsolja a plazmamembranok merevségét és rugalmassagat, AFM
méréseket alkalmaztunk AC16-bdl szarmazé EV ken, hogy feltarjuk, hogy a CM
EV k biofizikai tulajdonsdgai megvaltoznak-e. A HC kezelés nem befolydsolta
az AC16 EV k rugalmassagat. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a keringd
EV-kkel ellentétben a HC nem befolyasolja a CM-bél szarmazdé EV k
lipidosszetételét, vagy azok biofizikai tulajdonsagait.

Annak feltardsara, hogy a HC-kezelés hogyan befolyasolja a CM EV k
lehetséges bioldgiai funkcidit, folyadékkromatografidaval kapcsolt tandem
tomegspektrometridval elemeztiik a HC-kezelt AC16 sejtekbdl izolalt EV k
fehérjedsszetételét. Osszesen 2137 génbdl szarmazé 2156 fehérjét
azonositottunk. Ezeket a géneket 06sszehasonlitottuk a Vesiclepedia
adatbdzisaval. Osszesen 1999 gén fedett 4t az adatbazissal, amelyek koziil 84
volt az EV kben leggyakrabban azonositott 100 fehérje kozott.
Osszehasonlitottuk az EV k fehérjedsszetételét a kezelési csoportok kdzott.
Harminchdrom fehérje mennyisége csdkkent, mig 77 fehérje koncentracidja
nétt az EV kben HC kezelés hatdsdra. A kisebb mennyiséget mutaté fehérjék
kozott szamos hisztont és extracellularis matrix (ECM) vagy sejtadhéziéhoz
kapcsolddd fehérjét azonositottunk (GO:0007155, FDR < 0,01; GO:0030198,
FDR < 0,02; GO:0005925, FDR < 0,001). Szintén csokkent a széllitashoz
szlikséges tobbszordés endoszomalis  szortirozd6 komplexek  (ESCRT)
alkotéelemeinek (G0O:0039702, FDR = 0,014) vagy a hozzdjuk kapcsolddd
fehérjéknek a mennyisége. Az a megallapitdsunk, hogy az ESCRT fehérjék
mennyisége csokkent a HC EV kben, aldtdémasztja, hogy a HC-indukalt EV-
felszabadulds a CM-ekben a megemelkedett koleszterinszint, nem pedig egy
fokozott ESCRT-fliggd EV-szekrécids utvonal eredménye lehet. Adataink arra
is utalnak, hogy a CM EV k informacidt hordoznak donorsejtjeik metabolikus
allapotardl, mivel a kation-fliggetlen manndz-6-foszfat receptor (IGF2R)
mennyisége, amely a cukorbetegségben emelkedett, és a Prolow-density
lipoprotein receptorral kapcsolatos fehérje 1 (LPR1) csokkent HC kezelés
hatdsdra az AC16 sejtekbél kibocsatott EV-kben.

16



Mivel az EV k szerepet jatszanak a gyulladasban és a CM EV-k moédositjak az
immunsejteket a kilénb6z6 betegségekben, a CM EV-k potencidlis
gyulladasmodulalé hatasanak vizsgalatat tlztik ki célul. sem a kontroll, sem a
HC EV-k nem novelték a THP1-ASC-GFP sejtek aktivacidjat jelz6 GFP-
expresszidt. Tovabba sem a pro-inflammatorikus faktorok, mint az Interleukin
1 béta (IL-1B), a tumor nekrdzis faktor alfa (TNF-a), sem a gyulladasgatlé faktor
Interleukin 10 (IL-10) génexpresszidja nem valtozott HC EV kezelés hataséra.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy sem a kontroll, sem a HC kezelt CM-ek
nem bocsatanak ki olyan EV ket, amelyek monocitdkat aktivalnak.

Osszefoglalva, ebben a kdzleményben az adataink azt mutattak, hogy a HC-
kezelés jelentésen befolydsolja a CM EV-k felszabadulasat és proteomikai
Osszetételét. Az RNS-asszocialt fehérjékben vald gazdagodas arra utal, hogy
az EV-k RNS-rakomanya is médosulhat. Ugyanakkor nem azonositottunk olyan
specifikus sejtes szignalizacids utvonalat, amely kdzvetlenil kapcsolédna a HC
altal kivaltott kardiomiopatidkhoz. Valamint a megvaltozott Gsszetétell és
mennyiségli CM EV-k nem jarulnak hozza a hiperkoleszterinémidban
megfigyelhet6 gyulladashoz.

3.3.3. Az extracellularis vezikulak részt vesznek a tavoli iszkémias
prekondicionalas altal kivaltott kardioprotekcid
kozvetitésében

Annak vizsgalatara, hogy az EV-k részt vesznek-e az iszkémias kondiciondlds
kardioprotektiv stimulusanak atvitelében, izoldlt szivmodellt alkalmaztunk,
ahol a neurdlis hatasok értelemszerlien nem érvényesiilhetnek. A PRE
szivekb8l szarmazd perfuzdtumok tobb EV-t tartalmaztak, mint a kontroll
szivekbdl (CON) szarmazdk, amint azt a HSP60 Western blot bizonyitotta. igy
megerGsitettik, hogy az iszkémias kondicionalds noveli az EV-k
felszabaduldsat a szivbdl. Annak bizonyitasara, hogy a sziv altal kibocsatott EV-
k nem csak az iszkémias inzultus kdvetkezményei, hanem a kardioprotektiv
jelatvitel hordozéi vagy effektorai, eltavolitottuk az EV-ket a perfuzatumokbal,
miel6tt beadtuk volna a nem kondicionalt naiv sziveknek. A PRE szivekbdl
gyljtott perfuzdtummal perfundalt szivekben az infarktus mérete
szignifikdnsan kisebb volt, mint a CON szivekbdl szarmazé perfuzatummal
perfundalt szivekben. Ha azonban a PRE szivekbdl nyert, EV-kben szegényitett
perfuzdtumot adtuk a recipiens sziveknek, az infarktus mérete 30 perces
iszkémia és 2 6ras reperfuzié utan nem kiilonbozott jelentésen a CON
perfuzatummal kezelt szivekben megfigyelt infarktus mértékétdl.

Ebben a kozleményben mutattuk ki el6szér az irodalomban, hogy az EV-k
felel6sek a tdvoli kondicionalas tovabbitasaért, bizonyitva a kardioprotektiv
jelek tovabbitasanak uj, vezikularis mechanizmusat. Ez magyarazatot adhat a
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tavoli kondiciondlas feltételezett humordlis és/vagy felszabadult neuronalis
faktorainak tovabbitasara.

3.3.4. A kalcium-ionofér hatasara felszabaduld extracellularis
vezikuldk a hem-oxigendz 1 indukciojaval kozvetitik a
citoprotekciot a szimuldlt iszkémia/reperfuzids sériléssel
ellen

Annak érdekében, hogy olyan EV készitményt kapjunk, amely reprodukalhato
kardioprotekciét valthat ki egy olyan rendszerbdl, amely alkalmas a
méretnovelésre, megvizsgdltuk a HEK293 sejtek kalcium-ionofdr kezelését. Az
A23187-kezelés utan HEK293 sejtekb8l felszabaduld részecskék (a
tovabbiakban stresszEV-k) kozott voltak mEV-k és nagy EV-k (100-1000 nm
atmérgjlek), valamint egy 100 nm-nél kisebb atmérdgji populacid (kis EV-k).

Ezutan megvizsgdltuk, hogy a stresszEV készitményeinkkel képesek vagyunk-e
kardioprotekciét indukalni. Mivel a TLR-4 indukciéja EV-k altal kordbban
bizonyitottan kardioprotekcidt valtott ki, megvizsgaltuk a stressz-EV-k hatasat
a TLR4 aktivalasat jelz6 azon gének mRNS-expresszidjara, amelyek a sejtek
tulélési programjait indithatjak el a H9c2 sejtekben. A stresszEV indukalta a
Tnfa és az iNOS mRNS expresszidjat. A sejtek elSinkubaldsa a TLR4-inhibitor
TAK-242-vel csokkentette a Tnfa és az iNOS expresszidjat a stresszEV
stimulacidé utan. Masrészt a citoprotektiv gének, a Hmox1 (HO-1) és a Txnrd1
(TR1) mRNS-expresszidja emelkedett a stresszEV kezelt csoportokban a
kontrollhoz képest, de a TLR4 ligand LPS nem indukalta ezek expresszidjat. Ez
arra utal, hogy a stresszEV-k a TLR4-t6l eltérd jeldtviteli mechanizmusokon
keresztll befolyasolhatjdk a citoprotektiv Utvonalakat a H9c2 sejtekben.

Mivel a HO-1 fokozott expresszidjat figyeltiik meg, arra voltunk kivancsiak,
hogy a stresszEV-k kozvetitik-e a citoprotekcidot a HO-1-en keresztil. A
stresszEV-k altal okozott citoprotekciot csokkentette a HO-1 gatlasa a H9c2
sejtek HO-1 inhibitor ZnPP IX-el torténé egyiittes kezelésével. Ez azt jelzi, hogy
az EV-k citoprotektiv hatasa a HO-1-en keresztil kozvetitett, és az a TLR4
jelatviteltdl flggetlen mechanizmusokon keresztil érvényesil a H9c2
sejtekben. Hasonlé eredményeket kaptunk AC16 human sejtekben is.

Osszefoglalva, ebben a tanulmanyban mutattuk be el8szér, hogy a kalcium-
ionofdrral  indukalt sejtekbdl felszabadulé EV-k felhasznalhatdk a
szivizomsejtekben szimulalt IRl elleni kezelési lehet6ségként, és hogy ennek a
citoprotektiv jelnek a kulcsmechanizmusa az antioxidans Utvonalak, példaul a
HO-1 és a TR1 indukcidja. Ezen eredmények alapjan ugy véljik, hogy a
kalcium-ionofdr altal kivaltott stresszEV-k Uj utakat tarhatnak fel az iszkémias
szivbetegségek, példaul az Ml elleni kardioprotektiv kezelések fejlesztésében.
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3.3.5. A hélium kondicionalds fokozza a sziv fibroblasztok

extracellularis vezikulak segitségével

A HeC NRCF-ekre gyakorolt lehetséges hatasainak vizsgalatahoz megmértiik a
kondicionalast kovetd migracidjukat. Azt taldltuk, hogy a HeC 8 éran belil
jelent6sen megnovelte az NRCF-ek migrdcidjat (72. abra A). Ez a hatas azonban
24 6ranal mar nem volt szignifikans, ami arra utal, hogy a HeC-ek dtmenetileg
felgyorsitjak az NRCF-ek migraciojat. Ezutdn azt elemeztilk, hogy a fokozott
sejtmigracié 0Osszefligg-e a fibroblasztok aktivalasaval. Megvizsgaltuk a
simaizom alfa-aktin (a-SMA) és az 1-es tipusu alfa-2 kollagénnek (Col1a2) mint
a miofibroblasztokban leggyakrabban indukalédé gének, valamint a
fibroblaszt aktivacios fehérje (FAP) mRNS-expresszidjat. A transzformalo
novekedési faktor béta (TGF-B) mennyiségét szintén elemeztiik a fibroblasztok
aktivalédasanak vizsgalatara, valamint az IL1B és az IL6 szintjeit, amik a
gyulladds markerei. Azt taldltuk, hogy az elemzett gének egyikét sem
mddositotta a HeC (72. abra B), ami arra utal, hogy a HeC nem indukalja az
NRCF-ek aktivaléddsat, miofibroblaszt transzformaciéjat vagy gyulladast
el6segit6 folyamatait.

Megvizsgaltuk, hogy a HeC hogyan befolyasolja az NRCF-ek feliiliszdjabdl
torténd mEV-szekréciot. A teljes részecskekoncentricid elemzésével
kimutattuk, hogy a HeC legtdébb esetben csdkkenti az NRCF-ek mEV-
szekréciodjat, mikozben a modalis részecskeméret valtozatlan maradt.

Mivel az EV-k és mas oldhatd anyagok fontos kdzvetit6i lehetnek az Mi-re
adott intercellularis vdlasznak, megvizsgaltuk, hogy a HeC-kezelt NRCF-ek
befolyasoljak-e a szoveti atépilést a fibroblasztok vagy az EC-k aktivaldsan
keresztll. Ezért kontroll és HeC-kezelt NRCF-ek felliliszdjat naiv NRCF-ekre
vagy HUVEC-TERT2 sejtekre helyeztiik. A sejtek migracidéja nem valtozott a
kezelést kbvetGen, ami azt jelzi, hogy az NRCF-ek HeC altal indukalt migracidjat
az EV-k vagy mas, HeC hatasara felszabaduld oldhaté faktor nem kozvetiti.
Hasonldképpen, a HeC- kezelt NRCF-ek felliliszdja nem befolyasolta a HUVEC-
TERT2 in vitro csGképz6dését sem, ami tovabb erdsiti, hogy varakozasaink
ellenére a HeC nem indukdlta a sejtmigracidt elGsegit6 faktorok
felszabaduldsat az NRCF-ekbél.

Osszefoglalva, ebben a vizsgalatban bemutattuk, hogy a HeC fokozza a
betoltott jotékony szerepéhez. Ez a hatds azonban nem volt atvihetd tavoli
sejtekre a felszabaduld EV-kkel vagy mas, oldhato faktorok altal. Bar ezek az
eredmények a HeC sejtszintl mechanizmusait és potencialis el6nyeit mutatjak
az MI utani szoveti helyreallitdsban, tovabbi vizsgalatokra van sziikség a HeC
transzlacids potencidljanak értékeléséhez. Tovabba adataink azt mutattdk,
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hogy az EV-k szelektiven tovabbitjak a sejtek allapotat, mivel a kondicionalt
donorsejtekben indukalt kardioprotektiv mechanizmusok nem terjedtek at a
naiv célsejtekre. igy ez a tanulmany egyike azon keveseknek, amelyek redlis
képet rajzolnak az EV-k mint terapias eszkdzok lehetdségeirdl és korlatairdl a
kardiovaszkularis gyégyaszatban.
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4. F6bb modszerek

4.1. Nagyallatmodellek

Az IRl transzldcios modelljeiben a kardioprotektiv beavatkozasok
hatékonysdgat ndéstény hazisertésekben vizsgaltuk. A sertéseket négy
csoportba osztottuk: Isch, IPreC, IPostC, és RIPerC. A sertéseket 250 mg acetil-
szalicilsav és 300 mg klopidogrel toltéddzisdval el6kezeltiik, napi 100 mg,
illetve napi 75 mg fenntartd dozisokkal. Az allatokat ketaminnal, xilazinnal és
atropinnal szedaltuk. Az allatokat intubaltuk, és az anesztéziat izofluran
oxigénkeverék inhaladlasaval tartottuk fenn. Ballonkatétert helyeztiink el az
LAD 2. diagonadlis aganak eredése utanra, amit 90 percig 5 atmoszféraval
felfGjtunk, majd leeresztettiik, ami reperfuzidt eredményezett (3 éra vagy 3
nap). Az IPreC csoportban a bal leszallé koronaria artériat (LAD-ot) 3x5 percre
elzartuk, amit 5 perces reperfuzié kovetett. A RIC-et 4 ciklusban, 5 perces
elzardssal és 5 perces reperfuzidval végeztiik a combhajlati ereken, a jobb
hatsé végtag korili hurok meghuzasaval és elengedésével, a LAD elzarasanak
50. percétdl kezdve.
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T ; !
¢ o 1
M LAD elzaras B BB 3x5 LAD elzards

IIIINN 6x30” LAD elzaras ﬂ E E E 4x5" hitsévégtagi iszkémia
‘[]‘ szivultrahang t sziv MRI * TTC festés

Kisérleti elrendezés a kardioprotektiv intervencidk hatdsossaganak
Osszehasonlitasara Landrace sertésekben.

Az IRI transzlaciés modelljei kozotti kilonbségek tanulmanyozasara ivarérett
ndstény gottingeni minisertést Landrace sertést hasznaltunk. Egy nappal a
m(itéti beavatkozas el6tt 500 mg acetil-szalicilsavat és 300 mg klopidogrelt
adtunk be, és elvégeztiik a kiinduldsi sziv MRI vizsgdlatot. Az eljards soran 30
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percenként magnézium-szulfatot adtunk a kamrai tachycardia és
kamrafibrillaci6 megel6zésére. A bal f6 koszoruér és a BARI (Bypass
Angioplasty Revascularization Investigation Myocardial Jeopardy Index)
pontozasat végeztik el. A LAD-on torténd elzaras helyét ugy valasztottuk ki,
hogy koérulbelll 25-30%-0s miokardium-terilet keriiljon a rizikdzénaba. Egy
ballonkatétert vezettiink be a LAD-ba, amit felfujtunk. A reperfluziét géttingeni
minisertésekben 120 perc sziviszkémia utan, Landrace sertésekben 90 perc
utdn a inditottuk el. Az dllatokat a 2-8 hdnapos id6szakban megfigyeltiik. A MI-
utani HF kialakuldsat sziv MRI és biokémiai mérésekkel kovettiik.

Y i O

<

Serdiil6 Landrace sertés

2 hénapos

90’ iszkémia -
1 nap ! e reperfazid v

i

Felnétt gottingeni minisertés

Alapvonal 2 hénap

8 hénapos
1nap 120" iszkémia reperfizié
perfizié v

L) 1t 1t

Alapvonal 3 hanap 6 honap

t CMRI és testtdmeg mérés
B Miokardislis infartkus

| Intrakoronarias gyogy
WV Termindlas

bejuttatds mikrokatéterrel

A szivinfarktus utdni szivelégtelenség kisérleti protokollja Landrace
sertésekben és gottingeni minisertésekben

4.2.Kisa

atmodellek

A hiperkoleszterinémia tanulmanyozasara him Wistar patkanyokat 12 héten
at kontroll- (NORM) vagy 2% koleszterinnel és 0,25% kolsavval dusitott
takarmanyt (CHOL) kaptak. Az allatok altatasat kovet6en a sziveket
kimetszettiik és lefagyasztottuk, majd elvégeztilk a biokémiai méréseket.

Az AHG kardioprotektiv hatdsanak vizsgalatdhoz him Wistar patkanyokat
altattunk és lélegeztettiink. Az AHG dllatok 50 %-os dextréz infuzidt kaptak,
hogy a vércukorszint 15 és 20 mM kozott legyen. Az NG allatoknak 46 %-os
mannitoldatot adtunk. A 35 perces perfizié utan az NG és az AHG csoportok
allatainak felét felaldoztuk, a sziveket kimetszettik és sziveket
lefagyasztottuk. Az allatok masik felét a kovetkezd csoportokba soroltuk:
kontroll iszkémias normoglikémiaval (NG + |Isch), tavoli iszkémias
perkondiciondlt NG-vel (NG + RIPerC), iszkémias AHG-vel (AHG + Isch) és tavoli
iszkémias perkondicionalt AHG-vel (AHG + RIPerC). A thoracotdémia utan a bal
elulsé leszalld6 koszorueret (LAD) 40 percre elzartuk. A RIPerC-et a jobb
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combhajlati erek 3 ciklusban torténé 5 perces elzarasaval és 5 perces

.7z

iszkémias id&szak végén a varrat meglazitasaval reperfuzidt inditottunk el. A
120 perces reperfuzid végén a sziveket az infarktus méretének értékeléséhez
kimetszettiik és Evans-kékkel perfundaltuk, majd szeletekre vagva TTC
festésnek vetettiik ald.

!0’ 35’45’ 75’ 195°
NG NG+sch 3x5 perc egyoldali femordlis
NG+RIPerC B B B, 14ria ésvéna elzdrds
AHG+Isch Mannitol és dextréz
AnG * infazié kezdete
AHG+RIPerC

0’15’ 30 80" 190 . o
4 ¢ ¢ Pty o < Vércukorszint mérés
+ 1 1

mTOR marker, | TTC festés I
Autofégia markerek

nitrotirozin ELISA

Kisérleti protokoll az akut hiperglikémia kardioprotekcidra kifejtett
hatasainak vizsgalatara.

A MAO-B gatlas elhizasra gyakorolt hatasanak vizsgalatdhoz him Long-Evans
patkanyokat hasznaltunk. A patkanyokat kontroll (CON) és magas zsir- és
szukréztartalmu csoportra osztottuk (HFS). A HFS csoport 20% zsirral és 15%
szachardzzal kiegészitett takarmanyt kapott. A 16. hétt6l kezdve naponta
egyszer 0,25 mg/kg szelegilin (CON+S és HFS+S) vagy vivGanyag (CON, HFS)
szubkutan injekcidjat kaptak. Az allatok élettani értékeit megmértiik, majd
szoveteket izolaltunk a biokémiai mérésekhez.

g Etetési id&szak (hét)

0 4 8 12 16 20 24

CON+S

HFS | |

HFS+S [
&&&tsfi‘

N
Selegiline (S) kezelés & Viselkedési tesztek

I Anyagcsere ketrec, Hemodinamikai mérés,
OGTT, ITT, CT szdvetmintavétel

& vérvétel

Kisérleti elrendezés a szelegilin elhizasra gyakorolt hatasainak vizsgalatara
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Az EV-k kardioprotektiv szerepének tanulmanyozdsdhoz him Wistar
patkanyokat altattunk, majd a sziviiket izoldltuk. A donorsziveket tovabbi 30
percig aerob perfuzidban részesitettiik (CON), vagy 3x5-5 perces iszkémianak
és reperfuzionak tettiik ki (PRE). A recipiens sziveket a CON vagy PRE szivekbdl
gyUjtott koszoruér-perfuzatummal (PERF) perfundaltuk. A szivek egy masik
csoportja olyan PRE szivek PERF-jét kapta, amelyekbdl el6z6leg eltdvolitottuk
az EV-ket. Ezutdn minden szivet 30 perces globalis iszkémia és 2 6ras
reperfuzidnak tettiink ki, és a szivekben meghataroztuk az infarktustertletet.

o 50 80 200

perFuNDALT  CON —m_—'
DONOR PRE !! 5 _

! o 50 80 200

S T— |
PERF 1
PERFUNDALT  PRE s,
RECIPIENS PERF I i
DEPL
PERF I i

. globdlis iszkémia
EZZZA  koszoriér perfuzatum gyjtése
---------- koszortuér perfuzatum beaddsa

perfizid

""""" vezikulamentes koszoruér pefuzdtum beadasa
infarktus sllyossaganak mérése

| Vizsgalati elrendezés az EV-k kardioprotektiv hatdsainak tanulmanyozasara. |

A RIPC hatékonysdgat him Wistar patkdnyokban vizsgdltuk. Az altatott
allatokat vagy 30 perc iszkémianak tettik ki (kontroll csoportok), vagy IPC
protokollt (3x5-5 perc iszkémia és reperfuzid) a LAD lekotésével (pozitiv
kontroll csoportok), amit 2 éra reperfuzid kovetett. A RIC kivaltasara vagy
lekotottik az alsdvégtag nagyereit (Budapest), vagy leszoritottuk azt egy
gumiszalaggal (Szeged), vagy vérnyomasmérd mandzsettaval (Amsterdam) a
30 perces sziviszkémia el6tt 3-4x5 percre, koztik 5 perc reperfazidval. A
vizsgdlat alatt EKG-t rogzitettlink, miutan a sziveket kimetszettiik
infarktusteriilet meghatarozas céljara.
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A szivizom iszkémia/reperfuzios sérilésének kisérleti protokolljai és
kiilonbo6z6 iszkémias kondicionalasi médszerek patkanyokon.

4.3. Sejtkulturak

A HEK293 és HEK293T sejteket, H9c2 patkany kardiomioblaszt sejteket és
AC16 human szivsejteket tenyésztettiik. A hiperkoleszterinémids kezeléshez
az AC-16 sejteket Refeed®1-kiegészitGvel vagy annak vivGanyagaval
kiegészitett tapfolyadékban tartottuk 48 dran keresztil. Az Ujsziilottkori
patkdnysziv fibroblasztokat (NRCF) 1-3 napos him Wistar patkdnyok szivébdl
izolaltuk. Immortalizalt human koldokvénas endotélsejteket (HUVEC-TERT2),
valamint zo6ld fluoreszcens fehérjével fuziondlt CARD-domént tartalmazd,
apoptozissal asszocidlt foltszer(i fehérjét (ASC-GFP) expresszalé THP1 human
monocitakat tenyésztettiink az EV-k hatdsainak vizsgdlata céljara.

4.4. Az extracellularis vezikuldk izolacidja és vizsgdlata
céljara hasznalt fébb maddszerek

Az NRCF- vagy AC16-sejtek felliliszéjabdl a kbzepes méret(i EV-ket (mEV-ket)
differencidlis centrifugdlassal izolaltuk. A pelleteket Ujra szuszpendaltuk PBS-
ben a Western-blot, az dramlasi citometria és a dinamikus fényszoras (DLS),

25



illetve a nanorészecske-kovetéses elemzés (NTA) céljdbdl. Az AC16
feliiliszékat mEV-k kinyerése utan 174 900xg-vell 4°C-on 3 6ran at
ultracentrifugaltuk. A  pelleteket reszuszpendaltuk az atomerd-
mikroszképiahoz (AFM).

HEK293 sejteket A23187 kalcium ionoférral stimulaltuk, majd a stresszEV-ket
1 6rds stimuldcioé utan gydjtottiik ultracentrifugdldssal. A H9c2 sejteket 6 vagy
8 0rdas stresszEVs-stimuldcid el6tt 1 d6ran at elSinkubdltuk TAK-242-vel. A
sejteket Western-blothoz lizaltuk. A HEK293T sejteket a pFlag-CMV-hTLR4,
pDUO-hMD-2/hCD14, valamint a pELAM1-luciferdaz (Nf—xB promdter) és a
phRL-TK Renilla luciferaz expresszidés plazmidjaival transzfektaltuk, majd 24
oran keresztiil stresszEV-kkel stimulaltuk. A sejteket lizaltuk és a luciferaz-
aktivitast kett6s luciferdz-teszt segitségével elemeztiik. A sejtek
életképességét AC16 sejteken CytoTox-Glo teszttel is megvizsgaltuk. Az AC16 és
H9c2 sejteket 4 oran keresztiil stresszEV-kkel stimuldltuk, és elemeztiik a
kaszpaz 3/7 aktivitast.

A sl/R vagy stresszEV kezelés hatasara bekovetkezd nekrotikus sejthalalt H9c2
kardiomioblasztok felliliszéjabdl vizsgaltuk. A sejteket 1 6ran keresztil TAK-
242-vel vagy cink-protoporfirin IX-cel (ZnPP IX) el6kezeltik, majd 6 déran
keresztll stresszEV-vel stimuldltuk normdl Oz koncentracié mellett. Ezutan a
sejtcsoportokban a novekedési tapfolyadékot 16 éran keresztiil normoxias
oldattal vagy hipoxias oldattal helyettesitettiik a fentiek szerint. A 16 6ras
normoxids vagy sl/R korlilményeket kovetéen a sejteket normal O
koncentracidban tartottuk névekedési tapfolyadékban. A sejtek fellltiszéjabdl
elemeztiik az LDH-aktivitast. A sejtek életképességét kalcein festéssel
végeztik.

A héliumos kondicionaldashoz NRCF-eket hasznaltunk, amelyeket 95% hélium
+ 5% CO: gazkeverékkel toltott mianyag zsakokba helyeztiink, majd 6tszor
cseréltliik a gazt, hogy az Gsszes oxigént kilizzik. A flaskakat 1 drara 37 °C-os
inkubatorba helyeztiik, majd 1 6rara visszahelyeztik normal ndvekedési
koriilmények kozé. Ezt 4 alkalommal megismételtiik, majd 40 érdn at normal
novekedési korilmények kozott hagytuk a sejteket. Az NRCF feliiluszot
HUVEC-TERT2 sejteken angiogenezis, vagy NRCF-eken migracio vizsgalatahoz
haszndltuk.

A monocitak aktivacidjanak vizsgalatdhoz THP1-ASC-GFP sejteket 107 -10°
részecske/ml HC-EV, CON-EV, vagy VEH-EV-vel, a megfelel§ EV feluliszdkkal
vagy az AC16 sejtek teljes médiumaval kezeltiik egy éjszakan at. A sejteket
PFA-val fixaltuk, majd dramldsi citometridt végeztiink. A THP1-ASC-GFP
sejteket el6szor az SSC és az FSC alapjan az él6 sejtekre, majd a GFP* populacio
alapjan osztottuk csoportokra.
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Him Wistar patkdnyok hasi aortdjabdl, valamint négy oOnkéntes ember
vénajabol antikoaguldns citrat-dextréz-A tartalmd cs6be vérmintat
gyljtottiink. A sejtes OsszetevGket 2500xg-n végzett centrifugdldssal
tavolitottuk el. A fellluszot (azaz a vérlemezke-mentes plazmat, PFP) ezutan
18 000xg-vel centrifugdltuk (tisztitott PFP). A felliliszét 0,22 um-es sz(ir6kon
keresztil sz(irtik (elGtisztitott plazma). A kis EV-ket UC-vel 2 alkalommal 120
000xg-on pelletaltuk.

A kardioprotekcié vizsgalatdhoz az EV-ket szliréssel és differencialis
centrifugdlassal izolaltuk az 6sszegy(jtott perfuzatumokbadl. A pelleteket kis
EV-gazdag pelletként, a feltliszot pedig EV-mentes PERF-ként Griztik meg.

A PFP-mintat kiilonb6z6 matrixti (Sepharose 2B, CL-4B vagy Sephacryl S-400),
10 vagy 120 ml agytérfogatu oszlopokra toltottik, és a frakciokat gy(jtottik.
A TEM-hez a frakcidkat centrifugasz(ir6kon koncentraltuk.

A denzitds-ultracentrifugdldshoz (DGUC) az Optiprepet 30%-ra és 10%-ra
higitottuk 0,25M szachardéz pufferben, és egy diszkontinuus gradienst
alakitottunk ki. A PFP-t ezutan ezekre a gradiensekre rétegeztiik. Ezt kbvetGen
a mintakat 24 6radn keresztil 120 000xg-vel centrifugdltuk. A frakcidkat
Osszegydjtottik (F1-F10). A stresszEV-k centrifugdlasat 40%, 20%, 10% és 5%
jodixanol gradienseken végeztiik. A kisméretli DGUC EV-gazdag frakciojat 5
ml-re higitottuk, majd ultracentrifugaltuk.

A bind-elute méretkizarasos kromatografidhoz az EV-gazdag DGUC frakcidkat
HiScreen Capto Core 700 oszlopra toltottiik és PBS-sel eludltuk (EF1-12), majd
az oszlopot 0,1M NaOH-dal mostuk 30%-o0s 2-propanolban, ahol a clean-in-
place frakcidkat gydjtottik (CIP1-20).

Az atomerd-mikroszkdpos felvételekhez az EV-mintakat frissen hasitott
csillamfeliletre helyeztiink, és 30 percig inkubaltuk. Ezeket Cypher ES
atomerd-mikroszképpal  vizsgaltuk. A felvételeket  érintésmentes
Uzemmodban, pufferben készitettiik. Ezutan kontakt Gzemmaddu mérést
végeztink in situ erGspektroszképia céljabdl vezikulakon, amelyek magassaga
meghaladta a 15 nm-t. Az erGtér-spektroszkdpia soran a tit egy el6re
bedllitott magassagbdl a vezikula felé mozgattuk amig a 100 pN-os terhelési
kiiszobértéket el nem értiik, majd visszahdztuk.

Az AC16 EV izolatumok proteomikai mérését az UCD Conway Intézet
tomegspektrometrids kozponti laboratdriumaban végeztiik. A mintdkat 6 M
karbamidban oldottuk fel, valamint ditiotreitol hozzaadasaval redukaltuk. A
mintdkat jodoacetamid hozzdaddasdaval karboxildltuk, ezutan egy éjszakan at
tripszinnel emésztettilk. A mintdkat Empore™ szilard fazisi extrakcids
membrdnokon tisztitottuk, majd minden mintat egy Evosep tipre toltéttink.
Az automatikus mintavevé eludlta a szétvalasztott peptideket. A
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tomegspektrométert pozitivion lzemmaddban lGzemeltettiik. Az 6sszes adatot
a mdlszer csapdazott ionmobilitas-spektrometrias Gzemmodban mikéds
készllékkel szereztiik. A csapdédba esett ionok kivalasztdsa ms/ms-re tortént
parhuzamos akkumulaciés soros fragmentacid alkalmazasaval. A nyers
adatokat az Uniprot Swissprot adatbazis Homo sapiens alcsoportjaban
kerestiik a Maxquant keres6émotorral. Az intenzitasokat a Perseus program
segitségével elemeztik. Az eredmények értékeléséhez és a génontoldgiai
dusulds elemzéséhez a STRING szoftvert hasznaltuk.
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5. Uj megéllapitasok

Kardioprotektiv beavatkozasok és modelljeik fejlesztése teriiletén:

A RIPC nem csokkenti az infarktusterlletet IRl patkanymodelljében,
flggetlenil a kisérleti beallitasoktdl, ami ellentmond az irodalomnak
Landrace sertésekkel 6sszehasonlitva az IRl Gottingeni minisertésmodellje
alkalmasabb az Ml utdni HF hosszutavu untankdvetésére

az IPostC és a RIPerC kardioprotektiv hatasa az AMI zart mellkasu
sertésmodelljében az 6déma csokkentésével jon létre, mig az IPreC a
nekrdzist csokkenti.

A CMD-k hatasainak és mechanizmusainak vizsgalata a kardioprotekciéban:

a hiperkoleszterinémia a szivben leszabalyozza az autofagiat és az mTOR
utvonalat, valamint serkenti az apoptozist

prediabéteszes allapotban a MAO-B gatld szelegilin csokkenti a fokozott
zsirlerakddast és a zsirszoveti gyulladast

az akut hiperglikémia megsziinteti a RIPerC altal kivaltott kardioprotekciot.

Az EV-k szerepe a CMD-kben és a kardioprotektiv eljarasokban

vérplazmabdl nagy tisztasdgu EV-k izoldlasara alkalmas, DGUC és BE-SEC-
alapu maddszert fejlesztettiink ki

a hiperkoleszterinémia moduldlja az EV-k metabolomjat, de nem indukal
gyulladast serkentd jeleket a szivb6l szarmazd EV-kben

az iszkémias kondicionalds indukalja az EV-k felszabaduladsat a szivbél, amik
szlikségesek-a RIPC altal kivaltott kardioprotekcidhoz,

a kalcium-ionofér kezelés utan felszabaduld stressz-EV-k kardioprotekciot
indukalnak a hem-oxigendz indukcidja révén

a héliumos kondicionalds nem indukalja a kardioprotektiv EV-k
felszabaduldsat sziv eredetd fibroblasztokbdl, de elGsegiti a fibroblasztok
migracidjat.
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6. Kdszonetnyilvanitas

Mindenekel6tt szeretném kifejezni halamat szileimnek és csaladomnak, akik
lehet8séget és szdrnyakat adtak a terveim megvaldsitasahoz, elviselnek és
megbocsatjak, hogy ennyi id6t t6ltok a masik szerelmemmel, a kutatdssal.

Kilon koszonettel tartozom mentoromnak Ferdinandy Péter professzor urnak,
aki még egyetemi hallgaté koromban kutatécsoportjaba fogadott, szakmai
igényességre tanitott, valamint tandcsaival iranyt mutatott bukddacsoldasaim
soran és mindenben tamogatta tudomdnyos tevékenységemet, szakmai
palyafutasomat.

Koszondm kilfoldi mentoraimnak Afshin Samali és Roberta Gottlieb
professzoroknak a kézos felfedezések élményét, hogy hozzajarultak a szakmai
horizontom nagymérv( tagitasahoz.

Kilon kdszénettel tartozom Buzas Edit professzor asszonynak az inspiracidért,
egyuttmlkodésért és folyamatos tdmogatdsért az exttracellularis vezikula
kutatasok teriiletén.

A kutatds természetesen nem maganyos hivatds, minden eredmény
csapatmunka. Halaval tartozom kutatdcsoportunk valamennyi volt és jelenlegi
tagjanak, a kaposvari nagyallatos vizsgalatokban résztvevé munkatarsaknak,
valamint a TDK és PhD hallgatéimnak az évek soran végzett munkajukért és az
egyltt toltott rengeteg idGért. Kiulon koészonom rendkivil tehetséges
munkatdrsaimnak Baranyai Tamdsnak és Onddi Zséfidnak, hogy rendkivil
értékes kutatdmunkat végezhettiink egytt.

K6szondm a Semmelweis Egyetem Farmakologiai és Farmakoterapias Intézet
valamennyi munkatarsanak, akikkel volt szerencsém egyiitt dolgozni az elmult
12 évben a sok gondolatindité és kritikus szakmai vitat, valamint hogy
mindvégig tamogattak munkamat.

Szeretnék koszonetet mondani valamennyi hazai és nemzetkozi
egylttm(kodé partneriinknek is.

Végiil, de nem utolsésorban, kdszonettel tartozom a kutatasainkat palyazatok
utjan tdmogatd szervezeteknek, elsé sorban a Nemzeti Kutatdsi Fejlesztési és
Innovacids Hivatalnak, a Magyar Tudomanyos Akadémianak, és a Semmelweis
Egyetemnek.
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2. Brenner, GB; Giricz, Z; Garamvolgyi, R; Makkos, A; Onddi, Z; Sayour, NV; Gergely, TG;
Baranyai, T; Petnehdzy, O; K6rési, D; Szabd Gergé P., Vago, H; Dohy, Z; Czimbalmos, C;
Merkely, B; Boldin-Adamsky, S; Feinstein, E; Horvath, IG; Ferdinandy, P. Post-
Myocardial Infarction Heart Failure in Closed-chest Coronary Occlusion/Reperfusion
Model in Gottingen Minipigs and Landrace Pigs. JOVE-JOURNAL OF VISUALIZED
EXPERIMENTS 2021 : 170 Paper: e61901, 25 p. (2021)

Flggetlen idézetek szama: 8; SJR indikator: Q2; impakt faktor:1, 4

3. Baranyai, T; Giricz, Z; Varga, ZV; Koncsos, G; Lukovic, D; Makkos, A; Sarkozy, M; Pavo,
N; Jakab, A; Czimbalmos, C; Vago, H; Ruzsa, Z; Toth, L; Garamvolgyi, R; Merkely, B;
Schulz, R; Gyongyosi, M; Ferdinandy, P. In vivo MRI and ex vivo histological assessment
of the cardioprotection induced by ischemic preconditioning, postconditioning and
remote conditioning in a closed-chest porcine model of reperfused acute myocardial
infarction: importance of microvasculature. JOURNAL OF TRANSLATIONAL MEDICINE
15: 1 Paper: 67, 13 p. (2017)

Fliggetlen idézetek szama: 16; SIR indikator: D1; impakt faktor: 3,7

4. Giricz, Z; Koncsos, G; Rajtik, T; Varga, ZV; Baranyai, T; Csonka, C; Szobi, A; Adameova,
A; Gottlieb, RA; Ferdinandy, P. Hypercholesterolemia downregulates autophagy in the
rat heart. LIPIDS IN HEALTH AND DISEASE 16 : 1 Paper: 60, 8 p. (2017)

Fliggetlen idézetek szama: 19; SIR indikator: Q2; impakt faktor: 2,0

5. Nagy, CT; Koncsos, G; Varga, ZV; Baranyai, T; Tuza, S; Kassai, F; Ernyey, AlJ; Gyertyan,
I; Kiraly, K; Olah, A; Radovits, T; Merkely, B; Bukosza, N; Szenasi, G; Hamar, P; Mathe,
D; Szigeti, K; Pelyhe, C; Jelemensky, M; Onodi, Z; Helyes, Z; Schulz, R; Giricz, Z;
Ferdinandy, P. Selegiline reduces adiposity induced by high-fat, high-sucrose diet in
male rats. BRITISH JOURNAL OF PHARMACOLOGY 175 : 18 pp. 3713-3726. , 14 p.
(2018)

Fliggetlen idézetek szama: 13; SIR indikator: D1; impakt faktor: 6,8

6. Baranyai, T; Nagy, CT; Koncsos, G; Onodi, Z; Karolyi-Szabo, M; Makkos, A; Varga, ZV;
Ferdinandy, P; Giricz, Z. Acute hyperglycemia abolishes cardioprotection by remote
ischemic perconditioning. CARDIOVASCULAR DIABETOLOGY 14 : 1 Paper: 151, 10 p.
(2015)

Fliggetlen idézetek szama: 59; SIR indikator: Q1; impakt faktor: 4,0
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7. Baranyai, T; Herczeg, K; Onodi, Z; Voszka, |; Modos, K; Marton, N; Nagy, G; Mager, [;
Wood, MJ; El Andaloussi, S; Palinkas, Z; Kumar, V; Nagy, P; Kittel, A; Buzas, El;
Ferdinandy, P; Giricz Z. Isolation of Exosomes from Blood Plasma: Qualitative and
Quantitative Comparison of Ultracentrifugation and Size Exclusion Chromatography
Methods. PLOS ONE 10 : 12 Paper: e0145686 , 13 p. (2015)

Fliggetlen idézetek szama: 504; SIR indikator: Q1; impakt faktor: 3,2

8. Onddi, Z; Pelyhe, C; Nagy, CT; Brenner, GB; Almas, L; Kittel, A; Mancek-Keber, M;
Ferdinandy, P; Buzas, El; Giricz, Z. Isolation of High-Purity Extracellular Vesicles by the
Combination of lodixanol Density Gradient Ultracentrifugation and Bind-Elute
Chromatography From Blood Plasma. FRONTIERS IN PHYSIOLOGY 9 Paper: 1479, 11
p. (2018)

Flggetlen idézetek szama: 148; SIR indikator: Q2; impakt faktor: 3,3

9. Kovacshazi, C; Hambalkd, S; Sayour, NV; Gergely, TG; Brenner, GB; Pelyhe, C; Kapui,
D; Weber, BY; Hiiltenschmidt, AL; Pallinger, E; Buzas, El; Zolcsak, A; Kiss, B; Bozd, T;
Csanyi, C; Kosa, N; Kellermayer, M; Farkas, R; Karvaly, GB; Wynne, K; Matallanas, D;
Ferdinandy, P; Giricz, Z. Effect of hypercholesterolemia on circulating and
cardiomyocyte-derived extracellular vesicles. SCIENTIFIC REPORTS 14 : 1 Paper: 12016
, 14 p. (2024)

SIR indikator: D1; impakt faktor: 3,8 (2023-as adat)

10. Giricz, Z; Varga, ZV; Baranyai, T; Sipos, P; Paloczi, K; Kittel, A; Buzas, El; Ferdinandy,
P. Cardioprotection by remote ischemic preconditioning of the rat heart is mediated by
extracellular vesicles. JOURNAL OF MOLECULAR AND CELLULAR CARDIOLOGY 68 pp.
75-78.,4 p. (2014)

Fliggetlen idézetek szama: 218; SIR indikator: D1; impakt faktor: 4,6

11. Pecan, P; Hambalkd, S; Ha, VT; Nagy, CT; Pelyhe, C; Lainscek, D; Kenyeres, B;
Brenner, GB; Gorbe, A; Kittel, A; Bartekovd, M; Ferdinandy, P; Manéek-Keber, M; Giricz,
Z. Calcium lonophore-Induced Extracellular Vesicles Mediate Cytoprotection against
Simulated Ischemia/Reperfusion Injury in Cardiomyocyte-Derived Cell Lines by
Inducing Heme Oxygenase 1. INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES
21: 20 Paper: 7687, 17 p. (2020)

Flggetlen idézetek szama: 5; SIR indikator: D1; impakt faktor: 4,5

12. Jelemensky, M; Kovacshazi, C; Ferenczyova, K; Hofbauerova, M; Kiss, B; Pallinger,
E; Kittel, A; Sayour, VN; Gérbe, A; Pelyhe, C; Hambalké, S; Kindernay, L; Baranéik, M;
Ferdinandy, P; Bartekova;M; Giricz, Z. Helium Conditioning Increases Cardiac Fibroblast
Migration Which Effect Is Not Propagated via Soluble Factors or Extracellular Vesicles.
INTERNATIONAL JOURNAL OF MOLECULAR SCIENCES 22: 19 Paper: 10504 , 13 p.
(2021)

Flggetlen idézetek szama: 3; SIR indikator: D1; impakt faktor: 6,2
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8. Tudomanymetriai adatok az MTMT2 alapjan

Giricz Zoltan tudomanyos és oktatoi munkassaganak dsszefoglalasa (2024.10.07)

MTA V. Orvosi Tudomanyok Osztélya

Tudomanyos kézlemények = Sadima Hivatkoza’!.s ik
Osszesen | Részletezve [Fliggetlen| Osszes
I. Tudomanyos folydiratcikk? 81
szakcikk nemzetkozi folydiratban, idegen nyelv( 65 2396 2911
szakcikk hazai idegen nyelv(i 0 0 0
szakcikk magyar nyelvi 0 0 0
szakcikk sokszerz8s, érdemi szerzéként? 1 151 242
osszefoglald kézlemény 15 1391 1748
rovid kozlemény 0 0 0
Il. Konyvek 0
a) Szakkonyv, kézikényv, tankényv szerz6ként 0
idegen nyelv({ 0 0 0
magyar nyelvi 0 0 0
aa) Fels6oktatdsi tankonyv 0 0 0
b) Szakkényv, kézikonyv, konferenciakotet, 0
tankdnyv szerkeszt6ként
idegen nyelv{ 0
magyar nyelvi 0
bb) FelsGoktatasi tankényv 0
I1l. K6nyvrészlet 2
idegen nyelv{ 0 0 0
magyar nyelvi 0 0 0
cc) FelsGoktatasi tankonyvfejezet 2 0 0
IV. Konferenciakdzlemény* 0 0 0
Oktatasi kézlemények 6sszesen (Il.aa,bb-lll.cc) 2 0 0
[Tudomanyos kézlemények 6sszesen (1.-1V) 81 3938 4901
udomanyos és oktatasi kézlemények 6sszesen (I-1V.) 83 3938 4901
V. Tovabbi tudomanyos miivek 8
ITovabbi tudomanyos mf(ivek, ide értve a nem teljes
folyoiratcikkeket és a nem ismert lektoraltsagu 3 0 4
folyoiratban megjelent teljes folydiratcikkeket is
SzerkesztGségi levelezés, hozzaszolasok, valaszok 4 14 19
Oltalmak (szabadalmak) 1 0 0
\VI. Hivatkozott absztraktok® 8 8 13
Osszes hivatkozas! 3960 4937
Hirsch index® 32
lgindex® 70
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Specialis tudomanymetriai adatok Szama |Osszes hivatkozas
ElsG szerz8s teljes folydiratcikkek szdma2 12 604
Utolsé szerzbs teljes folyodiratcikkek szdma2 14 925
A tudomanyos fokozat (PhD 2006) elnyerése utani teljes
tudomanyos folydiratcikkek szama 3 4121
Az utolso 10 év (2014-) tudomanyos, teljes, lektoralt tudomanyos|
folydiratcikkeinek szama 64 3629
A Iegmagasabb hlva]tkozpttslag’u kdzlemény hivatkozasainak szama 502 10,17%
(az 6sszes hivatkozds szazalékaban)
Hivatkozdsok szdma, amelyek nem szerepelnek a WoS/Scopus| 365
rendszerben
lelentés, guideline 0 0
Csoportos (multicentrikus) kozleményben kollaboracids|
kozrem(ikods? ! 58
Megjegyzések:
1. adisszertdcio és egyéb tipusu hivatkozas nélkili, a WoS és/vagy Scopus
rendszerben nyilvantartott adatok
2. lektoralt, tudomanyos folydiratban
3. aszerz§ irasban nyilatkozik, hogy érdemi szerz8i hozzajarulasaval késziiltek
szerz6ként jegyzett kozleményei, és az érdemi hozzéjarulast dokumentalni
tudja
4. konferenciakozlemény folydiratban, konyvben vagy egyéb
konferenciakotetben
5. nem-hivatkozott absztrakt itt nem kerul az 6sszesitésbe
6. adisszertdcid és egyéb tipusu hivatkozas nélkili 6sszes hivatkozassal
szamolva. A Hirsch és a g index definicidja
7. kozrem(kodés esetén a csoportos szerzGségl kozlemények hivatkozottsaga

kilon értékelendd, és nem szamithatd be az 6sszesitett hivatkozasok kozé
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