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1. Bevezetés és irodalmi attekintés

A cisztas fibrozis patomechanizmusa

A cisztas fibrozis (CF) egy autoszomadlis recesszive modon o6roklédd genetikai
anyagcserebetegség, amelynek hatterében a Cisztas Fibrézis Transzmembran Konduktancia
Reguléator (CFTR) fehérjét kodolo gén mutacioja all. A CFTR génben tobb mint 2000 varidnst
azonositottak, amelyek koziil a leggyakoribb az p. Phe508del-CFTR allél. A CFTR fehérje egy
ioncsatorna, amely Na', Cl" és HCO3™ ionokat szallit és szabalyozza az ion- és folyadékaramlast,
ezaltal fenntartja a 1égutak, az emésztérendszer, a hasnyalmirigy, a verejtékmirigyek és a
reproduktiv szervek megfeleld milkodését. A genetikai mutaciok eredményeképpen a CFTR
ioncsatorna nem milkddik, vagy nem expresszalodik megfeleléen. Mindez a kiilsé elvalasztasu
mirigyek bestirisodott valadéktermelését eredményezi, ez pedig az érintett szervek progressziv
karosodéasat okozza. A betegek korai haldlozasat elsOsorban a fokozatosan besziikiild
1égzéstunkcid és a kronikus gyulladas talajan kialakuld tiidéfibrozis okozza. A tiid6fibrozist
megelézi az un. epitelidlis-mezenchimalis tranzici6 (EMT), CF-ben ugyanakkor ezen
folyamatok patomechanizmusa még nem kell6en ismert.

A CF kimenetelét, a betegek ¢életmindségét és a mortalitasi kockazatot elsdsorban a
léguti érintettség mértéke befolyasolja, amelynek patoldgiai folyamatai mar a csecsemodkor
korai szakaszdban megindulnak. A siirli nyak kedvez a kronikus bakteridlis kolonizacionak, a
fertézések pedig kronikus gyulladdasos valaszt valtanak ki, amely pro-inflammatorikus
citokinek fokozott felszabaduldsaval jar egyiitt, ennek hatdséara pedig a neutrophil granulocytak
fokozott infiltracioja kovetkezik be. Ezek a folyamatok protedazokat és reaktiv oxigén gyokoket
szabaditanak fel, amelyek karositjak a légutak felszinét. A NF-xB uUtvonal kronikusan aktivalt
allapotban van a CF-es léguti epithelsejtekben, amely serkenti a gyulladdsos mediatorok
termelddését. A folyamat végiil bronchiectasishoz, léguti obstrukciohoz ¢és 1égzési

elégtelenséghez vezethet.
A CFTR modulatorok szerepe a CF terapiajaban

A CF kezelése az utobbi évtizedben forradalmi valtozason ment keresztiil. Kordbban a
terapia f6 célja a tiineti kezelés volt — a léguti fertdzések kontrollja, a nydk oldasa, a gyulladas
mérséklése, a tapanyag- és enzim-poétlds, valamint sulyos esetben a tiidétranszplantacio.
Mindezek mellett ma mar rendelkezésre allnak olyan 0j gyogyszermolekulak, un. CFTR-
modulatorok, amelyek kozvetleniil a betegség molekularis okat célozzak. A CFTR moduléatorok

a hibas CFTR fehérje funkciot allitjak helyre, melyek mechanizmusukat tekintve lehetnek a



csatorna nyitasi valdsziniiségét noveld potenciatorok (pl. ivacaftor), vagy a hibas hajtogatast a
javitd és a fehérje sejtmembranba torténd kikeriilését segité korrektorok (pl. l[umacaftor,
tezacaftor, elexacaftor), illetve ezen molekuldk kombinacidjat alkalmazo készitmények,
amelyek a két mechanizmust egyesitik. Az elsé attdrést a Kalydeco® (ivacaftor) jelentette,
amelyet potenciatorként a III. csoportba tartozo Gly551A4sp és hasonl6d gating mutaciok esetén
alkalmaztak eredményesen. Az Orkambi® (lumacaftor/ivacaftor) volt az elsé kombinacids
CFTR modulator, amelyet kifejezetten a homozigoéta p. Phe508del mutacidt hordozoé betegek
kezelésére fejlesztettek ki. A Kaftrio® (az USA-ban Trikafta®) egy harmas kombinacios terapia,
és egy potenciatort (ivacaftor) tartalmaz. Az Orkambi® a p. Phe508del homozigdta betegekben,
mig a Kaftrio® mar a CF-es betegek jelentds részét kitevé p.Phe508del dsszetett heterozigdta
genotipus esetén is hatdsosnak bizonyult. A CFTR modulator terapia korai, még a kifejezett
strukturalis tiidokarosodas kialakulasa eldtti bevezetése nagy mértékben lassitja a tiidObetegség
progressziojat, csokkenti a 1éguti akut exacerbaciok, a korhazi kezelések és az antibiotikumok
sziikségességének gyakorisagat, tovabba mérsékli az extrapulmonalis szovédményeket, tobbek

kozott javitva a betegek taplaltsagi és altalanos metabolikus allapotat.
A léguti gyulladassal és szovetkarosodassal osszefiiggé biomarkerek CF-ben

Mivel CF-ben az életmindséget és a mortalitast legf6képp a tiid6 allapota hatdrozza meg,
ezért ennek nyomon kovetése kulcsfontossag a betegek gondozasa soran. A monitorozas
multidiszciplinaris megkdzelitést igényel, amelyben kombindljdk a klinikai, funkcionalis,
mikrobiologiai, képalkoto €s biomarker alapu modszereket. Az utobbi években a biomarkerek
szerepe egyre fontosabba valt, mivel lehetdvé teszik a korai, szubklinikai valtozdsok
kimutatasat, amikor a hagyomanyos paraméterek (pl. FEV1) még nem mutatnak jelentds
eltérést. Ugyanakkor a légutak érintettségének detektalasa korlatozott, kiilondsen gyermekek
esetén. Mindezek alapjan napjainkban jelentds igény van olyan vérben vagy léguti valadékban
konnyen méretd, jol reprodukalhato biomarkerek kutatasara, amelyek jol reprezentéljak a tiidd
allapotat CF-es betegekben. A biomarkerek segithetnek a betegség aktivitasanak,
progresszidjanak korai felismerésében, terapids valasz nyomon kovetésében, valamint Uj
gyogyszerek (pl. CFTR moduléatorok) hatasadnak értékelésében.

A kopet és bronchoalveolaris mosofolyadék (BAL) a 1éguti gyulladas és fertdzés lokalis
kornyezetének tiikrei, igy ezekben a mintdkban szamos gyulladdsos marker megtalalhato (pl.
IL-6, IL-8, IL-1B, antiproteazok, NE, TGFB1, MMP9Y), amelyek alkalmas biomarkerek lehetnek

a légzéstfunkcid romlasanak jelzésére, illetve a terapias hatékonysag kovetésére. Azonban a



mérési eljarasok standardizaldsanak hidnyaban, illetve a megfeleld0 mindségli minta
biztositdsanak nehézsége (kopet) €s a BAL mintavételezés invazivitdsa miatt ezek nem kertiltek

bevezetésre a rutin klinikai gyakorlatba.

A léguti gyulladds nyomon kovetésének egyik legkézenfekvobb, analitikailag jol
standardizalhat6 és reprodukalhaté megkozelitése a biomarkerek vérmintabol — plazmabdl vagy
szérumbol — torténd meghatarozasa. A vérvétel rutinszerli, minimalisan invaziv beavatkozas,
amely ¢€letkortdl €és betegségcsoporttdl fiiggetleniil biztonsagosan és konnyen kivitelezhetd. A
szisztémas biomarkerek elonye, hogy tiikrozhetik a tiidoben zajlo gyulladdsos és immunologiai
folyamatokat, valamint korreldlhatnak a klinikai allapottal, a tid6funkciéval (FEV1), és a
CFTR modulator terapia hatékonysagéaval. Ugyanakkor jelenleg nincsenek olyan egyértelmiien
bizonyitott és megfelelden érzékeny plazma/szérum alaptl biomarkerek, amelyek alkalmasak a
kezelés hatékonysaganak kovetésére. Mindezek alapjan jelentds igény van az erre a célra
alkalmas uj, jol reprodukalhatd, konnyen mérhetd biomarkerek kutatasara és bevezetésére a

CF-es betegek gondozasa soran.
A Human Epididymis Protein 4 (HE4), mint potencialis biomarker CF-ben

A HE4, més néven Whey Acidic Protein Four-Disulfide Core Domain Protein 2
(WFDC2), egy kis molekulatomegli glikoprotein, amely a whey acidic protein (WAP)
fehérjecsalad tagja. A WFDC proteincsalad kis méreti fehérjéket foglal magéban, amelyek
kiilonboz6, rendszerint protektiv funkcidt latnak el, példaul antiprotedz, antibakterialis, vagy
gyulladascsokkentd tulajdonsaggal birnak. A fehérjét eredetileg az epididymis epitelialis
sejtjeiben azonositottdk, de késobb kimutattak, hogy széles korben expresszalddik a 1éguti,
endometrium, vese- ¢€s hasnyalmirigy hamsejtekben is. Mindemellett gyulladdsos ¢és
immunmodulacids funkcidval is rendelkezik: gatolja a neutrophil eredetli protedazokat, példaul
a neutrophil elasztazt (NE), igy a léguti szovetek proteolitikus kdrosoddsanak egyik endogén
ellensulyozd tényezdje lehet. A HE4 fehérje expresszidjat szdmos egészséges €s malignus
szOvetben kimutattak. Legismertebb klinikai alkalmazisa az ovarium carcinoma
diagnosztikdjahoz ¢és kovetéséhez kapcsolodik, de endometrium carcinomédban és

tiildétumorban vizsgaltak ij tumormarkerként.
Az epithelialis-mezenchimalis atmenet (EMT) folyamata cisztas fibrézisban

Az EMT egy olyan transzkripcios ujraprogramozasi folyamat, amelynek soran az

epithelialis sejtek elveszitik epithelidlis jellegiiket, ezaltal megbomlik az epithelium integritasa



¢s megvaltozik a sejtek morfoldgidja. Ezzel parhuzamosan aktivalédnak a mezenchimalis
fenotipusra jellemzd gének, példaul a citoszkeletalis komponensekhez (vimentin, aSMA), a
sejtkapcsolatokhoz (N-cadherin) és az extracellularis matrix (ECM) fehérjéihez (kollagén I,
fibronectin) kapcsolddo gének. Jelenleg harom kiilonb6z6 tipusa irhatd le a folyamatnak. Az
embrionalis szakaszra jellemz6é EMT (1. tipus) alapvetd szerepet jatszik a szoveti fejlodésben
¢s az organogenezisben, mely lecsendesitett allapotban van normadl, egészséges szovetekben.
Ugyanakkor az EMT bizonyos patologias allapotokban is megjelenik, példaul gyulladasos
betegségekben (II. tipus) vagy daganatokban (II1I. tipus). A I1. tipusu EMT a szoveti remodelling
¢s fibrozis egyik fo hajtoereje a gyulladasos betegségekben. Ez a folyamat szamos kronikus
tiidobetegségben, koztiik a cisztas fibrozisban (CF) is kimutathat6. Az EMT CF-ben gyakran
hibrid vagy részleges formaban van jelen, vagyis a sejtek koztes epithelidlis/mezenchimalis
allapotot mutatnak. Ennek megfeleléen az EMT-t egy dinamikus, mégis stabil allapotokat
magaban foglald spektrumként kell értelmezni. A TGFB1 szintje - mint az EMT egyik
legfontosabb mediatora - jelentésen megemelkedett CF-ben, ami eldsegiti a tiidofibrozis
kialakulasat, amely a f6 haldlok a betegségben. Ugyanakkor tovabbra sem teljesen tisztazott,
hogy az EMT aktivacigjat kizardlag a koéros CFTR funkci6 valtja-e ki, vagy ebben mésodlagos

tényezOk, példaul bakterialis fert6zés és kronikus gyulladas is szerepet jatszanak.

A CF-ben koérosan miikodé CFTR ioncsatorna normal koriilmények kozott szerepet
jatszik az epithelialis transzportfolyamatok szabalyozasaban, tovabba szaimos sejtfunkcidban is
szerepet kapott, beleértve az epithelidlis sejtek differencidlodasat, polarizacidjat és
szemben cisztas fibrozisban a léguti regeneracid késleltetett, amit fokozott proinflammatorikus
vélasz és megvaltozott MMP expresszio kisér (pl.: megnovekedett IL-8 és MMP9 termelés.
Emellett leirtdk, hogy a betegségben megnd a malignitasok, kiillondsen a gasztrointesztinalis
daganatok kockazata. Ezek a megfigyelések aldtdmasztjadk, hogy a CFTR potencialisan
tumorszuppresszor szerepet tolthet be, €s felvetik annak lehetdségét, hogy a CFTR mukodés

zavara Osszefiiggésben allhat az EMT kialakulasaval és az onkogenezis folyamataival.

A disszertacioban a HE4, mint potencialis biomarker szerepét vizsgaltuk CF-ben a
specifikus CFTR modulator terapia hatékonysadganak monitorozasdban. Emellett célunk volt a
HE4 expresszid szabalyozasaban résztvevé komplex EMT-s cellularis folyamatok jobb
megértése, aminek érdekében in vitro 1éguti epithelsejtekben a HE4 fehérje expresszidjanak

valtozasat és funkcionalis kapcsolatat vizsgaltuk az MMP9-cel.



2. Célkituzeések

Kisérletes munkdmban célul tliztiik ki a HE4 fehérje vizsgalatat, mint j prognosztikai
biomarker, valamint patofizioldgiai mediator CF-ben. Ennek érdekében vizsgaltuk a CF-es
betegek szérum, illetve plazma mintaiban a fehérje koncentracio valtozasat kiillonb6zé CFTR
modulator kezelések hatdsara a betegség sulyossdganak megallapitasa, illetve a terapids
lehetdségek hatékonysaganak Osszehasonlitasa céljabol. Tovabba a CF-ben emelkedett HE4
expresszio szabalyozasaban résztvevd komplex cellularis folyamatok jobb megértése
érdekében in vitro koriilmények kozott 1éguti epithelsejteken vizsgéltuk a CF-hez tarsul6 EMT
folyamatdban a HE4 fehérje expresszidjanak valtozdsat, valamint annak funkcionalis

kapcsolatat az MMP9-cel. Mindezek érdekében az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Kimutathato-e szoros Osszefliggés a plazma/szérum HE4 szint és a légzésfunkcios
paraméter (ppFEV1) értéke kozott, illetve alkalmas lehet-e a HE4 mérése a CFTR
modulétor (Orkambi®, Kaftrio®) kezelések hatékonysaganak nyomon kdvetésére?

e Milyen mértékben tér el a plazma/szérum HE4 koncentracio a CF-es betegekben a
kétféle CFTR modulator (Orkambi® és Kaftrio®) kezelés hatasara?

e A CF-hez tarsul6 EMT-ben hogyan valtozik a HE4 expresszidja és hozzajarul-e az
emelkedett MMP9 expresszidjahoz bronchialis epithelsejt kultirdkban in vitro?

e Vajon a megvaltozott HE4 expresszio eldsegiti-e az EMT fenotipus kialakulasat a

bronchialis epithelsejtekben?



3. Anyagok és modszerek

A PhD értekezés alapjat képezd harom eredeti tudoméanyos kozleményben szamos
kisérletes és analitikai moddszert alkalmaztunk az ex vivo klinikai mintdk vizsgalatdhoz,
valamint az in vitro sejtes kisérletek elvégzéséhez. Mivel az egyes vizsgalatok soran
alkalmazott eljarasok kozott metodikai atfedések vannak, a kisérletekben és laboratoriumi
mérésekben hasznalt modszereket nem kozleményenként elkiilonitve, hanem 6sszevontan,

egységesitve mutatom be ebben a fejezetben.
A betegek kivalasztasa és a klinikai tanulmanyok felépitése

A klinikai vizsgalatainkba bevont betegeket O0sszesen 4 focsoportba soroltuk. Elsoé
klinikai vizsgalatunkba 68 Orkambi® kezelt (PROSPECT study-bol kivalogatva), méasodik
klinikai vizsgalatunkba pedig dsszesen 123 Orkambi® (n = 43, 3. kohorsz) és Kaftrio® (n = 51,
1. kohorsz; n = 29, 2. kohorsz) kezelt p.Phe508del mutaciora homozigéta CF-es beteget
valogattunk be plazma és szérum HE4 szintek Osszehasonlitdsa céljabol. A betegeket két
kiilfoldi (Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, Johns Hopkins University,
Baltimore, MD, USA U.S. centrumbdl, Department of Pulmonology, Charles University, Praga,
Csehorszag) ¢és négy hazai CF centrumbdl (Pécsi Tudoméanyegyetem, Gyermekgyogyaszati
Intézet, Pécs; Orszagos Koranyi Pulmonologiai Intézet, Budapest; Torokbalinti
Tiidégyodgyintézet, Torokbalint; Szent-Gyorgyi Albert Tudomanyegyetem,
Gyermekgyogyaszati Intézet, Szeged) valogattuk be. A CF diagnozisanak felallitdsa az aktudlis
CF konszenzuson alapul6 diagnosztikai kritériumok alapjan tortént. A bevalogatott személyek
mindegyike a betegség klasszikus formajat mutatta. A PROSPECT study-bol retrospektiv
modon 38 gyermek (18 év alatt) és 30 felnStt CF-es beteg keriilt bevalogatasra. A Kaftrio®-
kezelésben részesiilé CF-es betegek az 1. kohorszban (n = 51) kizarélag felndttek voltak, ahol
a nemek megoszlasa 28 nd, valamint 23 férfi. A betegek ¢életkordnak medidnja 27 év volt
(minimum: 20 év, maximum: 47 év). A 2. kohorsz gyermek- ¢s fiatal felndttkora betegekbdl (n
=29) allt. A nemek megoszlasa alapjan 17 n6 és 12 férfi, a median életkor 12 év volt (minimum:
6 év, maximum: 50 év). Ebben a betegcsoportban a mintavételek a kezelés megkezdése elott,
valamint annak 1-2. és 3-6. honapjaban torténtek, lehetdvé téve a terdpids valasz iddbeli
nyomon kovetését. A két CFTR modulator hatdsanak 6sszehasonlitasa céljabol bevalogattunk
(n = 43) életkor és nem szerint illesztett Orkambi® kezelt CF-es beteget kontrollként (3.
kohorsz), akiknek a medidn életkora 14 év volt (minimum: 11 év, maximum: 53 év). A

vérmintavétel hirom idépontban tortént, hasonléan a Kaftrio®-val kezelt 2. kohorsz mintavételi



protokolljdhoz. A vérmintak a fent emlitett idopontokban a jarobeteg kontrollvizsgalatok
alkalmaval keriiltek Osszegytijtésre, amikor altaldban enyhe vagy kozépsulyos allapotban

voltak a betegek.

A ppFEVI szerinti alcsoportok Sagel és munkatarsai kozleménye alapjan keriiltek
meghatarozasra, és ennek megfeleléen az elsd vizsgalatba (Orkambi®, n = 68) bevont CF-es
betegeket harom alcsoportba soroltuk: <50% ppFEV1 (n =9), 50-89% ppFEV1 (n = 45), >
90% ppFEV1 (n = 14). Mindkét klinikai vizsgalat résztvevdi a terdpias vélasz alapjan két
alcsoportba keriiltek: ,,reszponder” azokat a betegeket, akiknél a ppFEV1 értéke legalabb 2,6%-
kal (elsd klinikai vizsgalat, 1. tdblazat) vagy 5%-kal (masodik klinikai vizsgalat) emelkedett a
6 honapos (Orkambi®, Kaftrio® 2. kohorsz) vagy 3 hénapos (Kaftrio® 1. kohorsz) kovetési
id6észak soran. Ezzel szemben a ,,nem reszponder” csoportba azok a betegek kertiltek, akiknél
appFEV1 novekedése 2,6% vagy 5% alatti volt. Fontos megjegyezni, hogy a vizsgalati idészak

alatt egyik CF-es beteg sem tapasztalt akut pulmonalis exacerbaciot.

A légzésfunkcio vizsgalatat spirometrids modszerrel, a ppFEV1 érték alapjan, a
jelenlegi iranyelveknek megfelelden végezték. A verejtékklorid koncentracid analizisét verejték
vezetOképesség méréssel végezték az egyeztetett vizsgalati latogatdsok alkalmaval. Fontos

megjegyezni, hogy ezek az elemzések azon a napon torténtek, amikor a vérmintavétel is tortént.

Egy amerikai centrumbdl 72 CF-es betegtdl szarmazo kopetmintdkban szintén lemértiik
a HE4 szintjét és rendelkezésre alltak kiilonb6zo klinikai paraméterek is. Megvizsgaltuk, hogy
kopet HE4 koncentracio korrelal-e a pulmonalis exacerbacio sulyossagaval, illetve vajon mutat-
e Osszefliggést olyan klasszikus kopetben mért gyulladdsos paraméterekkel, mint a NE, IL1-f3,
MPO és MMPO.

Osszegytijtottiink tovdbba 13 CF-es beteg BAL mint4jat azért, hogy meghatarozzuk a
HE4 szinteket, illetve in vitro megvizsgaljuk a CF-es légutakra jellemzé megvaltozott
koriilmények komplex hatasat a bronchialis epithelsejtekre. A BAL mintakbol készitettiink egy
mintapoolt, majd a sejtekhez adtuk 20%-os aranyban €s 48 6ran keresztiil inkubaltuk. A kezelést
kdvetden a sejtekbdl totdl RNS-t izolaltunk, majd az EMT markerek expresszios véaltozasanak

vizsgalata céljabol RT-qPCR analizist végeztiik.
Plazma, szérum, kopet- és BAL mintak HE4 koncentracio mérése

A vérmintakat vénas punkcidval nyerték, centrifugaltak plazmara és szérumra, ezt

kovetden —70 °C-on taroltak, majd széarazjégen futarszolgalattal szallitottak a Debreceni



Egyetemre tovabbi feldolgozas céljabol. A kopet és BAL mintak tarolasa és szallitdsa is
ugyanigy tortént. A betegek plazma, szérum, kopet-, illetve BAL mintaiban, tovabba a CFBE
sejtek  feliiluszojaban a HE4 koncentracidkat kemilumineszcens mikropartikularis
immunoassay modszerrel mértiik meg Architect® i2000SR, illetve i1000SR automatikon

(Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Németorszag).

A CFBE sejtek feliiliszojat a kezelési i1d6 eltelte utan leszivtuk, majd
szobahdmérsékleten centrifugaltuk 10000 g-n 1 percig annak érdekében, hogy
megszabaduljunk az esetleges sejtektdl, sejttormelékektol. Ugyanigy jartunk el a plazma,

szérum, kopet €s BAL mintak esetén is kiolvasztas utan.
Sejtkultirak és kezelési koriilményeik

A CF-es légutakra jellemzd sejtes koriilményeket biztositd p.Phe508del-CFTR
mutaciot, illetve a vad tipusia CFTR-t (wt-CFTR) expresszaléo CFBE 410" sejtek Dr. J. P. Clancy
laboratoriumabol szarmaznak (Cincinatti Chilren’s Hospital Medical Center, Cincinnati, OH,
USA). A sejtek tenyésztéséhez Earl’s BSS-t (EBSS) és 1% L-glutamint tartalmaz6é Minimum
Essential Medium Eagle (EMEM) (Lonza Inc., Morristown, NJ, USA) médiumot hasznaltunk,
10% fetal bovine serum (FBS, Sigma-Aldrich) és 5 pg/ml Puromycin (Sigma-Aldrich)
hozzaadésaval. A sejteket 37°C fokon, 5% CO; koncentracié mellett inkubaltuk.

A CFBE sejteket immunfluoreszcens (IF) mikroszkopos méréshez 8-well chamber-be
(PEZGS0816, Merck Group) (2,5 x 10* sejt/well), RNS izolalas és feliiliszobol torténd
mérésekhez pedig 6-well plate-ekbe passzaltuk (2,5 x 10° sejt/well) 24 éraval a kezelés el6tt
azért, hogy a sejtek letapadjanak, majd az EMT indukélasa céljabol 37°C fokon 24 oraig
TGFP1-gyel kezeltiik, kontrollként pedig 40 mM ecetsav és 0,1 % BSA kombinaciojat adtuk,
valamint a CFTR modulatorok kombinacidjaval: lumacaftor (3 uM) és ivacaftor (10 uM)
(LUM/IVA) vagy elexacaftor (3 pM), tezacaftor (5 uM) és ivacaftor (10 uM) (ELX/TEZ/IVA)
egylittes adasaval. Utdbbi esetekben a negativ kontrollként DMSO-t hasznaltunk.

A CFTR-csatorna aktivitdst FSK (10 uM) és IBMX (100 pM) kombinéciojaval
(FSK/IBMX) fokoztuk mindkét sejtvonal esetén (a CFTR modulatorral kezelt vagy nem kezelt
sejteknél is), mig a CFTR gatlés céljabol CFTRinn172-t (20 uM) adtunk a wt-CFTR-t expresszalo
CFBE sejtekhez. A kontroll mintdkhoz ebben az esetben is DMSO-t adtunk. A CFTR
modulatorok altalunk alkalmazott kisérleti koriilményei 6sszhangban vannak a kordbbi in vitro

tanulméanyokban alkalmazott modszerekkel.
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A p.Phe508del-CFTR mutaciot hordozo CFBE sejteket 24 oraval a transzfekcio elott
plateltiik (2,5 x 10* sejt/well) IF mikroszkdépos méréshez 8-well chamber-be (PEZGS0816,
Merck Group), illetve RNS izolalas és feliiluszobdl torténd mérésekhez pedig 24-well plate-be
(5 x 10* sejt/well), majd 37°C fokon 24 oraig a HE4 expressziojat egy specifikus siRNS
(WFDC2 siRNS) segitségével 48 oraig. Kontrollként negativ kontroll siRNS-t (NEG0O1 siRNA)

alkalmaztunk.

A CF-es léguti kornyezet komplexebb modellezése céljabol CF-es betegek BAL
mintdibol mintapoolt készitettiink ¢€s 48 oraig kezeltik a p.Phe508del-CFTR mutéaciot

expresszalo CFBE sejteket 20%-0s minta koncentracioban.
Sejt-életképesség vizsgalat MTT assay-vel

A sejtek életképességének vizsgalatara MTT alapu assay-t végeztiink TGFB1 kezelést
kovetden. A sarga szinli MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Sigma-Aldrich) festéket az €16 sejtek mitokondrialis dehidrogendz enzimjei redukaljak és
formazan kristalyokkad alakitjak, mely dimetil-szulfoxidban (DMSO, Sigma-Aldrich) feloldva
¢lénk lila szint ad. Az elhalt sejtek nem rendelkeznek aktiv mitokondriummal, igy nem képesek
ezt az atalakitast elvégezni, és nem szinezddnek el. A CFBE sejteket (25 000 sejt/well) PLL-lel
elokezelt 24-well plate-ben (SPL Life Sciences, Naechon-Myeon, Korea) novesztettiik, majd
0-120 oran keresztiil TGFB1-nek tettiik ki. A kezelést kovetden a feliiluszot eltavolitottuk €s
minden wellbe 300 uL HBSS-ben (Sigma-Aldrich) feloldott MTT oldatot adtunk. Harom o6ras
inkubécio6 utan (37 °C, 5% CO», parasitott légkdrben) az MTT oldatot eltavolitottuk, majd a lila
formazan kristalyokat 300 pL DMSO-ban oldottuk fel. A szin detektalasat spektrofotométerrel
végeztiik (550 nm) €s a kapott optikai denzitdsbol (OD) szdmoltuk a szézalékos értékeket a nem
kezelt sejtek OD értékeinek atlagat véve 100%-nak. Pozitiv kontrollként H>Oz-vel (50 uM),
negativ kontrollként pedig TNFa-val (100 ng/mL) kezeltiik a sejteket 48 6ran keresztiil.

A CFTR-csatornan keresztiil folyo kloridaram vizsgalata patch clamp maédszerrel

A CFBE sejtekben a kloridaramot n. ,,egész sejt” patch-clamp technikaval analizaltuk,
hasonléan korabban publikalt vizsgalatokhoz. Minden oraban friss Mg-ATP oldat kertilt
hozzaadésra az intracellularis oldathoz. Az intracellularis oldatot jégen taroltuk felhasznalas
elétt. A FSK/IBMX-et €s a CFTRinn172-t kozvetleniil a mérés eldtt adagoltuk az extracellularis
oldathoz. Az elektrofiziologiai mérésekhez hasznalt mikropipettdk boroszilikat
tivegkapillarisokbol (GC150-TF10, Harvard Apparatus Co., Holliston, MA, USA) keriiltek

felhuzésra 4 fazisban egy Flaming Brown tipusu automata pipetta htizéval (Sutter Instruments,
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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 erdsit6t
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) hasznaltunk fesziiltség-zar tizemmodban,
ezaltal a vizsgalt sejt membranpotencidlja konstans értéken tarthatd, mikozben a
sejtmembranon atfolyd aram nagysadga meghatarozhatd. A mérések soran Burleigh PCS5000
(Thorlabs Inc., Newton, New Jersey, USA) mikromanipuldtort hasznaltunk. Az ingerld
fesziiltség-impulzusokat ¢és az adatgytijtést IBM kompatibilis személyi szamitdégép vezérelte
Axon Digidata 1440 (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) illesztéegységen keresztiil
a pCLAMP10 programcsomag (Molecular Devices Inc.) segitségével. Az dramgorbéket 3
polusu Boxcar sziir6vel sziirtiik. A rogzitett aram -40 mV-ra volt allitva, és kétféle fesziiltség-
clamp protokollt alkalmaztunk a CFTR iondram mérésére. Els6ként 5 masodpercig tarto, -40
mV-rol 0 mV-ra valtozo6 egyszeri depolarizacidt alkalmaztunk 4-5 percen keresztiil az ionaram
monitorizalasara, €és annak igazoldsara, hogy szamottevd elfolyd ionarammal nem kell
szamolnunk. Az aram-fesziiltség (I-V) kapcsolat kovetésére a sejteket -40 mV-os rogzitett
fesziiltségen tartottuk és -80 mV-t6l +80 mV-ig terjedd fesziiltség tartomanyban depolarizaltuk
kiilonbozo potencidlokkal, 10 masodpercenként torténd 20 mV-os 1épésekben. A méréseket
minden esetben szobahdmérsékleten végeztiik. A vizsgalatok kivitelezésében Dr. Szantd G.
Tibor, Dr. Arnodi-Mészaros Beata és Prof. Panyi Gyorgy (Debreceni Egyetem, AOK, Biofizikai
¢s Sejtbioldgiai Intézet) nyujtottak segitséget.

Total RNS izolalas

Az CFBE sejtkulturakbol, valamint pulmonalis mezenchimalis 6ssejtekbdl (MSC) és
CF-bdl szarmaz6 tiidd eredetii fibroblasztokbol (DHLF-CF) kinyerhetd 6ssz RNS-t TRI reagens

segitségével (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA) izolaltuk a gyart6 ajanlasa

crer

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) ellendrizziik. Az RNS-mintakat -80°C-on taroltuk

tovabbi analizis eldtt.
A HE4 expresszio gatlasa siRNS transzfekcioval CFBE sejtekben

A p.Phe508del-CFTR mutéaciot hordozdé CFBE sejteket 24 oraval a transzfekcio eldtt
(25 000 sejt/well) plateltiik 24-well plate-re. A mutans CFBE sejtekben a HE4 (WFDC2)
expressziojat egy specifikus siRNS segitségével csokkentettiik (20 pmol, ID: 4392420,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a gyartd utasitasai szerint, 48 Oras inkubécios idével.

Kontrollmintaként negativ kontroll siRNS-t (NEGO1 siRNA) alkalmaztunk (Silencer Select

12



Negative Control No.l, 20 pmol, ID: 4390846, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), illetve a
sejtekbe torténd Dbejutdshoz sziikséges lipofectaminnal (13778100; Lipofectamine™
RNAIMAX Transfection Reagent, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) el6zetesen
5 percig inkubdltuk az siRNS-eket. A transzfekcid hatékonysadgat a HE4 expresszio
fehérjeszinti (immunfluoreszcens mikroszképiaval, IF) ¢és mRNS-szinti (RT-qgPCR)

kimutatasaval ellenOriztik.

Valos idejil kvantitativ PCR analizisek

Az i1zolalt RNS mintakbdl az RT-qPCR-hoz sziikséges komplementer DNS szintézist
High Capacity cDNA Reverse Trancription kit (Applied Biosystems, Vilnius, Litvania)
segitségével végeztikk. A DNS készitéshez hasznalt RNS mennyisége 1000 ng volt a CFBE
sejtek esetén. Az RT-qPCR elvégzése céljabol egy LightCycler 480 qPCR késziiléket (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag) hasznéltunk. A HE4 expresszio, illetve EMT markerek
¢s egyéb gyulladdsos markerek (pl.: E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, IL1B mRNS-ek)
kvantalasa soran a LightCycler 480 SYBR Green I Master mix (Roche Diagnostics) reagenst,
valamint minden RNS-re specifikus oligonukleotid primert (10 pM, Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium) hasznaltunk (5. tdblazat). A PCR reakcio lefuttatasahoz az
alabbi protokollt allitottuk be a késziiléken: 10 percig 95°C-on, majd 40 cikluson at 95°C-on
10 mp-ig, illetve 60°C-on 1 percig. Az Osszes mérést triplikditumban végeztik.
Referenciagénként az RPLP(0 (36B4) gént, illetve a transzfekcid specificitdsanak igazolasara
emellett még a GAPDH gént is alkalmaztuk. A transzfekcié hatékonysagat részben a HE4
expresszid6 mRNS-szintli kimutatdsaval ellendriztiik. Ezen talmenden értékeltiik az EMT
markerek és az MMP9 expressziojat is. Az RNS expresszios szinteket az alabbi formulaval
hataroztuk meg, példaként a HE4 RNS-t véve: ACq=Cq3eps-Cques, mig a célgénben
bekovetkezett valtozds mértéke a referenciagénhez viszonyitva a kovetkezOképpen lett

konvertalva: F=2¢9,
Az MMP9 és N-cadherin fehérjék detektalasa ELISA modszerrel

A sejtfeliiliszé mintdkban az MMP9 fehérje (DMP900; Human MMP-9 ELISA Kit —
Quantikine, R&D Systems, Minneapolis, MN, USA), illetve az N-cadherin fehérje (EH0050;
Human CDH2 (Neural Cadherin) ELISA kit, Finetest, Wuhan, Hubei, China) koncentracigjat
ELISA modszerrel hataroztuk meg azért, hogy megerdsitsik a HE4 expresszid
megvaltozasanak kozvetlen hatasat az MMP9 termelésre, valamint az EMT folyamatanak az

elinduléasat/fokozodasat kiilonbozo in vitro végzett kezelések hatasara.
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Immunfluoreszcens (IF) mikroszkopos vizsgalatok

Az EMT-re jellemzd fenotipus kimutatasat CFBE sejtkultirdkban immunfluoreszcens
festéssel (IF) végeztiik az EMT specifikus markerek (E-cadherin, N-cadherin, Vimentin) fehérje
szintll vizsgalatanak céljabol. Ehhez a vad tipust (wt-CFTR) és a p. Phe508del-CFTR mutaciot
hordozd CFBE sejteket specidlisan erre a célra gyartott 8-well chamber-ben tenyésztettiik (2,5
x 10* sejt/well), majd kezeltiik két napon keresztiil. Az EMT-re jellemz6 markerek pozitivitasat
a sejtmembranban mindkét sejtvonal esetében eldszor a genotipus alapjan figyeltik meg. Az
EMT folyamatat ezt kovetden p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben TGFB1 (15 ng/mL)
hozzdadasaval 48 oran keresztiil indukaltuk, mig a kontrollmintdk csak a kezeldanyag
oldoszerét kaptak. A CFTR-modulator kezelés EMT-re gyakorolt hatasanak vizsgalatakor a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket elexacaftorral (3 uM), tezacaftorral (5 uM) és ivacaftorral
(10 uM), illetve kontrollként DMSO-val inkubaltuk 24 6ran at. A sejteket ezt kovetden jéghideg
metanol-aceton (50 v/v%) oldattal fixaltuk 10 percig. A nem specifikus antitestkdtéodési

helyeket FBS-sel (Merck Group) blokkoltuk 15 percig.

Az EMT markerek primer jeloléséhez az alabbi antitesteket alkalmaztuk 1 oras
inkubdléssal: monoklonalis egér anti-human E-cadherin (610181) és N-cadherin (610920) (250
pg/mL, BD Biosciences), poliklonalis nytl anti-HE4 (AB273130) és anti-MMP9 (AB73734)
(100 pg/mL, Abcam). A szekunder jelolést FITC-cel konjugalt kecske anti-egér (A11029) és
anti-nyul (A11034), illetve rhodaminnal konjugdlt kecske anti-egér IgG (2 mg/mL, higitas:
1:400, Thermo Fisher Scientific Inc.) antitestekkel végeztiik 1 6ran keresztiil. A Ki67-fehérje
festését (AB15580, 100 pg/mL, Abcam) azon sejtek azonositasara hasznaltuk, amelyek aktivan
transzfektalt sejtek esetében is. A sejtmagokat 4°,6-diamidino-2-fenilindollal (DAPI, 283 nM)
festettilk meg, és a mintdkat Zeiss Axio Scope.Al fluoreszcens mikroszképpal (HBO 100
lampa; Carl Zeiss Microimaging GmbH, Gottingen, Németorszag) vizsgaltuk. A képeket ZEN
2012 v.1.1.0.0 szoftverrel (Carl Zeiss Microimaging GmbH) elemeztiik, és minden marker
esetében atlagos fluoreszcenciaintenzitdst (MFI) szamitottunk a pozitivitds mértékének
kvantifikéldsara. Az immunfestés specificitasat szekunder antitesttel torténd inkubaldssal
ellendriztiik, és hattérfestddést nem tapasztaltunk. A vizsgélatok kivitelezésében Dr. Fenyvesi
Ferenc és Dr. Rusznyak Agnes (Debreceni Egyetem, Gyégyszerésztudomanyi Kar,

Gyodgyszertechnoldgiai Tanszek) nyujtottak segitséget.
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Etika engedélyek

A kutatast a Debreceni Egyetem Regionalis Etikai Bizottsdga (engedélyszam: 4813—
2017) és a Magyar Tudoméanyos ¢és Kutatasetikai Bizottsag (ETT-TUKEB) (engedélyszam:
IV/10417-3/2020/EKU, engedély kelte: 2020. december 29.) hagyta jova a World Medical
Association Helsinki Nyilatkozatanak — az emberi alanyokat érintd orvosi kutatdsok etikai

elveinek — megfelelden.

Statisztikai elemzések

Az adatokat atlag + 95%-os konfidencia intervallumban (95% CI) illetve ahol jeleztiik,
medianként (1. és 3. kvartilis, IQR), vagy medidnként (min-max) formaban adtuk meg. Az
adatok normalitasanak vizsgalatara a Shapiro—Wilk és Kolmogorov-Smirnov tesztet
alkalmaztuk. A normal eloszlasu adatok két csoport kozotti Gsszehasonlitasat parositott t-
probaval végeztiik, mig a nem normal eloszlasu valtozok esetében a Mann—Whitney U-probat
hasznaltuk két csoport adatainak sszehasonlitdsara. Amikor a kiindulasi és az utan kovetéses
mintdk eredményeit hasonlitottuk 0ssze, a Wilcoxon-féle parositott tesztet alkalmaztuk. Tobb
csoport Osszevetésekor a parametrikus ANOVA vagy a nem parametrikus Friedman tesztet
alkalmaztuk Dunn-féle post-hoc analizissel. A Spearman-féle rangkorrelacids egylitthatot (r)
hasznaltuk a plazma HE4 és a ppFEV1, valamint a verejtékklorid koncentracié és a BMI
abszolut vagy delta értéker kozotti Osszefiiggések vizsgalatira. A tobbszords logisztikus
regresszids elemzést annak értékelésére alkalmaztuk, hogy mely kovariansok befolyasoljak
leginkabb a ,,reszponder” statusz valoszinliségét a LUM/IVA kezelés megkezdését kovetd 6.
honapban. A ROC-gorbe (receiver operating characteristic) alatti teriilet AUC (area under the
curve) értekét mind az abszolut, mind a delta HE4 esetében meghataroztuk annak vizsgalatara,
hogy a tiidéfunkci6 javulasa kimutathato-e ezekkel a paraméterekkel Kaftrio® vagy Orkambi®
kezelés mellett a 3. vagy 6. honapban (az alcsoporttdl fiiggden). A ppFEV 1 atlagos valtozasanak
2,6%-at (LUM/IVA) és 5%-at (Kaftrio® vagy Orkambi®) hatdroztuk meg a bindris valtozd
hatarértékeként. A delta HE4 esetében az AUC értéket kiilon is elemeztiik, amikor a 5%-os delta
ppFEV1-t vélasztottuk hatarértéknek, mivel ez a mértékli tiidéfunkcid javulas varhato egy a
kezelésre jol reagald (,,reszponder”) betegtdl. A cut-off vagy kiiszob értéket a Youden-index
maximuma alapjan hataroztuk meg (szenzitivitas, specificitas, PPV, NPV). A p<0,05 értéket
tekintettiik statisztikailag szignifikdnsnak. Az adatfeldolgozast és statisztikai elemzéseket a
GraphPad Prism 9 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA) és az SPSS Statistics 26.0 (IBM
Corporation, Armonk, NY, USA) szoftverekkel végeztiik.
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4. Eredmények

A plazma HE4 koncentracio vizsgalata p. Phe508del-CFTR mutaciora homozigota CF-es

betegekben Orkambi® kezelés hatasara

Az irodalmi adatok alapjan munkacsoportunk elséként kezdte el vizsgalni a HE4 fehérje
tumormarkerként, mint ahogyan korabban alkalmaztak malignus korképekben, hanem mint egy
uj tipust gyulladasos paraméter. Kivancsiak voltunk, hogy vajon a plazma HE4 alkalmas lehet-
e az Orkambi® kezelés hatékonysiganak a monitorozasara CF-es betegekben. Vizsgilataink
elején még csak az Orkambi® volt elérhetd, mint CFTR modulator, majd idé kdzben valt
elérhetévé a Kaftrio®. Igy elséként az Orkambi® kezelésben részesiilt betegekre vonatkozd

eredményeket mutatom be.

Kiilonb6z6 klinikai paraméterek és a plazma HE4 szint valtozasai LUM/IVA (Orkambi®)

kezelés hatasara

A verejtékklorid koncentracid atlagosan —18,1 mmol/L-rel csokkent (95% CI: —22,3 —
—15,0) a LUM/IVA kezelés megkezdését kdvetd 1 honapon beliil, és ez a csokkent érték a 6.
honapban is fennallt (atlagos valtozas: —18,9 mmol/L; 95% CI: —24,5 —14,8) a kezelés elotti
adatokhoz képest. A ppFEV1 érték tekintetében mérsékelt, statisztikailag nem szignifikans
véltozas volt megfigyelhetd az 1-6 honapos kovetési idOszak alatt: az 1 honapos atlagos
valtozas 1,6% (95% CI: —0,4 — 3,6), mig a 6 honapos 2,6% (95% CI: 0,6 — 4,5) volt ebben az
alcsoportban, ellentétben a teljes vizsgalati populacidoban kordbban kimutatott eredményekkel.
A taplaltsagi allapot ugyanakkor jelentdsen javult, amit a testtomegindex (BMI) folyamatos
emelkedése is jelzett a vizsgalat soran, 0,73 kg/m? atlagos ndvekedéssel (95% CI: 0,42 — 0,98)
a 6. honap végére.

A plazma HE4 koncentracié a LUM/IVA kezelés megkezdése el6tt hasonld volt mas,
IV A kezelés el6tti CF-es esetekhez — medidn (IQR): 68,5 (56,6—87,3) pmol/L, mig egy korabbi
vizsgalatunkban 63,1 (47,9-97,5) pmol/L értéket mértiink. A plazma HE4 szint a kezelés
megkezdését kovetden minden vizsgalt idépontban csokkent, a legnagyobb valtozas (delta
érték) a 6. hénapban volt megtigyelhetd: —10,7 pmol/L (95% CI: —15,4 — —5,9) a kezelés elotti
szinthez képest. Erdekes modon a HE4 atlagos valtozasa a 12. honapra kisebb mértékii volt
(—6,5 pmol/L, 95% CI: —12,4 — —0,5), ami mérsékeltebb tiidéfunkcio-javulassal jart egyiitt
(delta ppFEV1: 1,0%, 95% CI: —1,7 — 3,8) a vizsgalati id6szak végére.
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A Spearman-féle korrelacios vizsgalat alapjan a ppFEV1 valtozasa az 1. és 6. honapban
nem mutatott szignifikans Osszefiiggést a verejtékklorid koncentracié valtozasaval sem az 1. (r
=0,0595; P=0,6403), sem a 6. honapban (r = 0,0148; P =0,9117). Mindezek alapjan az volt a
célunk, hogy felmérjiik a plazma HE4, mint potencidlis biomarker hasznalhat6sagat a
LUM/IVA CFTR modulator terapia hatdsanak nyomon kovetésében a vizsgalati id6pontok

soran.

erer

(ppFEV1) LUM/IVA kezelés hatasara

Els6ként megvizsgaltuk a plazma HE4 koncentracio és a ppFEV1 értékek kozotti
Osszefliggést a LUM/IVA kezelés megkezdésekor és a 6. honapban, amikor a legnagyobb
tid6éfunkcio javulds volt kimutathato. A ppFEV1 értékek ugyanazon a napon keriiltek
meghatdrozasra, amikor a vérmintavétel tortént. A vizsgalat eredményei alapjan szignifikéns,
forditott korrelacio all fenn a kezelés elotti HE4 szintek és a ppFEV1 értékek kozott (r =
—0,5661; P < 0,0001). Hasonloképpen, negativ sszefliggés volt kimutathaté a plazma HE4
koncentraciok és a ppFEV1 értékek kozott a LUM/IVA kezelés 6. honapjaban is (r = —0,5294;
P <0,0001).

Ezzel parhuzamosan a HE4 szintjének valtozasa a kiindulasi értékhez képest (azaz a
delta HE4) szintén szoros negativ korrelacidét mutatott a delta ppFEV1 értékével (r = —0,5297;
P < 0,0001) az Osszes vizsgalati résztvevo esetében. Amikor pedig az Osszefiiggést kiilon
elemeztiik a 18 év alatti betegek alcsoportjaban, a korrelacié még erdteljesebbnek bizonyult
gyermekkorban (r =—0,7053; P <0,0001).

Amikor az abszolut HE4 koncentraciot a kezelés eldtti és a 6 honapos iddpontban
értékeltiik a kiinduldsi ppFEV1 alapjan (< 50%, 50-89% és > 90%), a kezelés elotti és 6
honapos HE4 szintek szignifikdnsan magasabbak voltak azokban a betegekben, akiknek
kiindulasi ppFEV1 értéke < 50% volt, dsszehasonlitva a masik két alcsoporttal. Fontos
kiemelni, hogy a legnagyobb és statisztikailag szignifikans atlagos HE4 véltozast azokban a
(tobbségében felndtt) cisztas fibrozisos betegekben figyeltik meg, akiknek a kezelés
megkezdése elott stilyosan karosodott volt a tiidéfunkciodja (< 50% ppFEV1). Ezzel szemben a
legkisebb, statisztikailag nem szignifikdns valtozdsok azoknal a betegeknél jelentkeztek,

akiknek kiindulasi ppFEV1 értéke > 90% volt.
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A plazma HE4 szint valtozas vizsgalata a CF-es tiidobetegség javulasanak elore jelzésében

LUM/IVA terapia alatt.

ElsOként azt vizsgaltuk, hogy a LUM/IVA kezelés hatasara bekovetkezé HE4 szint
csokkenés eldre jelzi-e a tiidofunkcio javuldsat, amelyet a delta ppFEV1 értékek alapjan
hataroztunk meg. Ennek érdekében megvizsgaltuk a delta HE4 diszkriminativ képességét,
amikor a 6 honap alatti ppFEV1 valtozas 2,6%-os értékét — vagyis a vizsgalt betegcsoport
atlagat — hasznaltuk binaris hatarértékként. A delta HE4 esetében jelentds AUC-érték adddott
(0,7898 [95% CI: 0,6823-0,8972], P < 0,0001), a —10,7 pmol/L-es cut-off pedig 62%-0s
szenzitivitast és 79%-os specificitdst mutatott az Gsszes vizsgalt beteg kdrében.

Gyermekek esetében a delta HE4 még nagyobb prediktiv erével birt (AUC: 0,9139
[95% CI: 0,8268-1,0000], P < 0,0001), és ugyanezen cut-off érték mellett a szenzitivitas 80%-
ra, a specificitas pedig 83%-ra emelkedett. Amikor a,,jo terapias valasz” elvart javulasat jelentd
5%-os delta ppFEV1 értéket alkalmaztuk hatarértékként, a teljes betegcsoportban a HE4 AUC-
értéke 0,6786 volt (9 % CI: 0,5523-0,8048; P = 0,0139), —11,8 pmol/L-es cut-off mellett 73%
szenzitivitassal és 74% specificitassal. Gyermekek korében az AUC magasabb volt (0,7913
[95% CI: 0,6481-0,9345], P =0,0027), azonban ugyanazon cut-off érték mellett a szenzitivitas
50%, mig a specificitas 74% volt.

Amikor a CF-ben szenvedo betegeket a terdpias valasz alapjan két alcsoportra osztottuk
— vagyis ,,reszponder” csoportba soroltuk azokat, akiknél a ppFEV1 legalabb 5%-os atlagos
javulast mutatott 6 honap LUM/IVA kezelés utan, mig a ,,nem reszponder” csoportba azokat,
akiknél a delta ppFEV1 ennél kisebb volt — azt taldltuk, hogy szignifikdns plazma HE4
csokkenés kizardlag a ,,reszponder” betegekben volt megfigyelhetd, akiknél a 6 honap alatt a
vartnak megfeleld tiidéfunkcio javulas kovetkezett be. Ezzel szemben a verejtékklorid
koncentraci6 és a BMI mindkét alcsoportban szignifikansan valtozott. Ez arra utal, hogy mig a
verejtékklorid és a BMI jol tiikrézi a LUM/IVA kombindci6 altalanos hatdsat, nem alkalmasak
a terapias valasz mértékének megitélésére, és nem kiilonitik el a ,reszponder” és ,,nem
reszponder” betegeket egymastol.

Végiil tobbvaltozos logisztikus regresszids analizist végeztiink annak vizsgélatara, hogy
mely tényezOk befolyédsoljak leginkdbb a reszponder stitusz valdszinliségét. A vizsgalt
kovariansok a kovetkezok voltak: delta HE4, életkor, nem, kiindulasi ppFEV1, verejtékklorid
koncentracio, BMI, valamint a P. aeruginosa pozitivitas a kezelés inditasat kovetd 6. honapban.

Az eredmények szerint a delta HE4 (OR: 0,89; 95% CI: 0,82—-0,95; P = 0,001) és a kiindulasi
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ppFEV1 (OR: 1,09; 95% CI: 1,02-1,16; P = 0,005) fliggetlen prediktor tényezdknek

bizonyultak a reszponder statusz szempontjabol a nem reszponder csoporthoz viszonyitva.

A szérum HE4 Kkoncentracié vizsgalata p.Phe508del-CFTR mutaciora homozigéta CF-

betegekben Kaftrio® kezelés hatasara

Masodik klinikai vizsgalatunkban az Orkambi®-ra irdnyuld méréseink ideje alatt

forgalomba keriilt Kaftrio®

kezelésben részesiilt CF-es betegek szérum HE4 szintjét
analizaltuk. Ebben a vizsgilatban a Orkambi® kezelt CF-es betegeket egyfajta kontroll
csoportként kezeltik a két CFTR modulator kezelés hatékonysaganak 0Osszehasonlitasa
érdekében. Kivancsiak voltunk, hogy a HE4 alkalmas biomarker lehet-e a Kaftrio® kezelés
hatékonysaganak a monitorozasara CF-es betegek esetén, illetve in vitro koriilmények kozott is

vizsgaltuk a két CFTR modulator CFTR korrigal6 hatasanak 6sszehasonlitasat.

A LUM/IVA (Orkambi®) és ETI (Kaftrio®) kezelés hatasanak osszehasonlitasa a szérum

HEA4 szintek valtozasan keresztiil

Mivel a plazma HE4 szint jelentds valtozast mutatott a LUM/IVA kezelés hatasara,
kivancsiak voltunk, hogy vajon hogyan alakul ETI kezelés hatasara a fehérje koncentracioja a
CF-es betegek szérumaban. Elséként meghatdroztuk a szérum HE4 szintet két Kaftrio®
kezelésben részesiilo, p. Phe508del-CFTR mutaciora homozigdta CF-es betegcsoportban. Az 1.
kohorsz feln6tt betegeiben a tiidéfunkcio jelentds javulasa mellett (ppFEV1: 17,5 [14,5-20,5]
%) a szérum HE4 koncentracid szignifikansan csokkent (p < 0,0001) a kezelés 3. honapjara,
fiiggetlentil a kiindulasi értéktdl. Ez az id6pont volt az egyetlen utan kovetéses vizsgalat ebben
a betegcsoportban, mivel a COVID-19 pandémia kitérése miatt tovabbi mintavételekre nem
volt lehetdség. A 2. kohorszban a legtobb CF-es beteg esetében szintén javult a tidéfunkcio, az
atlagos ppFEV 1-véltozas 4,0 [-3,9-12,1] % volt. A szérum HE4 szint mar a Kaftrio®-kezelés
1-2. honapjaban fokozatos csokkent (p = 0,0076), amely a 3—6. honapra tovabb erdsodott (p <
0,0001 a kiindulasi értékhez képest). Ezzel parhuzamosan az Orkambi®-val kezelt betegek (itt
egyfajta kontroll csoportként a Kaftrio® kezelt betegek vizsgilata soran) korében is
szignifikansan alacsonyabb szérum HE4 értékeket figyeltiink meg a kovetéses vizsgalatok
soran (p = 0,0010 az 1-2. hoénapban, illetve p < 0,0001 a 3—6. honapban a kezelés eldtti
értékekhez viszonyitva). Fontos megjegyezni, hogy a Kaftrio®-val és Orkambi®-val kezelt
betegek kozott a kiindulasi HE4 szintben nem volt kiilonbség (p = 0,3422). Ugyanakkor az ETI
kezelésben (Kaftrio®) részesiilékben a HE4 koncentraciok minden kovetéses idépontban

szignifikdnsan alacsonyabbak voltak, mint a LUM/IVA (Orkambi®) csoportban (p = 0,0158 az
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1-2. hénapban, illetve p = 0,0474 a 3—6. hoénapban), ami Osszefiiggést mutatott a tiidéfunkcio

javulasanak mértékével.

Az egyéneken beliili HE4 szint valtozasokat kiilon elemeztiik és azt talaltuk, hogy a
legtobb betegnél a szérum HE4 koncentracid csokkent a kezelés elétti €s az utolsd kovetéses
idépont kozott. Az 1. kohorszban a szérum HE4 szint a 3 honapos ETI kezelést kovetéen
jelentésen csokkent a kiindulasi értékhez képest, az atlagos delta HE4 —45,7 pmol/L volt,
mikdzben a ppFEV1 atlagos javuldsa 17,5%-ot ért el. A 2. kohorszban az ETI-kezelt CF-es
betegek esetében a 3—6 honapos kezelés alatt a ppFEV 1 atlagosan 4,0%-kal nétt, a HE4 atlagos
véltozasa pedig —20,7 pmol/L volt. Ezzel szemben az Orkambi® kezelésben részesiilé betegek
esetében minddssze 1,6%-0s ppFEV1 ndvekedést tapasztaltunk, a HE4 atlagos csokkenése
pedig —18,5 pmol/L volt a 3—-6. honapra. Ezek a klinikai eredmények aladtdmasztjak, hogy a
CFTR modulétor terdpidk hatékonyan jarulnak hozzd a szérum HE4 koncentracio
csokkenéséhez CF-ben. Tovabba, a Kaftrio® kedvezébb terapias hatasa az Orkambi®-val
szemben a tiidéfunkcid javuldsanak tekintetében sikeresen nyomon kovethetd volt a szérum

HE4 szintek valtozasan keresztil.

javulasaval LUM/IVA és ETI kezelés hatasara

A szérum HE4 szinteket Osszevetettiik a ppFEV1 értékekkel az ETI kezelt vizsgalati
alcsoportokban is, ahol kontroll csoportnak tekintettiik a LUM/IVA kezelés alatt 4allo
betegcsoportot.

Minden kohorszban szignifikans, forditott korrelacidt taldltunk a HE4 és ppFEV1
értékek kozott: az 1. kohorszban (Kaftrio®) r = —0,422; p = 0,0020, a 2. kohorszban (Kaftrio®)
r=-0,537; p <0,0001, mig az Orkambi®-val kezelt csoportban r =—0,575; p <0,0001 értékeket
mértlink. Ezzel parhuzamosan a HE4 szintjének valtozasa a kiindulasi értékhez képest (azaz a
delta HE4) szintén jelentds negativ korrelaciot mutatott a delta ppFEV1 értékével az 6sszes
vizsgalati résztvevd esetében: az 1. kohorszban r = —0,559; p = 0,0001, a 2. kohorszban r =
—0,591; p= 10,0048, mig a LUM/IVA kezelést kap6 csoportban r=—0,511; p=0,0017 értékeket
kaptunk. A szérum HE4 szint tehat erésen korrelalt a ppFEV1 értékekkel, ami arra utal, hogy
az 0sszefiiggés a CFTR modulatorok altal kivaltott tiid6funkcid javuldssal allhat kapcsolatban.
Kiilondsen figyelemre méltd, hogy a delta HE4 értékek még jobban tiikrozték a ppFEV1
valtozésait, kiillondsen a 2. kohorszban, amelybe viszonylag fiatal, ETI kezelésben részesiild

CF-es betegek tartoznak.
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A szérum HE4 koncentracio valtozas vizsgalata a CF-es tiidobetegség javulasanak elore

jelzésében LUM/IVA és ETI kezelés alatt

Ezt kovetéen azt vizsgaltuk, hogy vajon a HE4 szint csokkenés Osszefiigg-e a
tiidéfunkci6 javulasaval a Kaftrio® kezelés hatasara — csakugy, mint az Orkambi® kezelés
esetén —, amelyet szintén a ppFEV1 valtozdsaval hataroztunk meg. Ennek érdekében
meghataroztuk a delta HE4 megkiilonboztetd képességét akkor, amikor a ppFEV1 3 vagy 6
hénap alatt bekdvetkezd 4,0%-os valtozasat vettiik binaris hatarértékként mindkét Kaftrio®
kohorszban, valamint a Kaftrio® kezelés alatt 4llo teljes betegcsoport két életkor szerint
meghatarozott alcsoportjaban. A felnétt CF-es betegekbdl allo 1. kohorszban a delta HE4
esetében jelentés AUC értéket kaptunk (0,765 [95% CI 0,633-0,898], p = 0,0012). A 42,4
pmol/L-es cut-off érték 68,0%-0s szenzitivitast és 69,0%-0s specificitast mutatott. A gyerekeket
¢és felndtteket egyarant magéaban foglald 2. kohorszban hasonléan magas AUC érték adodott
(0,789 [95% CI 0,668-0,909], p = 0,0003), ahol a —20,3 pmol/L-es cut-off 77,4%-o0s
szenzitivitast és 70,8%-os specificitast biztositott. Ezzel parhuzamosan az Orkambi®-val kezelt
betegek (kontroll csoport) esetében a delta HE4 AUC értéke 0,809 volt (95% CI 0,648-0,969;
p = 0,0023), —17,2 pmol/L-es cut-off mellett 78,9%-0s szenzitivitassal ¢és 80,0%-o0s

specificitassal.

A Kaftrio® kezelt betegek korében a HE4 4tlagos valtozasa hasonld prediktiv értékkel
birt mind gyermekekben (AUC: 0,791 [95% CI 0,594-0,988], p = 0,0242), mind felnéttekben
(AUC: 0,788 [95% CI 0,624-0,953], p = 0,0042). A cut-off értékek gyermekeknél —14,6
pmol/L, felnétteknél —21,6 pmol/L voltak, amelyekhez rendre 72,7% ¢és 80,0%-0s szenzitivitas,

illetve 77,8% ¢és 81,3%-0s specificitas tarsult.

A kiindulasi, abszolut HE4 szintek diagnosztikai jellemzoit is elemeztiik annak
megitélésére, hogy képesek-e eldre jelezni a CFTR modulator kezelésre adott klinikai valaszt,
amelyet a ppFEV1 3—6 honap alatt bekovetkezd 4,0%-os javuldsa alapjan hataroztunk meg.
Azonban egyik vizsgalt kohorszban sem mutatkozott statisztikailag szignifikans osszefiiggés:
sem a Kaftrio® kezelés esetében (AUC: 0,618 [95% CI 0,365-0,872], p = 0,3600), sem pedig
az Orkambi® kezelés soran (AUC: 0,698 [95% CI 0,513-0,883], p = 0,050). Eredményeink
tehat azt mutatjak, hogy a delta HE4 — és nem az abszolit HE4 érték — alkalmas a Kaftrio®

kezelés kedvezd hatasainak hatékony jelzésére.
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A két Kiilonb6z6 CFTR modulator (LUM/IVA és ETI) CFTR Kkorrigalo hatasanak
osszehasonlitasa a p. Phe508del-CFTR CFBE sejtekben

Annak érdekében, hogy a CFTR funkcidé CFTR moduléatorokkal torténd helyreallitasat
megvizsgaljuk, a 1éguti epithelsejteken ,,egész sejt” patch-clamp technikat alkalmazva kovettiik
nyomon a kezel6anyagok CFTR ioncsatornan atfolyd kloridaramra gyakorolt hatasat.
Munkacsoportunk korabbi eredményeit, melyben in vitro human p.Phe508del-CFTR-t
expresszalo CFBE sejteken két kiillonb6z6 CFTR modulator kombinéacio (LUM/IVA vagy
TEZ/TVA) kezelés hatasa keriilt analizisre, alapul vettiik alapul tovabbi vizsgélatainkhoz.

Jelen tanulméanyunkban ugyanezzel a modszertannal hasonlitottuk dssze a Kaftrio® és az
Orkambi® hatasat a kloridcsatorna miikddésére, amelyben a p. Phe508del-CFTR-t expresszalo
CFBE sejteket 24 6ran at ELX/TEZ/TVA-val vagy LUM/IVA-val kezeltiik, illetve 6sszevetettiik
a kezeletlen kontrollokkal. Parhuzamosan kezeletlen, wt-CFTR-t expresszalo CFBE sejteket is

vizsgaltunk kontrollként.

Az ionaram mérését elvégeztik FSK/IBMX aktivator kombinacié hidnyaban, majd
FSK/IBMX jelenlétében, végiil pedig CFTR szelektiv inhibitor CFTRinni72 hozziadasat
kovetden. Az 0Osszehasonlithatosdg megkonnyitése érdekében a Cl° dram nagysagat a
sejtkapacitasra normalizaltuk, igy kaptuk meg az dramsiirliséget, amelyet minden sejt esetében
legalabb harom, 5 masodpercenként ismételt depolarizacid atlagabol szamoltunk. Az ionaramot
—40 mV rogzitett potencialrdl kiindulva 0 és +60 mV kozotti tesztpotencidlokra adott fesziiltség
1éptékkel valtottuk ki 20 mV-os Iépésekben 10 masodpercenként a 1éguti epithelsejteken. A vad
tipusu CFTR-t expresszald6 CFBE 410 sejtekben a kloridaram jelentdsen ndvelhetd volt a
FSK/IBMX hatasara és egyben gatolhaté volt a CFTR szelektiv inhibitor CFTRinni72
alkalmazaséval. Ezzel szemben a p.Phe508del-CFTR-t hordozd6 CFBE sejtekben az
FSK/IBMX nem valtott ki kloridaramot. Mind a LUM/IVA, mind pedig az ELX/TEZ/IVA
elokezelés szignifikdnsan megnovelte a bazalis kloridaram. Az ELX/TEZ/IVA el6kezelés
hatasa lényegesen erdteljesebb volt: a bazalis dramsiirliség a kovetkezOképpen alakult (pA/pF):
kezeletlen p.Phe508del-CFTR CFBE sejtek: 2,8 + 1,3 (n = 8); LUM/IVA-val elkezeltek: 24,9
+ 5,8 (n=10; p=0,0044); ELX/TEZ/IVA-val eldkezeltek: 99,4 £ 14,2 (n=15; p <0,0001). Az
FSK/IBMX mindkét CFTRm kezelés (LUM/IVA és ELX/TEZ/IVA) esetén szignifikansan
novelte a kloriddramot a p.Phe508del-CFTR-t expresszald sejtekben, és ezek az aramok
nagyobbak voltak, mint a kezelés nélkiili allapotban mért értékek. Ezen feliil az ELX/TEZ/IVA-
val kezelt sejtekben az FSK/IBMX altal indukalt &ram nagysaga szignifikdnsan meghaladta a
LUM/IVA-val eldkezelt sejtek értékeit (138,0 = 13,8 (n = 16) vs. 31,3 £ 7,7 (n = 10) pA/pF; p
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< 0,0001). Az iondram érzékeny volt a CFTRinn172 gatldé hataséra: a 20 uM CFTRimi72 az
FSK/IBMX éltal kivaltott ionaramokat az inhibitor nélkiil mért értékek kb. 10%-ara
csokkentette. Osszefoglalva, mindkét CFTR modulator kombinacié hatékonyan korrigalta a
p.Phe508del-CFTR ioncsatorna miitkddését; azonban a Kaftrio® (ELX/TEZ/IVA) elékezelés
lényegesen hatékonyabbnak bizonyult, mint az Orkambi® (LUM/IVA), ami 6sszhangban 4ll a
klinikai tapasztalatokkal.

Az ELX/TEZ/IVA kezelés csokkentette a HE4 koncentraciot a CFBE 410 sejtkulturak

feliilszojaban in vitro koriilmények kozott

A CFTR modulatorok HE4 expressziora kifejtett hatasanak vizsgalatdhoz a
p.Phe508del-CFTR CFBE 4lo- sejteket kezeltik az ELX/TEZ/IVA (Kaftrio®) harmas
kombinacioval, illetve a LUM/IVA (Orkambi®) kettds kombinacidval 24 oéran keresztiil. A
wt-CFTR-t expresszalo CFBE 4lo- sejteket is vizsgaltunk. Korabbi eredményeinkkel
Osszhangban a bazalis HE4 szekréciod szignifikdnsan magasabb volt a p.Phe508del-CFTR
sejtekben, mint a vad tipusu kontroll sejtekben (p < 0,001). Mindkét modulator kezelés
szignifikans HE4 szint csokkenést eredményezett a DMSO-val kezelt mintdkhoz viszonyitva
(p < 0,001 mindkét esetben). Az ELX/TEZ/IVA kombinaci6é pedig jelentésebb mértékben
csokkentette a HE4 koncentraciojat, mint a LUM/IVA (p <0,01).

Egy masik kisérletben az FSK/IBMX aktivatorral onmagiban vagy a CFTR
modulatorokkal kombindlva kezeltiik a p.Phe508del-CFTR sejteket. Az FSK/IBMX 6nallo
alkalmazasa is szignifikansan mérsékelte a HE4 szinteket (p < 0,001), feltehetden a rezidualis
CFTR funkcio aktivalasan keresztiil. Figyelemre mélt6 modon az FSK/IBMX + CFTRm
kombinacidja még tovabb csokkentette a HE4 expresszidt, és ez a hatas szignifikans volt az
FSK/IBMX 06nall6 kezeléssel Osszehasonlitva is (p < 0,05), ami a terdpids hatasok additiv
jellegére utal.

A CFTR funkci6 és a HE4 expresszio kozotti forditott kapcsolat mélyebb megértése
érdekében a CFTR gatlas hatasat vizsgaltuk wt-CFTR-t expresszalo CFBE 41o0- sejtekben. A
CFTRinn172 inhibitor alkalmazasa szignifikdns HE4 koncentracio emelkedést eredményezett a
sejtek feliiluszojaban (p < 0,05), ami aladtdmasztja azt a feltevést, hogy a csokkent CFTR
aktivitas fokozott HE4 szekréciohoz vezet. Ezzel ellentétesen, a CFTR funkcio FSK/IBMX
képest (p < 0,05), ami pedig arra utal, hogy a fokozott CFTR aktivitas gatlo hatast gyakorol a

HE4 fehérje expressziojara.
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Erdekes modon mind az ELX/TEZ/IVA, mind a LUM/IVA kezelés csokkentette a HE4
szintet még a wt-CFTR-t expresszaldo CFBE410- sejtekben is. A csokkenés mindkét modulator
kezelés esetében szignifikdns volt (p < 0,001), és hasonld mértékiinek bizonyult. Ezek az
eredmények arra utalnak, hogy a CFTR miikddése meghatarozza a HE4 bazalis expresszidjat
¢s a csatorna funkcidé karosodasa magyardzhatja a HE4 szint emelkedését CF-es léguti
epithelsejtekben in vitro. Osszességében az eredmények megerdsitik, hogy a HE4 kiindulasi
szintjét alapvetden a CFTR aktivitas szabalyozhatja. A CFTR funkcidé karosodasa — ahogy az
CF-eredetii léguti epithelialis sejtekben megfigyelhetd — az emelkedett HE4 expresszio
hétterében allhat. Emellett a p. Phe508del-CFTR mutaciot hordozo sejtekben az ELX/TEZ/IVA
joval kifejezettebb HE4 szint csokkenést idézett el6, mint a LUM/IVA, ami 6sszhangban van a

crer

valtozésaban is tiikkr6z6dott, 0sszhangban a kordbban leirt szisztémas HE4 szint csokkenéssel.

A CF-es betegek kopetmintaiban mért HE4 koncentracio Kklasszikus gyulladasos

paraméterek tiikrében

A plazma és szérum HE4 koncentraciéo meghatarozasa mellett klinikai vizsgalatainkat
kiegészitettiik CF-es betegek kopetmintdinak analizisével. A kopetben jonéhény pro-
inflammatorikus citokin (pl. IL-8) koncentracidja mérhetd, ugyanakkor nagy intra-individualis
variabilitdst mutathat akar stabil allapotti CF-es betegekben is, azonban ennek oka nem teljesen
tisztazott. Kivancsiak voltunk, hogy vajon CF-es betegek kopetmintdiban a HE4 szintek
Osszefliggést mutatnak-e a pulmonalis exacerbacid sulyossagaval és kiilonb6zd gyulladasos

paraméterekkel.

A CF-es kopet HE4 szint és a pulmonalis exacerbacio kozotti osszefiiggés vizsgalata

Rendelkezésiinkre allt 72 CF-es beteg kopetmintdja, akiknek a fobb demografiai és
laboratoriumi paramétereit mar korabban feltiintettiik. Vizsgalataink soran harom alcsoportba
soroltuk a CF-es betegeket az exacerbacio sulyossagat figyelembe véve. Ennek megfelelden
enyhe, kdzepes, illetve stlyos exacerbaciot mutatd csoportokat képeztiink. Azt talaltuk, hogy a
kopet HE4 koncentraci6 szignifikansan emelkedett volt a stilyos exacerbaciot mutaté CF-es
betegeknél az enyhe, illetve kdzepes mértékii exacerbaciohoz képest, ugyanakkor az utébbi két
csoport kozott nem taldltunk jelentds kiilonbséget. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a kopetben

mért HE4 szint korrelaciot mutathat a pulmonalis exacerbacio stlyossagaval.
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Klasszikus gyulladdasos paraméterek és a kopet HE4 szint kozotti korrelacio vizsgalata

CF-es betegekben

Az exacerbacion atesett 72 CF-es beteg esetében, akiknek lemértiik a kopet HE4
vizsgalt marker a léguti gyulladds egyik legérzékenyebb biomarkere CF-ben, az aktivalt
neutrophil granulocytak altal termelt neutrophil elasztaz (NE), mely szignifikans korrelaciot
mutatott a kopetben mért HE4 koncentracidval (r = 0,1905; p = 0,0433). CF-ben a visszatérd
infekciok és kronikus gyulladas gyakori és mindez neutrophil granulocyta aktivacioval €s pro-
inflammatorikus citokinek (pl. IL-6, IL-8, TNF-a, IL-1B) fokozott termelddésével jar egyiitt,
melyek nem csak a patomechanizmusban toltenek be funkciondlis szerepet, de potencialis
biomarkerként is tekinthetiink rajuk. Az altalunk vizsgalt betegek esetén az IL-1p eredmények
alltak rendelkezésre, melyek még jelentdsebb Osszefliggést mutattak a HE4 szintekkel (r =
0,3005; p = 0,0012). A legjelentdsebb korrelaciot pedig masik két gyulladdsos marker, a
neutrophil granulocytak altal termelt mieloperoxidaz (MPO) (r = 0,4022; p < 0,0001), illetve
az extracellularis matrixot bonté enzim, a matrix metalloproteinaz-9 (MMP9) mutatta (r =
0,3823; p <0,0001), amely szintén a neutrophil granulocytakbol és makrofagokbol szabadul fel
gyulladasos folyamatok soran. CF-ben az MMP9 szintje gyakran emelkedett a 1égutakban, és
hozzijarul a szoveti karosodashoz és a léguti remodellinghez. Osszefoglalva tehét
elmondhatjuk, hogy a kdpet HE4 koncentracio korrelal a pulmonalis exacerbacio sulyossagaval
CF-ben, illetve osszefliggést mutat olyan klasszikus kopetben mért gyulladasos paraméterekkel,

mint a NE, IL1- B, MPO és MMPO.

A HE4 expresszio vizsgalata a koros CFTR funkcio altal kivaltott EMT folyamataban in

vitro bronchialis epithelsejt kulturakban

A HE4 fehérje fokozott expressziojat irtdk le CF-ben, amelyet in vitro vizsgalatok alapjan
a karosodott CFTR kozvetleniil szabalyoz az NF-kB utvonalon keresztiil p. Phe508del-CFTR-t
expresszalo CFBE 410 sejtekben. A CFTR diszfunkciojat tovabba az EMT folyamatdhoz is
tarsitjak a betegségben. Mivel az irodalomban nincs erre vonatkozé adat, vizsgalataink soran
arra kerestiik a valaszt, hogy a HE4 expresszidja megvaltozik-e, illetve 6sszefliggésbe hozhato-

e a CF-hez kapcsolodo EMT folyamataval.
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A p.Phe508del-CFTR-t expresszalo CFBE sejtek az EMT-re jellemz6 tulajdonsagokat

mutatnak a vad tipusu CFBE sejtekkel 6sszehasonlitva

A human CF-es léguti epithelsejtek vizsgalatdhoz p.Phe508del-CFTR-t expresszalo
CFBE 410 sejteken, valamint kontrollként wt-CFTR-t hordoz6 CFBE 410~ sejteken végeztiink
immunfluoreszcens (IF) és RNS szintli vizsgalatokat annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az
EMT markerek expressziojat. Az IF analizis eredményei azt mutattak, hogy az E-cadherin
expresszidja csokkent, mig az N-cadherin pozitivitasa fokozott volt a mutaciot tartalmazo
sejtekben a vad tipusu sejtekhez képest. Emellett a HE4 és az MMP9 fehérjék expresszidja is
kimutathat6 volt IF segitségével és mindkét marker kiindulasi atlagos fluoreszcencia intenzitasa
(MFI) emelkedett a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben a wt-CFTR kontroll sejtekhez
viszonyitva.

Ezzel parhuzamosan mRNS mennyiségi meghatarozast is végeztiink, és a fenti
biomarkerek expresszioja kdzott hasonlo, de még kifejezettebb kiilonbséget figyeltiink meg a
két sejtvonal kozott. Tovabba meghataroztuk a Vimentin — mint tovabbi mezenchimalis
marker —, valamint az IL-1p mRNS expressziojat, amely pedig egy proinflammatorikus
citokin. Mindkét esetben szignifikans emelkedést tapasztaltunk a p.Phe508del-CFTR CFBE
sejtekben a kontroll sejtekhez képest. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az
epithelsejtekben a fenotipus kérosodik €s mezenchimalis jelleg indukalodik a CF-es bronchialis
epithelsejtekben. Ezen kiviil megvizsgaltuk a TWIST1 mRNS expresszidjat is, amely
transzkripcids faktorként kiilonbozé génexpresszids szabalyzésban vesz részt az EMT
folyamataban. A TWIST1 emelkedett expresszidja alatdmasztotta a mezenchimalis fenotipus
kialakulasat mind a bazalis, mind a TGF-B1 kezelt mutaciot tartalmazé CFBE sejtekben. Ezek
az eredmények a léguti epithelium karosodadsara, valamint a mezenchimalis jellemzdok

kialakuldsara utalnak a nativ CF-es bronchialis epithelsejtekben.

A CFTR funkcié korrigalasa az epithelialis fenotipus helyreallitasat eredményezi

p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben

A p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket ETI-vel kezeltiik az EMT fenotipus visszaallitasa
celjabol és fokozott E-cadherin, valamint csdkkent N-cadherin expressziot figyeltiink meg.
Kivéncsiak voltunk tovabba arra, hogy a TGFB1 képes-e tovabb fokozni az EMT folyamatat a
mutacidt tartalmazd CF-es léguti epithelsejtekben. Elsdként MTT-assay segitségével
megvizsgaltuk a sejtek életképességét kiillonbozo koncentracioju és idotartami TGFB1 kezelést

kovetden, és nem figyeltiink meg citotoxikus hatast 15 ng/mL TGF-B1 koncentracido mellett
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legfeljebb 120 6ran keresztiil, illetve még magasabb koncentracio esetén sem 48 oraig. Az IF
vizsgalatok alapjan a kezelés hatdsara tovabb csokkent az E-cadherin expresszio, mig az N-
cadherin és az MMP9 fehérjeszint tovabb emelkedett a p. Phe508del-CFTR CFBE sejtekben a
kezeletlen CF-es sejtekhez képest. Meglepd modon azonban a TGFB1 kezelés csokkentette a
HE4 expresszidjat a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben a kiindulasi szinthez viszonyitva.
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az indukadlt EMT CF-ben alacsonyabb HE4
expresszioval tarsulhat.

Annak igazolasara, hogy ezek a TGFB1 altal kivaltott valtozasok az EMT folyamataban
visszafordithatoak, CFTR modulator kezelést alkalmaztunk in vitro. Ennek megfeleléen a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket TGFB1 és ETI egyiittes jelenlétében kezeltik 24 6ran
keresztiil, majd Ujra megvizsgaltuk az EMT markerek expresszidjat. Az IF vizsgalatok
eredményei szerint az E-cadherin pozitivitds emelkedett és kozelitett a normal értékhez, mig az
N-cadherin expresszioja visszacsokkent a kiindulési szintre vagy az ala. Lényeges, hogy a HE4
¢s az MMP9 expresszioja szignifikdnsan csokkent, ami a CFTR funkcio ETI altali
helyredllitasara utal. Az EMT markerek expressziojat RT-qPCR-rel is elemeztiik, amely
megerdsitette, hogy az N-cadherin, valamint a Vimentin és IL1B mRNS szintek visszatértek a
kiindulasi értékekhez. Tovabba a HE4 és MMP9 mRNS-ek szintje jelentdsen csokkent TGFB1
¢s ETI egyiittes jelenlétében a csak TGFB1 kezelthez képest. Az N-cadherint vizsgaltuk fehérje
szinten is ELISA modszerrel és hasonlo valtozasokat figyeltiink meg a fent emlitett kiilonb6zo
kezelések hatdsara. Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a TGFB1 az elsddleges kivalto
tényez6 az EMT indukalasaban a csokkend HE4 szintek mellett, és kdzvetlen dsszefiiggés van
a CFTR miikddési zavara és az EMT kialakuldsa kozott a CF-ben. Osszefoglalva, eredményeink
azt igazoljak, hogy a TGFB1 az EMT egyik f6 indukél6 tényezdje, amely CF-ben HE4 szint
csokkenéssel jar az EMT folyamatanak progresszidja soran, tovabba a CFTR diszfunkcio és az

EMT kialakulasa kozott kozvetlen kapcesolat all fenn.
A HE4 expresszio hianya mezenchimalis fenotipust mutato sejtes koriilmények kozott

Mivel a HE4 expresszioja a p.Phe508del-CFTR-t hordozd6 CFBE sejtekben mar 24 6ras
TGFBI1 kezelés utan csokkent, a sejteket ezt kdvetden tartés TGFB1 expozicidonak tettiik ki
annak érdekében, hogy a HE4 expresszid hossza tdva valtozasait nyomon kovessiik. A kezelés
hatdsara a HE4 szintje fokozatosan ¢és szignifikansan csokkent 48 és 120 o6ra kozott.
Kontrollként mezenchimalis eredetii sejtvonalakban is vizsgaltuk a HE4 jelenlétét, és egyikben
sem volt kimutathat6 a fehérje: sem a pulmonalis mezenchimalis dssejtekben, sem pedig a

humén CF-bdl szarmazo6 tiido eredetli fibroblasztokban. Emellett az MMP9 fehérje szintjét is
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analizaltuk ELISA moddszerrel wt-CFTR ¢és p. Phe508del-CFTR CFBE sejtek feliiliszojaban,
tovabba a mutans sejtekben TGFB1 kezelést kovetden ETI jelenlétében vagy annak hidnyaban.
Osszhangban az IF és RT-qPCR eredményekkel, az MMP9 koncentraciéja magasabb volt a
p-Phe508del-CFTR CFBE sejtek feliiluszojaban a wt-CFTR sejtekhez képest. A TGFB1 tovabbi
MMP9 névekedést eredményezett 24 6ra utan a mutéciot tartalmazé sejtekben, azonban ez a
TGFB1 indukalt MMP9 expresszio ETI jelenlétében jelentdsen csokkent. Eredményeink arra
utalnak, hogy a TGFP1 tartos jelenléte kovetkeztében az eldrehaladott EMT soran
megfigyelhetd HE4 expresszid csokkenés Osszefliggést mutat a kifejezettebb mezenchimalis
fenotipus kialakulasaval a CF-es epithelsejtekben, mig a HE4 fehérje eleve hianyzik a
mezenchimalis sejttipusokbol, igy példaul a CF fibroblasztokbol.

A HE4 csokkent expresszidja hozzajarul az EMT kialakuliasahoz, az MMP9 fokozott

termel6déséhez és a sejtproliferacio csokkenéséhez

A HE4 fehérje kifejezddését géncsendesitéssel lecsokkentettilk HE4 specifikus siRNS
segitségével p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben annak érdekében, hogy tovabb vizsgaljuk a
TGFp1 éaltal csokkentett HE4 szint hatdsait az EMT-re CF-ben. A transzfekcio hatdsara a
sejtekben bekodvetkezd valtozasokat IF és RT-qPCR segitségével elemeztiik az EMT markerek
és az MMP9 megvaltozott expresszidja alapjan a HE4 hidnyaban. 48 6raval a HE4 siRNA
kezelést kovetden a HE4 fehérje szintje jelentdsen csokkent, és az mRNS szintje is alacsonyabb
volt a mutéciot tartalmazd CFBE sejtekben azokhoz a sejtekhez képest, amelyeket kontroll
NEG-01 siRNS-sel kezeltiink, megerdsitve ezzel a transzfekcid hatékonysagat. Fontos
megjegyezni, hogy a normalizalashoz kontroll génként alkalmazott GAPDH mRNS szintje nem
valtozott.

Az EMT kialakulasat a HE4 expresszido csokkenés indukalta, amit az IF vizsgélat
csokkent E-cadherin és fokozott N-cadherin és MMP9 pozitivitassal igazolt. Tovabba
elemeztiik a csokkent HE4 expresszid hatasat nem kezelt és TGFB1 altal stimulalt sejtekben.
Ennek érdekében HE4 siRNS-t és TGFB1-et egyiittesen alkalmaztunk p.Phe508del-CFTR
CFBE 410— sejtekben, és az eredményeket a NEG-01 siRNS + TGFf1 kezelést kapott sejtek
adataival hasonlitottuk 6ssze, valamint 6sszevetettilk a TGFB1 stimulacio nélkiili, HE4 siRNS-
sel kezelt sejtek eredményeivel is. A vizsgalt paraméterek mRNS szintli valtozasai a nem
stimulalt sejtekben megegyeztek a TGFB1 kezelt mintakban tapasztaltakkal. Ezek alapjan ugy
véljiik, hogy a HE4 csokkent expresszioja a CFBE sejtekben kulcsfontossadgu szerepet tolt be
az EMT folyamataban, valamint az MMP9 fehérje expresszio emelkedése jelentdsebb, ha ez a

csokkenés TGFB1 kezeléssel is tarsul.Végiil a csokkent HE4 expresszio indukalta EMT soran
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a sejtproliferacio mértékét Ki67 pozitivitas alapjan értékeltiik, amely szignifikansan csokkent a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben HE4 siRNS kezelés utan a NEG-01 siRNS-sel kezelt

kontroll sejtekhez képest, ami arra utal, hogy az EMT allapot a sejtproliferacié csokkenésével

jar egyiitt.

A CF-es léguti koriilmények hatasanak modellezése p. Phe508del-CFTR CFBE sejtekben
CF-es betegek BAL mintaival

Végezetiil a CF-es léguti koriilmények bronchidlis epithelsejtekre gyakorolt komplex
hatasat szerettiik volna megvizsgalni in vitro koriilmények kozott CF-es betegek BAL mintait
felhasznalva kezeldanyagként. A BAL minta alkalmazasa kiilondsen alkalmas a CF-es 1éguti
kornyezet modellezésére, mivel kozvetlentil a tiido also6 részEébdl szarmazik, igy hiien tiikrozi a
betegségre jellemzd gyulladdsos és mikrobidlis mili6t. A CF-es BAL folyadék magas
koncentracioban tartalmaz gyulladasos citokineket (pl. IL-8), proteazokat (pl. NE, MMP-k),
valamint bakteridlis komponenseket, amelyek kulcsszerepet jatszanak a léguti epithelsejtek
miikodésének és fenotipusanak megvaltozasaban, beleértve az EMT folyamatat is. Ezaltal a
BAL mintak alkalmazasa lehet6vé teszi a komplex in vivo kdrnyezet modellezését in vitro
CFBE sejtkultarakon, kiilondsen a p. Phe508del-CFTR mutéci6 esetén, amely a leggyakoribb a
betegségben.

Ennek érdekében CF-es beteg BAL mintaibdl készitettiink egy mintapoolt, majd a
sejtekhez adtuk 20%-o0s aranyban ¢€s 48 oran keresztiil inkubaltuk. Az EMT markerek, az IL-
1B, valamint a HE4 fehérje expresszids valtozasait analizaltuk azért, hogy megvizsgaljuk, vajon
a betegektdl szarmazo BAL mintakkal modellezett CF-es 1éguti kdrnyezet hozzajarul-e az EMT
kialakulasdhoz CF-es epithelsejtekben. A TGFf1 kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokhoz
hasonl6 tendenciakat tapasztaltunk az EMT markerek és az IL-13 mRNS szintek esetében is. A
BAL kezelés hatasara az E-cadherin expresszid szignifikdnsan csokkent, az N-cadherin pedig
nétt, csakiigy, mint a Vimentin, habar az utobbi esetén az emelkedés nem volt szignifikéns, a
tendencia megmutatkozott. Az IL-1p szint is jelentds emelkedést mutatott a kezelés hatasara.
Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy elézetes vizsgalataink alapjan a CF-re jellemzé komplex
léguti milid hozzajarulhat az EMT kialakuldsédhoz és a gyulladdsos folyamatok elinduldsédhoz a
tiidoben, illetve a HE4, mint potencialis biomarker, jol korrelal a 1égzésfunkciod allapotaval

BAL mintdkban CF-es betegek esetén.
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5. Megbeszélés

Munkank soran elséként sikertilt bizonyitékot talalnunk a plazma ¢€s szérum HE4 szint
¢s a tiildéfunkciod javuldsa — kiilondsen a delta ppFEV1 — kozotti 6sszefiiggésre a LUM/IVA
(Orkambi®) kezelés, valamint ELX/TEZ/IVA (Kaftrio®) harmas CFTR modulatorral torténd
kezelést kovetéen CF-ben szenvedd betegek esetében. Korabban mar vizsgaltak ezeknek a
terapias kombinacioknak a klinikai eldnyeit, nagyrészt a ppFEV1-gyel, a BMI értékekkel,
1éguti és bélhamsejteken végzett CFTR funkcionalis tesztekkel és a verejtékklorid koncentracid
monitorozasaval minden életkorban. Fontos azonban megjegyezni, hogy ezeknek a
funkcionélis és laboratoriumi paramétereknek vannak a korlatai a CFTR modulatorok
monitorozasa szempontjabol. A ppFEV1 diszkriminal6 képessége korlatozott lehet mérsékelt
vagy kozel normalis tiid6funkcidval rendelkezd betegeknél, tovabba jelentds variabilitdst mutat
¢letkor szerint és a populaciok kozott is ppFEV1 esetén. A megbizhatd spirometriai vizsgalat
kivitelezése is technikai kihivast jelenthet, kiilonosen fiatalabb betegeknél. Korlatozott
Osszefiiggést irtak le az abszolit vagy relativ valtozasok kozott a verejtékklorid koncentracio
¢s a ppFEV1 kozott, annak ellenére, hogy a tiidéfunkcid egyértelmii javulast mutatott 1-6
honappal a LUM/IVA terapiat kovetden. Ugyanakkor a verejtek vizsgalat standardizalasa
tovabbra is kihivast jelent. Mindezek tiikrében tovabbra is fennall az igény mas, konnyebben
hozzaférhetd ¢€s robusztusabb biomarkerekre — lehetdleg periférids vérbdl —, amelyek
hatékonyabban képesek nyomon kdvetni a kezelésre adott valaszt a klinikai gyakorlatban.
Néhany periférids vérben vizsgalhatdo biomarker (pl. CRP, IL-8, TNF-a) szérumszintje
jelentdsen csokkent LUM/IVA kezelést kdvetden. A neutrophil szam, a fibrinogén, CRP és mas
citokinek, mint a GM-CSF, IFN-y, IL-1a, IL-18, IL-8, IL-12p70, IL-17A és TNF-a szignifikdns
csdkkenését irtak le Kaftrio® terapia alatt. Tovabb4 szignifikans kapcsolatot mutattak ki ezek
kozott a gyulladasos biomarkerek és a ppFEV1, BMI, valamint a verejtékklorid szintek kozott.
A harmas kombinacio jotékony hatassal van még a majfunkciora és a tapanyagfelszivodasra is,

javitva a koleszterin- és albuminszinteket 1 éves terapia utan.

Az elmult években kutatocsoportunk igazolta, hogy a plazma/szérum HE4 koncentracio
vizsgalata hasznos lehet a CF tlidébetegség sulyossaganak felmérésére cseh és magyar
populaciokban a CFTR modulator kezelés megkezdése eldtt. A HE4 koncentracio és a CF
tiidébetegség sulyossaga kozotti pozitiv korrelacio fiiggetlen volt a betegek ¢letkoratol.
Ugyanakkor a betegek ¢letkora, a dohanyzéas és a csokkent vesefunkcié a HE4 szintet

befolyasolhatja nem CF-es populacidoban. Hatékonyan alkalmaztuk a tiidéfunkcio valtozasainak
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nyomon kovetésére az IVA hatékonysaganak vizsgalatakor harom egymastol fliggetlen

betegcsoportban, valamint Orkambi® kezelésben részesiilé betegeknél.

Korabbi eredmények szerint a CFTR diszfunkcié hozzdjarulhat az abnormalis HE4
expressziohoz az NF-kB utvonal aktivalasan keresztiil. Mindazonaltal eddig még nem
vizsgaltak nagy betegszamu CF kohorszban a plazma/szérum HE4 koncentraciok alakuldsat az
in vivo LUM/IVA, valamint ELX/TEZ/IVA kezelés mellett a terapids hatas értékelésére. Noha
ezen CFTR modulatorok bevezetése nagy mértékii javulast eredményezett a tlidéfunkcidban és
az ¢letmindségben - legfoképpen az ETI alkalmazdsa -, valamint csOkkentette a
tiid6transzplantécio sziikségességét is, a CFTRm kezelés hatékonysaganak rendszeres nyomon

kovetése a mindennapi klinikai gyakorlatban tovabbra is indokolt.

Vizsgalatunkban gondosan kivalasztott plazma és szérum mintakban elemeztiink a HE4
koncentraciot a p. Phe508del-CFTR variansra homozigota CF-es betegekben. Osszesen 68 CF-
t vontunk be a PROSPECT studybol, akik az atlagos ppFEV 1-ben mérsékelt valtozast mutattak
(2,6%) a kiindulési értékhez képest a LUM/IVA kezelés 6. honapjara, szemben az egész
vizsgalati populacié eredményeivel (—0,2%). Tovabba 80 Kaftrio® kezelésben részesiild beteg
keriilt bevonasra két fliggetlen kohorszban. A betegek jelentds atlagos ppFEV1 valtozast
mutattak (17,5%, illetve 4,0%) a kiindulasi értékhez képest a terapia 3—6 honapja soran, ami
Osszhangban all mas vizsgalati populaciok eredményeivel is, amelyek szignifikans atlagos
ppFEV1 javulast igazoltak gyermekekben (11%) és serdiillékben (14,3%) a 24. hétre. A
LUM/IVA kezelés hatasara a HE4 koncentracio mar az els6 kontroll vizsgalatkor szignifikansan
alacsonyabb volt, és ez a vizsgalati periddus végéig fennmaradt. A plazma HE4 véltozésai a
legnagyobb delta érték mellett (—10,7 mmol/L) mutattak a legalacsonyabb abszolut HE4 szintet
(61,5 [47,0-79,7] pmol/L) a 6. hdénapra, ami kozelitette — de nem érte el — a HE4
referenciaértékét (36,3 [31,1-43,4] pmol/L), amelyet korabban egy masik tanulméanyban
hataroztunk meg. Ezt a megfigyelést alatdmasztottak in vitro kisérleteink a p. Phe508del-CFTR-
t expresszalo CFBE 410— sejtekben, ahol a LUM/IVA kezelés szignifikdnsan csokkentette a
HE4 expressziot a kezeletlen sejtekhez képest, de a HE4 szintek Osszességében nem
normalizalddtak. Mindez azt mutatja, hogy a HE4 nem éri el a normal (“vad tipusu”) szinteket
CF-ben, még a CFTR funkcié javulasa mellett sem az Orkambi® alkalmazasat kdvetéen.
Ugyanakkor a HE4 szintek atlagos valtozasa a kiindulési értékhez képest korreldlt a delta
ppFEV1 értékkel az Osszes vizsgalati résztvevonél. Amikor pedig ezt az dsszefiiggést kiilon
elemeztiik a 18 év alatti CF-betegek korében, erdsebb korreldciot talaltunk a fiatalabbaknal. A

legnagyobb atlagos kiilonbséget a HE4 esetén azoknal a betegeknél mértiik, akiknél a
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tiidéfunkci6 stlyosan karosodott (< 50%) az Orkambi® kezelés megkezdése elétt, mig a
legkevésbé jelentds valtozasokat azoknal figyeltiink meg, akiknél a kiindulési ppFEV1 > 90%
volt. A kiindulasi ppFEVI nem kiilonbozott a felndtt és gyermek CF-betegek kozott, a
gyermekeknél viszont magasabb atlagos delta ppFEV1 érték alakult ki (3,7%) a felndttekhez
képest (1,1%) a 6. honapra és a reszponderek ardnya is magasabb volt. A plazma HE4 ¢és a
ppFEV 1 koz6tti erds korrelacié miatt, a HE4 biomarker jobb diszkriminal6 képességet mutatott
a gyermekeknél. Masrészt, életkortol fiiggetleniil, azok a résztvevok, akiknél a kezelés elotti
tiidéfunkcio rosszabb volt, jelentdsebb javuldst mutattak a CFTR modulator terapia 6.
honapjara, ami a HE4 plazma szint nagyobb valtozasat eredményezte, amelyet a PROSPECT

study szintén igazolt.

A masodik klinikai vizsgélatunk 1. kohorszaba bevalogatott CF-es betegek esetén ETI
kezelés hatdsara a szérum HE4 koncentracid szintén jelentdsen csokkent a kiindulési értékhez
képest 3 honap utan, a HE4 atlagos valtozasa —45,7 pmol/L volt. A 2. kohorsz ETI terapiaban
részesiilé betegei ennél kisebb mértékii, —20,7 pmol/L atlagos delta értéket mutattak. Ezzel
parhuzamosan az Orkambi® terdpia alatt 4116 betegek szérum HE4 értékei szintén csokkentek
(—18,5 pmol/L atlagos valtozés), ugyanakkor minden kovetéses idOpontban szignifikdnsan
alacsonyabb HE4 szintek voltak mérheték az ETI kezelt csoportban az Orkambi® kezelt

csoporthoz képest, mely csupan mérsekelt tiidéfunkcid javulast mutatott (+1,6%).

Kordbban az IVA monoterdpia (Kalydeco®) nagyobb mértékii HE4 csokkenést
eredményezett (—14,4 pmol/L vs. —10,7 pmol/L) olyan CF-es betegekben, akik legalabb egy
p.Gly5514sp-CFTR varianst hordoztak transz helyzetben (III. osztalyt CFTR varians). Ezen
betegek korében a ppFEV1 atlagos valtozasa is magasabb volt (7,0%) 6 honap utan a GOAL
studyban, mint a PROSPECT study résztvevdinél, akik a II. osztalyu p.Phe508del varianst
hordoztak, és csupan 2,6%-os javulast mutattak. Mindezek Osszhangban allnak az eredeti
hipotézisiinkkel, miszerint a plazma HE4 érzékenyen koveti még a kis mértékii tiidéfunkcio
javulast is CF-es betegeknél, akik CFTR moduldtor kezelésben részesiilnek. Tovabba
elmondhatjuk, hogy a Kaftrio® jelentdsebb terapias hatasa az Orkambi®-val 6sszehasonlitva jol
kovethetd volt a plazma/szérum HE4 koncentracidval. A delta és az abszolut HE4 szintek jol
korrelaltak a delta és az abszolut ppFEV1 értékekkel, és minden kohorszban szignifikans,

forditott iranyu Osszefliggést figyeltiink meg a HE4 és a ppFEV 1 kozott.

Nemrég Schmidt és munkatarsai kimutattak a HE4-et és az MMP9 csokkenését ETI
kezelés hatasara 6 honap utan. Hasonléan egy kisebb Trikafta® kezelt CF-es csoportban a

plazma MMP9 szintén csokkent a reszponder csoportba, mig a nem reszponder csoportban
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tartosan magas maradt. Ez arra utal, hogy az MMP9 esetleg tovabbi potencialis biomarkerként
szolgalhat a terapias valasz megitélésére.

A plazma és szérum HE4 atlagos valtozasanak diszkriminécios “erejét” ROC analizissel
hatéroztuk meg kiilonbdz6 mértékii tiidéfunkcio javulas esetén Orkambi® kezelésnél (2,6% és
5%-os javulas a kezelés 6. honapjaban), illetve Kaftrio® esetén (4%-os javulas a kezelés 36
hénapjaban). Orkambi® kezelésnél a delta HE4 esetében az AUC érték jelentds volt az dsszes
CF-es betegnél (0,9139). Kiilonosen a gyermekeknél volt kifejezettebb, magas szenzitivitassal
(80%) és specificitassal (83%). Kaftrio® kezelés esetén a HE4 atlagos valtozasa szintén jelentds
AUC értéket mutatott mind az 1. kohorszban (0,765), mind a 2. kohorszban (0,789) ETI kezelés
alatt, és ¢életkor szerinti bontdsban gyermekeknél (0,791) és felndtteknél (0,788) egyarant.
Amikor a delta ppFEV1 5%-at vettiik hatarértéknek, az AUC érték 0,6786 volt az Osszes
betegnél, mig gyermekeknél ismét magasabb volt (0,7913). A kezelésre jol reagalo reszponder
betegeket (>5%) és a nem reszponder betegeket (<5%) az atlagos ppFEV1 valtozas alapjan
csoportositottuk a kezelés 6. honapjaban. Jelentésen csokkent plazma HE4 szintek csak a
reszponder csoportban voltak megfigyelhetok.

Logisztikus regresszids elemzést végeztiink annak értékelésére, hogy milyen tényezdk
befolyasoljak a reszponder statuszt. A delta HE4 és a kiindulasi ppFEV1 fiiggetlen valtozoként
kapcsolddott a reszponder csoporthoz a ppFEV1 valtozas tekintetében (> 5%) a nem
reszponderekhez képest. Hasonldoképpen, a kiindulasi valtozok (életkor, nem, verejtékklorid
koncentracid, BMI) nem voltak statisztikailag Osszefliggésben a kezelésre adott valasz
mértékével. Korabbi tanulmanyunkban szintén szignifikans, fliggetlen kapcsolatot mutattunk
ki a delta ppFEV1 és a delta HE4 kozott IVA kezelésben részesiilo CF-es betegeknél.

A CFTR funkci6 helyreéllasat teljes sejtes patch-clamp technikaval igazoltuk in vitro,
Osszhangban korabbi kozleményekkel. Eredményeink alapjan a p. Phe508del-CFTR funkciojat
helyreallitottnak tekintettiik, mivel Boinot és munkatarsai szerint, ha a kezelés utan a mérhetd
aram siriség meghaladja a 4 pA/pF kiiszobértéket, akkor a CFTR aktivitas korrigaltnak
tekinthetd. Ennek megfelelden mind az ELX/TEZ/IVA, mind a LUM/IVA kombinéicio
szignifikansan csokkentette a HE4 értékeket. Fontos, hogy az ELX/TEZ/IVA nagyobb mértékii
valtozast okozott mind a Cl~ aramokban, mind a HE4 koncentracioban, mint a LUM/IVA. Ezt
megerdsitették korabbi in vitro kisérleteink is p.Phe508del-CFTR-t expresszalo CFBE
sejtekben, ahol mind TEZ/IVA, mind LUM/IVA kezelés szignifikdnsan csokkentette a HE4
expressziot a kezeletlen sejtekhez képest, ugyanakkor a HE4 szintje Osszességében nem
normalizalddott. Mindezek alatamasztjak, hogy a HE4 koncentracid nem éri el a normal (,,vad

tipusu”) szintet CF-ben, még akkor sem, ha CFTR funkci6 javulasa figyelhetd meg CFTRm
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kezelés hatasara. Ez 6sszhangban all azzal, hogy CFTR modulétorok csak részlegesen képesek
korrigalni a p.Phe508del-CFTR miikodését. Osszességében az ETI nagyobb mértékii HE4
csOkkenést idézett eld in vitro sejtkulturakban, amely jol korrelalt az ex vivo mintakban mért
szérum szintekkel.

Klinikai vizsgélatainkat kiegészitettiik olyan CF-es betegektol nyert kdpetmintak HE4
meghatdrozasaval, akiknél a mintavételt kovetden exacerbacid Iépett fel. Korabbi
vizsgélatokban a szérum IL-1, MPO, CRP, a plazma IL-8 ugyan elére jelezte az akut
pulmonalis exacerbacidt, de csak rovid tavon, igy mi azt vizsgaltuk, hogy a pulmonalis
exacerbacio eldrejelzésére alkalmas lehet-e a kopet HE4. Eredményeink alapjan a kdpetben
mért HE4 szint jol korreldl a pulmondlis exacerbacido sulyossagaval CF-ben, illetve
Osszefliggést mutat olyan klasszikus kopetben mért gyulladasos paraméterekkel, mint a NE,
IL1- B, MPO és MMP9. A plazma, szérum és kopetmintakon til CF-es betegek BAL mint4jaban
is megvizsgaltuk, hogy van-e Osszefiiggés a HE4 ¢és a tlidéfunkci6d éallapota kozott.
Meghataroztuk a HE4 szinteket a betegek BAL mintdiban, amelyek szignifikans korrelaciot
mutattak a FEV1 értékekkel.

Az utobbi évek kutatdsai meggydz6 bizonyitékokkal szolgaltak az EMT aktivaciojara
olyan kronikus tiidébetegségekben, mint a kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD), az
idiopatias tiidofibrozis (IPF) és a CF. A TGFB1, az EMT {6 mediatora és erdteljes induktora, az
emlitett korképekben jelentésen emelkedett expressziot mutat a légutakban. Erdekes modon
CF-ben az EMT gyakran részleges, ami hibrid EMT fenotipussal rendelkezd sejtek
kialakulasahoz vezet. Ez 6sszhangban all azzal a koncepcidval, hogy az EMT nem egy teljes
epithelidlis—mezenchimalis atalakulas, hanem rugalmas, atmeneti allapotok spektrumaként

értelmezheto.

Tovabbi in vitro vizsgélatainkban a HE4 és az MMP9 expressziojat elemeztiik CF-hez
tarsulo EMT folyamataban léguti epithelsejtekben. Célunk volt annak igazoladsa, hogy a
megvaltozott HE4 szint Osszefliggésben van az EMT kialakuldasaval CFBE sejtekben, ami
hozzajarul az MMP9 fokozott expresszidjahoz. Ennek érdekében megvizsgaltuk kiilonbozd
EMT biomarkerek expresszidjat a p.Phe508del-CFTR mutaciot expresszaldé CFBE sejtekben
kontroll wt-CFTR CFBE sejtekkel Osszehasonlitva IF mikroszképos, RT-qPCR és ELISA
modszerekkel. A mutéciot tartalmazé CFBE sejtekben csokkent E-cadherin-, valamint
emelkedett N-cadherin-, Vimentin- és IL1B mRNS expressziot figyeltiink meg. Emellett mind
a HE4, mind az MMP9 fehérjeszintje magasabb volt a p. Phe508del-CFTR mutéciot hordozo
CFBE sejtekben a kontroll sejtekhez képest. A fehérjeszintekkel 6sszhangban mRNS szinten is
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jelentds kiilonbségek mutatkoztak ezen markerek expresszidjaban a két sejtvonal kozott.
Mindezek 6sszhangban allnak korabbi megfigyelésekkel, amelyekben a CF-es bronchialis
epitheliumban az E-cadherin kisebb mértékben festddott, mig az N-cadherin, Vimentin és I
tipusu kollagén nagyobb mértékii pozitivitast mutatott a normal epitheliumhoz képes. Tovabba
a mutaciot hordozo sejtekben ezeknek a mezenchimalis markereknek az expresszidja magasabb
volt, mint a wt-CFTR sejtekben. Osszességében ezek az eredmények a CF-es léguti epithelialis
sejtek mezenchimalis irdnyba torténd eltolodasat és proinflammatodrikus fenotipusat jelzik,
amely az epithelialis integritas zavarara és az EMT-hez kapcsolodé molekularis valtozasokra

utal a CF-es epitheliumban.

Annak vizsgalatara, hogy az EMT tovabb fokozhat6-e CF-es 1éguti epithelsejtekben, a
p-Phe508del-CFTR CFBE sejteket TGFB1 kezelésnek tettiik ki. A varakozasoknak megfeleléen
a TGFp1 szignifikansan cs6kkentette az E-cadherin, novelte az N-cadherin és az MMP9 fehérje
expresszidjat, amit IF és ELISA vizsgalatok is igazoltak. Erdekes médon a HE4 expresszidja
jelentésen csokkent a TGFB1 stimuldciot kovetden CFBE sejtek emelkedett kiindulasi
szintjéhez képest, ami arra utal, hogy az aktivalt EMT a HE4 csokkenésével tarsul CF-ben.
Ezek az adatok arra utalnak, hogy a HE4 normal epithelialis sejtekben expresszalodik, de szintje
fokozatosan csokken, amikor az epithelium elvesziti epithelialis jellegét.

Az EMT kialakuldsanak vizsgalata sordn megnéztiik, hogy a komplex léguti gyulladdsos
miliét jol modellezé stimulus hogyan hat a CF-es epithelsejtekre az EMT folyamataban. Ennek
érdekében CF-es betegek BAL mintéival kezeltiik a léghti epithelsejteket in vitro. A BAL
kezelés hatasara az E-cadherin expresszio szignifikdnsan csokkent, az N-cadherin pedig nétt,
hasonldéan a Vimentinhez és IL-1B-hoz. Mindezen vizsgalataink alapjan uigy gondoljuk, hogy a
CF-re jellemzd léguti milié hozzdjarulhat az EMT kialakulasédhoz és a gyulladdsos folyamatok
elinduldséhoz a tiidben.

Megvizsgaltuk tovabbda, hogy a CFTR funkci6 gyogyszeres kezeléssel torténd
helyreallitdsa képes-e visszaforditani az EMT-hez kothetd valtozasokat. Ennek érdekében a
p-Phe508del-CFTR CFBE sejteket a harmas kombinaciéjd CFTR modulétorral, az ETI-vel
kezeltiik, illetve TGFB1 és ETI egyiittes alkalmazasat is vizsgaltuk. A CFTR funkcid
helyreallitasat teljes sejt patch-clamp modszerrel igazoltuk in vitro koériilmények kozott, ahol
az ETI kezelés korrigdlta a p.Phe508del-CFTR miikodését. Az epithelidlis jelleg
helyredllasanak vizsgalata soran IF festéssel az E-cadherin expresszi6 emelkedését és az N-
cadherin csokkenését mutattuk ki. Az RT-qPCR megerdsitette az E-cadherin, N-cadherin,

Vimentin ¢és IL1B mRNS szintek normalizal6dasat a kezelés hatasara. Ugyanakkor a HE4 és
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MMP9 mRNS szintek szignifikdnsan alacsonyabbak maradtak ETI kezelés hatdsara, illetve
TGFB1l + ETI jelenlétében a csak TGFBl kezeléshez képest. Az ETI kezelés részben
helyreallitotta a tight junction integritasat a mutins CFBE sejtekben, novelve a claudin-1
szintjét és az E-/N-cadherin aranyt. Patkdnymodellben kimutattak, hogy az EMT-ben részt vevo
jelatviteli itvonalak a CFTR mutéaciotol fiiggenek. Osszességében a funkcionalis CFTR szintje

szoros Osszefiiggést mutat a CFBE sejtek epithelidlis/mezenchimalis allapotaval.

A HE4 szabalyozasanak alakuldsat vizsgaltuk hosszii tavon, folyamatos TGFp1
stimuldcio mellett (0-120 o6ra), amely a fehérje fokozatos és szignifikans csokkenését
eredményezte. Erdekes médon a kontrollként hasznalt pulmonélis mezenchimalis ssejtekben
(MSC) és CF-bdl szarmazo tiid6 eredetti fibroblasztokban (DHLF-CF) nem volt kimutathat6 a
HE4 fehérje, ami megerdsiti, hogy a HE4 expresszidja epithelidlis sejtekre korlatozodik. Wang
¢s munkatarsai szintén a WFDC2 (HE4) szintjének csokkenését figyelték meg kronikus
rhinosinusitisben szenvedd betegek orrnyalkahartya epithelsejtjeiben, ami az EMT
kovetkeztében kialakuld, epithelidlis €s mezenchimalis sejtek abnormalis keveredésére utal
kronikus gyulladas soran. Tehdt a megfigyeléseinkkel Osszhangban a fibroblasztok nem

expresszaltdk a HE4-et.

Meghataroztuk az MMP9 fehérje szintjét wt-CFTR és p.Phe508del-CFTR CFBE
sejtekben, valamint TGFB1 kezelt mutans sejtekben ETI jelenlétében és hianyaban. Az
immunfluoreszcens és RT-qPCR eredményekkel Osszhangban a kiindulasi MMP9 szint
magasabb volt a p. Phe508del-CFTR CFBE sejtek feliiliszojaban, mint a vad tipusu sejtekben,
amelyet az ETI onmagaban csokkentett. A TGFB1 tovabb ndvelte az MMP9 expressziojat,
azonban ez a ndvekedés szignifikansan csokkent az ETI egyiittes alkalmazasa mellett. CF-es
betegekben a plazma MMPY szintje emelkedett volt a CFTR specifikus kezelés eldtt, és
csokkent az ETI alkalmazésat kovetéen. Mivel a TGFB1 mas humén sejtekben, példaul
meningedlis sejtekben is képes indukdlni az MMP9 expressziojat, valdszinisithetd, hogy a
TGFB1l magas szintje részben szabalyozza a CF-ben megfigyelhetd fokozott MMP9

expressziot.

A HE4 expresszidjat mesterségesen lecsendesitettiik nem kezelt és TGFB1 stimulalt
p-Phe508del-CFTR CFBE sejtekben HE4 specifikus siRNS transzfekcioval. A HE4 szint
csokkenése EMT-re jellemzd valtozasokat indukalt. Emellett az MMP9 mRNS és fehérjeszintje
is emelkedett, ami a HE4 és az MMP9 expresszio kozotti kozvetlen funkcionalis kapcsolatra
utalhat. Ezt a molekularis kapcsolatot korabban mésok is kimutattdk, amikor igazoltak, hogy a

HE4 kozvetleniil kdlcsonhatasba 1ép az MMPY fehérjével fibrotikus vese lizatumokban.
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Az IL1B mRNS szintjét is vizsgaltuk EMT koriilmények kozott. Bar nem CF eredetli
bronchidlis epithelidlis sejtekben kimutattak, hogy az IL-1B fokozza a TGFf1 altal indukalt
hasonlé médon hat a gyulladt CF-es Iégutakban is. Eredményeink alapjan az EMT magasabb
IL-18 mRNS szinttel tarsult, kiilonosen TGFB1 expoziciot kovetden, ami a gyulladas és az EMT
kozotti kapesolatra utal CF-ben. Végiil a sejtproliferaciot jelz6 Ki67 pozitivitas szignifikansan
csOkkent a mutaciot hordozd sejtekben a HE4 géncsendesitését kovetden a NEG-01 kezelt
kontroll sejtekhez képest. Ez arra utal, hogy a csokkent HE4 expresszid mellett indukalt EMT
csOkkent proliferacidos képességet eredményez. Hasonloképpen, a HE4 géncsendesités
csokkentette az EMT kialakuldsat, a sejtproliferaciot és a Ki67 expressziojat petefészekrak

sejtekben in vitro.

Vizsgélatainknak ugyanakkor vannak korlatai. A szérum HE4 szinteket legfeljebb 6
honapig vizsgaltuk, igy a CFTR modulatorok tartés hatdsanak nyomon kdvetésére nem volt
lehetdségiink. Tovabba a CFTR modulatorok altal korrigalt CFTR funkcié és a HE4 expresszio
kozotti kapcsolatot nem tartuk fel teljes részletességgel, igy tovabbi in vitro vizsgélatokat
végeztiink a jobb megértés érdekében. Nem végeztiink tovabbi kisérleteket az EMT
részletesebb jellemzésére CFBE sejtekben (pl.: wound healing). A HE4 mérésével egyidejlileg
nem vizsgaltuk az EMT kialakulasdnak kozvetlen hatisat a CFTR expressziojara CFBE
sejtekben. Végiil a TGF1 altal modositott HE4 expresszio hatterét, valamint a HE4 ¢s MMP9
kozotti kapesolat részleteit nem tartuk fel teljes mértékben; ezért tovabbi kutatasok sziikségesek

a szabalyozéasi mechanizmus pontositasahoz a jovOben.

Osszegezve, a plazma/szérum HE4 szint jobban tiikrozi a gyogyszeres kezelés
hatékonysagat CF-es betegekben ETI kezelés alatt, mint LUM/IVA esetén. Eredményeink
alapjan a CF tiidobetegséget a HE4 delta értékeinek vizsgalataval érdemes monitorozni. A
plazma/szérum HE4 szint folyamatos mérése megkonnyitheti a CFTR modulator kezelés
hatékonysaganak kovetését a rutin klinikai gyakorlatban. Az in vitro vizsgélataink eredményei
megerdsitik, hogy az EMT HE4 expresszio csokkenéssel és az MMP9 expresszio emelkedéssel
jar egyiitt CF-es 1éguti epithelsejtekben és alatamasztjak, hogy kozvetlen osszefliggés van a
CFTR miukodési zavara és az EMT kialakuldsa kozott CF-ben. Az alacsony HE4 expresszio
pedig hozzajarul az EMT-re jellemz0 fenotipus €s a csokkent sejtproliferacio kialakuldsdhoz a

1éguti epithelsejtekben.
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6. Osszefoglalas

A CF a leggyakoribb autoszomadlis recessziv moddon oroklédéd genetikai
anyagcserebetegség a kaukazusi populacidban, amelyben a CFTR ioncsatorna nem miikodik,
vagy nem expresszalodik megfeleléen. Mindez a kiils6 elvalasztasi mirigyek megvaltozott,
bestirisodott valadéktermelését eredményezi, amely az érintett szervek progressziv karosodasat
okozza. A betegek korai haldlozasat els6sorban a fokozatosan romld 1égzésfunkcio és a
neutrophil granulocytdk dominancidjaval jellemezhetd kronikus gyulladas talajan kialakuld
tiid6fibrozis okozza. A tiidoéfibrozist pedig megeldzi az Un. epithelialis-mezenchimalis tranzicio

(EMT).

A CF-ben alkalmazott ij CFTR modulator terapidk hatékonysaganak monitorozasara
jelenleg elérhetd klinikai paraméterek korlatozottak. A betegségre jellemzd 1éguti gyulladas mar
korai stddiumaban kimutathatd, igy ezen folyamatokban szerepet jatszd6 mediatorok
terapia hatékonysaganak kovetésére. Ezek a gyogyszerek javitjak a tiidéfunkciot, csokkentik a
gyulladast és mérséklik a fertézések gyakorisagat. Ugyanakkor tovabbra is sziikség van
megbizhatd biomarkerek azonositisara, amelyek segitségével nyomon kdvethetd a betegség
progressziodja €s a kezelés hatékonysaga. A plazma ¢€s szérum HE4 koncentracio jol korrelalt a
betegség sulyossigaval, igy alkalmasnak tiint az Orkambi® illetve Kaftrio® kezelés
hatékonysaganak kovetésére. Az in vitro vizsgalataink alapjan a Kaftrio® CFTR funkci
korrigalé hatasa sokkal jelentésebb mértékii volt az Orkambi®-val 6sszehasonlitva. Tovabba a
megfeleléen miikodé CFTR fenntartja a normal iontranszportot €s az epithelidlis integritast az
egeészséges lugutakban, viszont CF-ben ennek miikodési zavara és a gyulladas kovetkeztében
megemelkedik a HE4 és az MMP9 szint. A TGFp1 tartos jelenlétében az EMT folyamata el6re
halad ¢és emelkedik az MMP9, valamint csokkent HE4 expresszioja.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a plazma és szérum HE4 koncentracio jol
korrelal a 1égzésfunkcid javulasaval CF-ben ¢€s alkalmas lehet 1j, jol reprodukalhato, konnyen
mérhetd biomarkerként mind az Orkambi®, mind pedig a Kaftrio® CFTR modulator kezelések
hatékonysaganak kovetésére. Tovabba vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy az EMT
indukalta HE4 expresszid csokkenés az MMP9 szint ndvekedésével jar egyiitt CF-es léguti
epithelsejtekben, valamint az alacsony HE4 expresszido hozzijarul az EMT-re jellemzd

fenotipus és a csokkent sejtproliferacio kialakuldasahoz.
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7. Az értekezés uj tudomanyos eredményei, a jelolt sajat megallapitasai

1. A plazma/szérum HE4 szint jol korrelal a ppFEV1 1égzésfunkcios paraméterrel ¢€s
megbizhaté médon kdveti az Orkambi®, valamint a Kaftrio® kezelés hatékonysagat.

2. Az Orkambi® kezelés jelentés HE4 plazma szint csokkenést eredményez CF-es
betegekben, amely egy még jelentésebb mértékii valtozas a Kaftrio® hatsara.

3. Az EMT HEA4 expresszi6 csokkenéssel €s az MMP9 expresszid emelkedéssel jar egytitt
a cisztas fibrozisos 1éguti epithelsejtekben.

4. Az alacsony HE4 expresszi6 hozzijarul az epithelsejtek EMT fenotipusanak és a

csokkent sejtproliferacié kialakulasédhoz.

8. Targyszavak

Biomarker kutatas, cisztas fibrozis, CFTR, CFTR modulator, ELX/TEZ/IVA, EMT, HE4,
kezelés hatékonysag, 1égzésfunkcid, LUM/IVA, verejtékklorid
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