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Roviditések jegyzéke

AAT: al-antitripszin

ABC: ATP binding cassette transporter / ATP-ko6t6 kazettas transzporter
AJ: adherens junction / adhézids sejtkapcsolat

ASL.: léguti felszini folyadékréteg

AUC: area under the curve / gorbe alatti terdilet
BALF: bronchoalveolaris lavage folyadékminta
BMI: body mass index / testtdmeg index

CC16: Clara-sejt fehérje (16 kDa)

CF: cisztas fibrozis

CFBE: cisztas fibrozis bronchidlis epithelsejt

CFTR: Cisztas Fibrozis Transzmembran Konduktancia Regulator
CFTRm: CFTR modulator

COPD: kronikus obstruktiv tiidobetegség

CRP: C-reaktiv protein

DMSO: dimetil-szulfoxid

EMT: epithelialis—-mezenchimalis atmenet (tranzicio)
ETI: elexacaftor/tezacaftor/ivacaftor

FSK: forskolin

GJ: gap junction / sejtkdzotti réskapcsolat

HE4: human epididymis protein 4

IBMX: 3-izobutil-1-metilxantin

IPF: idiopatias pulmonalis fibrozis

IL-1p: interleukin-1 béta

IL-6: interleukin-6

IL-8: interleukin-8

IVA: ivacaftor



LCI: Lung Clearance Index / tiid6-tisztulasi index

LUM/IVA: lumacaftor/ivacaftor

MBW: Multiple Breath Washout / tdbbszords Iégvételes kimosasos vizsgalat
MFI: mean fluorescence intensity / atlagos fluoreszcencia intenzités
MiRNA: mikroRNS

MMP1: métrix metalloproteindz-1

MMP2: métrix metalloproteindz-2

MMP8: matrix metalloproteinaz-8

MMP9: matrix metalloproteinaz-9

MPO: myeloperoxidaz

MTT: 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
MRNS: messenger / hirvivd RNS

NE: neutrophil elasztaz

NF-kB: nuclear factor-kappa B

ppFEV1: percent predicted forced expiratory volume in 1 sec / az 1 masodperc alatti erdltetett

kilégzési térfogat a prediktalt érték szazalékaban

ROC: the receiver operating characteristic curve

RT-gPCR: real-time quantitative PCR / valos idejii kvantitativ PCR
SLPI: szekrétoros leukocyta proteindz inhibitor

TEZ: tezacaftor

TGFB1: transzformalé ndvekedési faktor béta 1

TJ: tight junction / szoros sejtkdzotti kapesolat

TNF-a: tumor nekrézis faktor-a

TWIST1: twist family bHLH transcription factor 1

WFDC: Whey Acidic Protein Four-Disulfide Core



1. Bevezetés

A cisztds fibrozis (CF) egy autoszomadlis recessziv mdédon o6roklodd genetikai
anyagcserebetegseg, amelynek hatterében a CFTR (Cisztds Fibr6zis Transzmembran
Konduktancia Regulator) csatorndt kodol6 gén mutaciéja all. A CFTR fehérje egy
klorid/bikarbonat csatorna, amely az epithelsejtek apikélis felszinén helyezkedik el, ClI- és
bikarbonat-ionokat szallit, valamint szabalyozza az ion- és folyadékaramlast. A CFTR génben
tobb, mint 2000 varianst azonositottak, amelyek kozll a leggyakoribb a p.Phe508del allél,
amely az 6sszes betegséget okozo allél korllbellil 80%-at teszi ki. A genetikai mutaciok
eredményeképpen a CFTR ioncsatorna nem mikodik, vagy nem expresszalédik megfeleléen.
Mindez a Kkiilsé elvalasztasi mirigyek megvaltozott, beslirlisodott valadéktermelését
eredményezi, ez pedig az érintett szervek progressziv kdrosodasat okozza. A betegek korai
halalozasat els6sorban a fokozatosan besziikiilé 1€égzésfunkcio és a kronikus gyulladés talajan
kialakulé tiid6fibrozis okozhatja. A tiid6fibrozist megel6zi az un. epithelialis—-mezenchimalis
tranzicio (EMT), ugyanakkor CF-ben ezen folyamatok patomechanizmusa még nem kell6en
ismert.

A CF kezelése atfogd, tobb szakteriiletet érinté megkozelitést igényel, melyben a
betegeknek rendszeres orvosi vizsgalatokon kell részt venniik, és pontosan kdvetnilk kell az
elbirt terapias javaslatokat, amelyet a beteg egyéni tiineteihez és szlikségleteihez igazitanak.
Bar a betegség jelenleg nem gyogyithat6, a korai diagnozis és a megfelelo ellatas lehetové teheti
a hosszabb, aktivabb eletet az érintettek szamara.

Az elmult évtizedekben a CF ecllatasaban bekovetkezett jelentés és gyors fejlédés
hatdsara az életkilatasok szamottevéen javultak a korabban gyakran mar csecsemdkorban
halalos kimenetelii betegségben. A leginkabb csak tiineti kezelést biztosito ,,hagyomanyos”
terapias lehetdségek mellett megjelentek a molekularis hibakat célzo specifikus CFTR
modulatorok (CFTRm), amelyek mar a betegség korai szakaszaban hatnak és akar képesek
lehetnek megel6zni a végstadiumu tiidobetegség kialakulasat. A varhatd élettartam ma mar
elérheti akar az 5060 évet is.

Mindazonaltal a tiidobetegség progresszidja, amelynek végstadiumaban sok esetben
csak a tiidétranszplantacio jelent terapias lehetdséget, a jelenlegi kezelési lehetdségek mellett
is roviditheti a betegek élettartamat. Emiatt a CF-hez tarsuld tiidéérintettség folyamatos
monitorozasa kiemelt jelentdségli a betegellatas soran. Azonban a léghti érintettség korai
kimutatasanak lehet0ségei, kulongsen fiatal életkorban, napjainkban is korlatozottak. Bar a CF

klinikai kimenetele jelentésen javult a CFTR specifikus gydgyszerek alkalmazaséval, tovabbra



is nagy sziikség van megbizhatd vizsgalomddszerekre a CF Kkorai felismeréséhez, a kezelés
hatékonysadganak nyomon kovetéséhez, valamint az életveszélyes klinikai szovédmények
elorejelzéséhez. Ezért siirgetd klinikusi igény mutatkozik 0j, lehetéleg vérbdl kimutathatod
biomarkerek azonositasara és validalasara, amelyek megbizhatéan kovetik a CF-es
tidébetegség sulyossagat, ezaltal a betegség progresszidjat, valamint a terapia hatékonysagat.

Az értekezésben a mar rutin diagnosztikai gyakorlatban jol ismert és bizonyos tumoros
betegségekben biomarkerként alkalmazott human epididymis protein 4 (HE4) fehérje
potencialis szerepét vizsgaltuk CF-es betegek klinikai allapotanak monitorozasaban kiilonb6z6
CFTRm kezelés jelenlétében és ennek Osszefiiggését a kezelés hatdsara bekovetkezd
légzésfunkcios valtozésokkal. Ezzel parhuzamosan in vitro koértlmények kdzott vizsgaltuk a
CF-ben kialakul6 EMT mechanizmuséat és ezzel ¢sszefliggésben a HE4 fehérje expresszio
valtozasat p.Phe508del-CFTR mutaciot hordozd bronchiélis epithelsejt kulturaban.

2. lrodalmi attekintés

2.1. A CF patomechanizmusa

A CFTR fehérjét érintd génmutaciok kovetkeztében az epithelidlis sejtek apikalis
felszinén zajlo ion- és folyadéektranszport szabalyozasa zavart szenved. A CFTR egy
anioncsatorna, amely Na*, CI- és HCOs ionokat szallit, ezaltal fenntartja a légutak, az
emésztérendszer, a hasnyalmirigy, a verejtékmirigyek és a reproduktiv szervek megfeleld
milk6dését. A csatorna miikodési zavara kovetkeztében besiirtisodott nyak termelddik, és ez
kedvez a kronikus fertézések, valamint a gyulladasos folyamatok kialakulasanak. A CI
transzport jelentds csokkenésének kdszonhetd a betegség O patofiziologiai jellemzoi.l A
légutakban a CFTR diszfunkcié kovetkeztében felborul a ClI- és Na* iontranszport egyensulya,
ami fokozott Na* és vizvisszaszivast eredményez. Mindez a légutak felszinén kiszaradasahoz
¢s a nyak bestirisddéséhez vezet, amely akadalyozza a légutak Ontisztulasat (mucociliéris
clearance), amelyben koOzponti szerepe van a normal Osszetételii léguti felszini
folyadékrétegnek (airway surface liquid, ASL). Az ASL egy vékony, vizes folyadékréteg,
amely a léguti epithéliumot boritja, és elengedhetetlen a tiidé normalis mitkodéséhez. Vedi a
légutakat azéltal, hogy a belélegzett részecskéket a nyalkahartya rétegében fogja meg, és
lehetévé teszi a csillok mozgasat az alacsony viszkozitasi folyadékrétegben, igy azok a
nyalkahartya-csillok altal torténd tisztitds révén eltavolithatok. Az ASL pH-értékének
szabalyozasa szintén kulcsfontossagu, mivel az optimalis pH sziikséges az antimikrobidlis

molekulak hatékony miikodéséhez és a csillok aktivitasahoz. A CFTR ioncsatorna miikodése
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kdzvetlenll befolyasolja az ASL 0Osszetételét és pH-jat, igy annak diszfunkcidja sulyosan

kérosithatja a léguti védekezoképességet. 23

Molekuldris defektust célzd kezelések Tiineti kezelések
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@ Két defektiv CFTR gén

1. dbra: A cisztas fibrozis okozta tiidébetegség patofiziologiai folyamatai. A cisztas fibrozista CFTR
gén mutacidi okozzdk, amelyek olyan koros folyamatokat inditanak el, amelyek sdlyos
tiildékarosodashoz vezetnek. A hagyomanyos kezelések foként a tiineteket enyhitik, ezzel szemben a
molekularis hibakat célzé terapidk, mint a CFTR modulatorok, mar a betegség korai szakaszéban
hatékonyak, és képesek lehetnek megelézni a végstadiumu tiidébetegség kialakulasat. (De Boeck és
Amaral 2016-os kézleményébdl adaptalva)®

A CF kimenetelét, a betegek életmindségét és a mortalitasi kockéazatot elsdsorban a
léguti érintettség mértéke befolydsolja, amelynek patologiai folyamatai mar a csecsemdékor
korai szakaszdban megindulnak. A siiri nyak kedvez a kronikus bakterialis kolonizacionak,
kilondsen a Pseudomonas aeruginosa és a Staphylococcus aureus altal okozott fert6zéseknek.
A fert6zések kronikus gyulladasos valaszt valtanak ki, amely olyan pro-inflammatoérikus
citokinek fokozott felszabadulasaval jar egyutt, mint az interleukin-6 (IL-6), interleukin-8 (IL-
8), és tumor nekrozis faktor-a (TNF-a)). Ennek eredményeképpen pedig a léguti hAm neutrophil
granulocytak altali fokozott infiltracidja kdvetkezik be. Ezek a folyamatok protedzokat és
reaktiv oxigén gyokoket szabaditanak fel, amelyek karositjAk a légutak felszinét.> A

velesziletett immunvalasz és a szervezet gyulladasos reakci6janak kronikus szabalyozasi
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zavara kozponti mechanizmusként meriilt fel a CF kapcsan, amelyet elsésorban a nuclear
factor-kappa B (NF-kB) jelatviteli utvonal vezérel. A NF-kB transzkripcios faktor kronikusan
aktivalt llapotban van a CF-es léguti epithelsejtekben, és ez serkenti a gyulladadsos mediatorok
termel6dését. Egyes anti-inflammatorikus citokinek termel6dése csokken, gy, mint az
interleukin-10-é (1L-10), melyek az NF-xB utvonalat normal koriilmények kozott gatoljak.5 A
neutrophil elasztaz (NE) pedig kiilonosen jelentOs szerepet jatszik a nyak tltermelésében és a
szovetkarosodasban. A folyamat veégul bronchiectasiahoz, Iéguti obstrukciéhoz és légzési
elégtelenséghez vezet (1. abra).”®

A CFTR diszfunkcié nemcsak a légutakat, hanem a pancreas miikodését is érinti. A
pancreashban a CFTR-csatorna szabalyozza a HCO3z™ szekréciot, amely szlikséges a gyomorsav
semlegesitésehez és az emésztéenzimek optimalis mikodéséhez. A CFTR hibas miikodése
vagy koros expresszidja a pancreas kivezetdcsoveinek elzarddasat okozza, ami exokrin funkcio
elégtelenséghez vezet. Ez rontja a lipidek és a fehérjék emészteset malnutriciot és ndvekedési
elmaradast okozva. A pancreas fibrotikus elvaltozasa kovetkezteben kialakulhat a CF-hez
tarsuld diabetes mellitus is. A majban a Kis epeutak elzarddasa fokalis biliaris cirrhosist
okozhat, mig a férfiaknal gyakori a kétoldali vas deferens hidnya, ami medddséghez vezet. A
verejtékmirigyekben a CFTR hibas miikddése miatt a verejték kloridtartalma megemelkedik,

amit a korkép laboratoriumi diagnosztikéajaban hasznaljuk.®

2.2. A betegség genetikai hattere

A CF egy autoszomalis recessziv modon 6roklodo anyagceserebetegség, amelyet a CFTR
gén tobb mint 2000 kiilonboz6 mutacidja okoz. A betegség incidenciaja etnikai csoportonként
eltérd, leggyakoribb a kaukazusi populdcidban, ahol kb. 1:3000-1:4000 kozé tehetd. Mas
etnikai csoportokban ritkabb, példaul az afroamerikaiaknal 1:15000-1:20000 a CF el fordulasa,
mig az azsiai populacioban még ritkabb, 1:10000 és 1:100000 kdzé tehet6. A CFTR gén a 7-es
kromoszoma hosszl karjan, a 7931.2 régioban talalhatd és egy 27 exonbol allé szekvenciat
kddol, amely egy 1480 aminosavhol allo fehérjét eredményez.’® A CFTR gént 1989-ben
azonositottdk. Ez volt az elsé alkalom, hogy egy emberi betegséghez kapcsolodd gént
azonositottak, és ez a siker jelentds lendiletet adott a Human Genom Projektnek is.'* A CFTR
fehérje az epithelialis sejtek apikalis membranjan helyezkedik el, és az ATP-koté kazetta
(ABC) transzporter csaladba tartozik, de egyedulallé abban, hogy nem klasszikus transzporter,

hanem egy szabalyozhatd transzmembran Cl- ioncsatornaként miikddik.°
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A CFTR gén mutécioi a fehérje szerkezetének és mitkddésének kiilonbozé szintjein
okozhatnak zavart (2. dbra). A mutaciokat funkciondlis osztalyokba soroljak, amelyek a

kovetkezOképpen jellemezhetdk:
e |. osztaly: a fehérje nem termelddik
o |l. osztély: fehérjeérés zavara és korai degradacio
o III. osztaly: hibas csatornamiikodés (alacsony nyitasi frekvencia)
e V. osztaly: csokkent konduktancia
e V. osztaly: csokkent fehérjetermelédés
o VI. osztaly: fokozott lebomlas

e VII. osztaly: CFTR specifikus mRNS hianya

cr ar cr cr cr cr
e H H

A

=

0

«—

Vad tipusu
CFTR

|. osztaly 1l. osztaly 1. osztaly IV. osztaly V. osztaly VL. osztaly VII. osztaly

CFTR Nincs fehérje Nincs Kérosodott Csokkent Kevesebb Csokkent
defektus transzport csatorna konduktacia fehérje stabilitas
nyitas

Példak Gly542X Phe508del, Gly551Asp, Agt17His, [l wasssou, 3272, [ c1200e23, [l Dele231kb),
mutaciéra Trp1282X Asn1303Lys Ser549Arg, Arg334Tm, 26A—G, rPhe508del 1717-1G—A
Ala561Glu Gly1349Asp Alad55Glu 3849+10kg C—T

Korrekcio Szintézis Fehérje Csatorna Csatorna Splicing Stabilitas Nem
helyredllitisa transzport aktivitas aktivitds korrekcidja javitasa korrigdlhato
Iehet_ﬁsége helyredllitasa helyredllitdsa helyredllitasa _

2. abra: A CFTR génmutaciok alcsoportjai és terapiads stratégidk. A CFTR-mutaciokat hét
funkcionalis osztalyba soroljak, azt feltételezve, hogy ugyanazok a modulatorok alkalmazhat6ak az
adott osztalyba tartozd 6sszes mutéaciora. Ugyanakkor a VII. osztalyba tartoz6 mutaciok esetén
feltételezhetben egyetlen jelenlegi modulator sem alkalmazhatd, viszont a terdpias stratégia alternativ

kloridcsatornak serkentését foglalhatja magaban (De Boeck 2020-as kdzleményébdl adaptalva).'?
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A leggyakoribb mutaci6 az p.Phe508del, amely a betegek kb. 80%-aban fordul el6. Ez
a ll. osztélyba tartoz6 mutécio, amely a CFTR fehérje koros folding-jat okozza, igy az nem jut
el a sejtmembrénba, hanem az endoplazmatikus retikulumban lebomlik. Az ilyen tipusu
mutaciok sulyos klinikai fenotipussal jarnak, beleértve a Iléguti, emésztérendszeri és

reproduktiv szervrendszeri érintettséget.

A CFTR fehérje 6t f6 doménbd6l all: két transzmembran domén (TMD1 és TMD?2), két
nukleotidk6td domén (NBD1 ¢és NBD2), valamint egy szabalyozd domén (RD). A
transzmembran domének hatarozzak meg az ioncsatorna porusat, mig az NBD-k az ATP
kotéseeért és hidroliziséért felelosek, ami a csatorna nyitasat és zarasat szabalyozza. A
szabalyoz6 domén foszforilacidja szintén kulcsfontossagu a CFTR aktivacidjadhoz. A CFTR gén
tobb, mint 2000 variansa ismert, amelyek kozil nem mindegyik okoz klasszikus cisztas
fibrézist. A genotipus-fenotipus 6sszefiiggések vizsgalata soran kiderllt, hogy bizonyos
mutaciok enyhébb Kklinikai képet eredményeznek, peldaul izolalt vas deferens hianyt vagy
kronikus pancreatitist. A genetikai tesztelés elérhetésége és fejlédése lehetévé tette a CFTR-
hez kapcsolddd betegségek szélesebb spektrumanak felismerését, valamint a celzott terapiak
alkalmazasat. A CFTR specifikus gyogyszerek, példaul ivacaftor, lumacaftor, tezacaftor és
elexacaftor kiilonboz6 CFTR génmutaciok jelenlétében képesek javitani a CFTR miikodését.
Ezek a gydgyszerek a fehérje érését, a sejtmembranba valo kijutasat vagy a csatornamiikodését
befolyasoljak, és jelentds javulast eredményeznek a tiidéfunkcioban, a taplaltsagi allapotban és

az életmindségben.t®

2.3. A CF klinikai tUnetei

A CF egy tobb szervet érintd betegség, melyben a klinikai kép leggyakrabban a
légzorendszert, az emésztérendszert és a reproduktiv rendszert érinti. A betegség szamos
esetben mar Gjszulottkorban megnyilvanul. Az egyik legkordbbi jel az ujsziléttkori
bélelzarodas (meconium ileus), amely a CF-es Ujszilottek mintegy 10-20%-anal fordul el6 a
bélben képz0do stiri, tapadods szeklet kdvetkeztében. A sziiletés utani elniizddo sargasag, rossz
sulygyarapodas, zsirszéklet (steatorrhoea) és haspuffadas is korai figyelmeztetd jelek lehetnek
a pancreas exokrin elégtelenség miatt. A CF-ben szenvedd csecsemdk gyakran jo étvagy mellett

sem hiznak, ami a malabszorpcid és a fokozott energiaveszteség kovetkezménye. 4

A léguti hamsejtekben a viszkdzus nyaktermelés akadalyozza a mucociliaris tisztulast.

Ennek kovetkezményei lehetnek a kronikus kohogés, sipold légzés, ismétlodo alsd 1éguti
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fertézések és bronchiectasia. A krénikus gyulladas és fertézés progressziv tiidékarosodast

okozhat.'®

A pancreas kivezetécsoveiben kialakuld elzar6das exokrin elégtelenséghez vezethet,
ami zsirfelszivédasi zavart, vitaminhianyt (A, D, E, K), ndvekedési elmaradast és
hypoproteinémiat okozhat. Méj- és epeulti elzarddasok, valamint CF-asszocialt majbetegseg
(CFLD) szintén megfigyelhet6k, csaklgy, mint a betegséghez kapcsol6do diabetes (CFRD). A
verejtékmirigyek karosodasa miatt a verejték CI" és Na* tartalma megnoévekszik, ez képezi az
izzadsagteszt alapjat. A férfiak > 95%-aban megfigyelhet6 az obstruktiv azoospermia a
kétoldali vas deferens hianya miatt, mig a nék fertilitisa is csokkent lehet a cervixnyak

viszkozitasa miatt. Gyakran eléforduld tiinet lehet még a kronikus sinusitis és az orrpolip is.®

2.4. A CF laboratoriumi diagnosztikaja

A CF diagndzisa olyan laboratoriumi médszereken alapul, amelyek célja az abnormalis
CFTR-funkcio kozvetlen vagy kozvetett hatdsanak kimutatasa, illetve a genetikai elterés
azonositasa. A diagnosztikai folyamat tobb 1épésbdl all: ujsziilttkori sziirés — verejték-klorid
teszt — genetikai analizis — kiegészit6 funkcionalis vizsgalatok. A legtdbb fejlett orszagban a
CF kimutatdsa mar ujsziilottkorban megkezdddik. A szlirés els6é 1épése az immunreaktiv
tripszinogén (IRT) meghatarozdsa szaritott vérmintabol. A magas IRT-érték pancreas
elégtelenségre utal, amely CF-ben gyakori. A pozitiv Gjszuléttkori eredmény még nem
diagnosztikus, tovabbi megerdsitést igényel.1* A diagndzis alapjat a pilokarpin-iontoforézissel
nyert verejték elektrolit vizsgalata adja. A 60 mmol/L vagy annal magasabb kloridkoncentracio
er6sen valosziniisiti a CF diagnozisat, mig az intermedier tartomanyban (30-59 mmol/L)

tovabbi tesztek sziikségesek. Az alacsony (< 30 mmol/L) érték a CF ellen sz6l.*’

A verejték-teszt megerdsitése utan a CFTR gén mutacidanalizise kovetkezik. Els6
Iépésben célzott mutéaciopanelt alkalmaznak, amely a leggyakoribb variansokat (pl.
p.Phe508del) vizsgalja. Amennyiben ez a vizsgalat negativ, de a klinikai gyanu erds, teljes
génszekvenalas (NGS), valamint kdpiaszdm-valtozas (CNV) vizsgalata javasolt. A genetikai
lelet értelmezése genetikai tanacsadas keretében torténik, mivel a genotipus—fenotipus

Osszefliggések nem mindig egyértelmiiek.

Amennyiben a genetikai eredmények és a klinikai kép ellentmondasos, a CFTR-funkcid
kdzvetlen mérése javasolt. Erre a célra a Nasal Potential Difference (NPD) vizsgalatot

alkalmazzak, amely az orrnyalkahartya iontranszportjat méri és képes elkiléniteni a CFTR-
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fliggd és fiiggetlen ionaramlast, illetve egy masik modszer az Intestinal Current Measurement
(ICM), amely a vegbélham iontranszportjat vizsgélja ex vivo korulmenyek kozott. Ezek a
modszerek referenciakozpontokban végezhetdk, kiilonosen ritka vagy Gj CFTR-varidnsok
diagnosztikai értékelésére.* A CF diagnozisa megerdsitettnek tekinthetd, amennyiben
jellegzetes klinikai tunetek &llnak fenn (pl. pulmonélis bakterialis kolonizacid, pancreas-
elégtelenség), és két koros CFTR-mutacid azonosithatd transz allasban, vagy ismételt

vizsgalatok soran koros verejték-klorid érték igazolhato.

2.5. A CF terapias lehetéségei - kozéppontban a CFTR modulatorok

A CF kezelése az utobbi évtizedben forradalmi valtozdson ment keresztil. Kordbban a
terapia f6 célja a tlineti kezelés volt — a 1éguti fertézések kontrollja, a nyak oldasa, a gyulladas
mérséklése, a tapanyag- és enzim-pé6tlds, valamint stlyos esetben a tiidétranszplantacié.t’
Mindezek mellett ma mar rendelkezésre allnak olyan Gj gyogyszermolekulak, un. CFTRm,
amelyek kozvetlenul a betegseg molekularis okat célozzak. A hibas CFTR-fehérje funkciot
allitjak helyre kiilonb6z6é mechanizmusokon keresztiil. Egyik f6 csoportjukat a potenciatorok
adjak, melyek a csatorna nyitasi valoszintiségét novelik (pl. ivacaftor), valamint a korrektorok,
amelyek javitjak a hibas fehérje folding-ot és a fehérje sejtmembranba torténd kikeriilését (pl.
lumacaftor, tezacaftor, elexacaftor), illetve ezen molekuldk kombinacidjat tartalmazo

készitmények, amelyek a két mechanizmust egyesitik.® 1°

Az els6 attorést a Kalydeco® (ivacaftor) jelentette, amelyet potenciatorként a Ill.
csoportba tartozd p.Gly551Asp mutécié és mas ,,gating” mutaciok esetén alkalmazhatd, ahol
FEV1 (1 masodperc alatt erdltetetten kilélegzett levegd térfogata) értékek javulasat, kevesebb
exacerbaciot és csokkend  verejtékklorid  értéket eredményezett. Az  Orkambi®
(lumacaftor/ivacaftor) volt az elsé6 kombinalt CFTR-modulator gydgyszer, amelyet kifejezetten
a p.Phe508del mutéciét hordozé homozigdta betegek kezelésere fejlesztettek ki. A lumacaftor
(VX-809) eldsegiti a hibasan ,hajtogatott” CFTR-fehérje megfeleld konformacidjat és
sejtfelszinre jutasat 2°, mig az ivacaftor (VX-770) potenciatorként fokozza a mar expresszalt
csatorna nyitvatartasi valoszintiségét.”* A Klinikai vizsgalatokban az Orkambi® alkalmazasa
csak mérsékelt, de statisztikailag szignifikans javulast eredményezett a légzésfunkcidban,
valamint csokkentette az exacerbaciok eldfordulasat.?? A LUM/IVA Kkombinacionak
folyamatosan kitett betegek esetében a FEV: %-os értéke nétt (+3,67%), a testtomegindex

emelkedett (+0,73 kg/m?), és az intravénas antibiotikum-karak szama 35%-kal csokkent.?® A
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Kaftrio® (az USA-ban Trikafta®) mar egy harmas kombinacids terapia, amely a CFTR-
modulatorok 0j generécidjat kepviseli: két korrektort (elexacaftor és tezacaftor) és egy
potenciatort (ivacaftor) tartalmaz. Az elexacaftor és a tezacaftor szinergikusan stabilizaljak a
hibas CFTR fehérjét, mig az ivacaftor tovabb néveli a csatorna aktivitasat.?*2° Ez a komplex
gyogyszer még hatékonyabbnak bizonyult, mint a kett6s kombinacié: a FEV1 értéke 4 hét utan
13,8 szézalékponttal, 24 héten keresztul pedig 14,3 szazalékponttal volt magasabb, mig a

pulmonalis exacerbaciok aranya 63%-kal volt alacsonyabb.?*

Az Orkambi® a p.Phe508del homozigdta betegekben,?®mig a Kaftrio® mar a CF-es
betegek jelentés részét kitevé p.Phe508del Osszetett heterozigbta genotipusok esetén is
hatasosnak bizonyult.?” A CFTRm terapia korai, még a kifejezett strukturalis tiidokarosodas
kialakulasa eldtti bevezetése nagy mértékben lassitja a tiidobetegség progressziojat, csokkenti
a leguti akut exacerbaciok, a kdrhazi kezelések és az antibiotikumok szlikségessegének
gyakorisagat, tovabba mérsekli az extrapulmonalis szovodményeket, tobbek kozott javitva a

betegek taplaltsagi es altalanos metabolikus allapotat.

2.6. A CF monitorozasanak lehetdségei

A CF Kklinikai lefolyasat tobb tényezd — fertézés, gyulladéds, szoveti karosodas —
befolyasolja, amelyek nem mindig kovethetdk csak tiinetek vagy funkcionalis vizsgalatok (pl.
spirometria) alapjan. A betegség lefolyasa egyénenként eltérd, ezért a rendszeres és komplex
monitorozas elengedhetetlen a korai allapotromlas felismeréséhez, a terapias dontések
megalapozasahoz és a CFTRm kezelések hatékonysaganak értékeléséhez.?® A monitorozas
multidiszciplinaris megkdzelitést igényel, amelyben kombinaljak a Klinikai, funkcionalis,

mikrobioldgiai, képalkotd és biomarker alapt mddszereket.
2.6.1. Leégzésfunkcios vizsgalatok

A 1égzdszervi allapot monitorozasanak kozponti eleme a spirometria, kiilondsen a
ppFEV1 (percent predicted forced expiratory volume in 1 second) értéke. A ppFEV1 az egyik
legfontosabb prognosztikai marker, jol korrelal a légati betegség sulyossagaval és ezaltal a
tuléléssel, évenkénti 1-3%-0s csokkenése CF-betegekben a progresszié jele. Ugyanakkor
CFTR-modulator terapia mellett a ppFEV1 ndvekedése a klinikai javulas korai indikatora
lehet.?* Fiatal CF-es betegekben, illetve enyhe tiiddérintettség esetén a modszer érzékenysége
viszont korlatozott, mivel nem képes megfeleléen detektalni az intrapulmonalis folyamatok

finom valtozasait, valamint bizonyos terapias beavatkozasok hatékonysagat; tovabba
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kisgyermekek esetében a spirometria Kivitelezése gyakran technikai nehézségekbe itk6zik.? A
tido-tisztulasi index (Lung Clearance Index, LCI) mérés, a tobbszords legvételes kimosasos
vizsgalat (Multiple Breath Washout, MBW) egyitt érzékenyebb a Kis Iégati
funkciovaltozasokra, kulondsen gyermekeknél. Az LCI mar akkor koéros lehet, amikor a
ppFEV1 még normalis, ezért korai markernek szdmit a betegség progresszidjanak

elérejelzésére. 3" 31

2.6.2. Kepalkotd diagnosztika

A mellkas CT a strukturdlis elvaltozasok (bronchiectasia, nyalkaretencio, parenchyma
destrukcid) detektalasanak legérzékenyebb modszere. A CT-felvételeket kvantitativ értékeld
szoftverek (pl. PRAGMA-CF) segitségével a betegség stulyossaga objektiven meghatarozhato.
Ugyanakkor a sugarterhelés miatt a CT nem alkalmas gyakori ismétlésre, ezert funkcionalis és
biomarker alapi mddszerekkel kombinalva ajanlott.>> A mellkasi MRI alternativ, sugarmentes
maodszer, amely jol korrelal a gyulladasos aktivitassal és a CFTRm terapia hatasaval, kiillondsen

gyermekeknél.*
2.6.3. Mikrobiolodgiai vizsgalatok

A krénikus léguti bakterialis kolonizacio (elsésorban Pseudomonas aeruginosa €s
Staphylococcus aureus) meghatarozza a betegség progresszidjat. A kopet-, torokvaladék- és
orrgaratminta rendszeres tenyésztése sziikséges a fert6zések korai felismerése és célzott
antibiotikus kezelés mielobbi alkalmazasa érdekében. A mikrobiom-analizis (16S rRNS
szekvendlas) Uj perspektivat ad, mivel képes feltarni a léguti 6koszisztéma diverzitasanak

valtozasat a modulator terapia hatasara. 3*
2.6.4. Verejtékklorid teszt

A verejtékklorid koncentraciéo gyors csokkenése kdzvetett mddon igazolja a javulo
CFTR funkciot CFTR modulator kezelések alatt.*> *® Elegendé mennyiségii verejtékminta
gylijtése csecsemOkorban azonban ujabb technikai nehézséget jelenthet. Tovabba a
verejtékklorid koncentraciomérés értékelését nehezitheti a jelentds intra- és interindividualis
variabilitas." 3 Korabbi CFTR modulator kezelések hatasossagat vizsgald tanulmanyok post-
hoc analizise soran arra jutottak, hogy a verejtékklorid koncentracié valtozasai populacios
szinten ugyan 6sszefiliggtek a légzésfunkcids valtozasokkal, de egyéni szinten nem josoltak meg

a CFTR modulator kezelés hasznossagat.>
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2.6.5. Laboratériumi biomarkerek

Az utébbi években a biomarkerek szerepe egyre fontosabba valt, mivel lehetové teszik
a korai, szubklinikai valtozasok kimutatasat, amikor a hagyomanyos parameterek (pl. ppFEV1)
még nem mutatnak jelentés eltérést. A biomarkerek segithetnek a betegség aktivitasanak,
progresszidjanak korai felismerésében, terdpias valasz nyomon kovetésében, valamint Uj
gyogyszerek (pl. CFTR modulatorok) hatasanak értékelésében.?® Figyelembe véve, hogy a
betegség patomechanizmusdban alapvetd folyamat a kronikus léguti gyulladas, a
monitorozashan fontos szerepe lehet a gyulladasos mediatorok detektalasanak vérbol vagy a
léguti felszinr6l szarmazd mintakbol (kopet és/vagy bronchoalveolaris moséfolyadék, BAL) (3.
abra). Az alabbiakban kiilonbdzé mintatipusokbol analizalt laboratoriumi paraméterekrdl

gyljtottiik 0ssze a legfontosabb ismereteket.

Kopet:
NE
YKL-40
HMGB1
IL-8
SLPI
Elafin
Resistin
miR-17-92

/~ Szérum/plazmaz\

CRP
NE
HE4
sCD14
Calprotectin
MPO
YKL-40
HMGB1
STREM-1
MMP8
MMP9
IGF-1
Resistin
SAA

3. abra: A CF-hez tarsul6 gyulladasos folyamatok kovetésére alkalmas biomarkerek kopet, BAL
és szérum/plazma mintakbol. BAL: bronchoalveolaris lavage, CF: cisztas fibrdzis, miR: mikroRNS,
NE: neutrophil elasztaz, NE-APC: neutrophil elasztaz antiprotedz komplex, HMGB1: high maobility
group box 1 protein, SLPI: secretory leukocyte protease inhibitor, CRP: C-reaktiv protein, HE4: human
epididymis protein 4, sCD14: szolubilis CD14, MPO: myeloperoxiddz, STREM-1: soluble triggering
receptor expressed on myeloid cells-1, MMP-8,-9: matrix metalloproteinaz-8,-9, IGF-1: Insulin-like

growth factor 1, SAA: serum amyloid A, YKL-1: Chitinase 3-like 1. (A témavezet6 sajat abraja).
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2.7. A léguti gyulladassal és szovetkdrosodassal osszefiiggé biomarkerek CF-ben

Az idedlis biomarkert az alabbi jellemzékkel irhatjuk le: érzékenyen reagal a betegség
allapotvaltozésaira (,,responsiveness”), jol korrelal a klinikai végpontokkal, reprodukélhaté és
standardizalhatdé mérésekhez alkalmas, mintanyerésnél miniméalisan invaziv (kuléndsen

gyermekek esetén).
2.7.1. Szérum- és plazma biomarkerek

A léguti gyulladds nyomon kovetésének egyik legkézenfekvobb, analitikailag jol
standardizalhat6 és reprodukalhaté megkozelitése a biomarkerek vérmintabol — plazmabdl vagy
szérumbol — torténé meghatarozasa. A vérvétel rutinszer(i, minimalisan invaziv beavatkozas,
amely életkortdl és betegségesoporttol fiiggetleniil biztonsagosan és konnyen kivitelezhetd. %"
41 A szisztémas biomarkerek elénye, hogy jol tiikrozhetik a tiidében zajld gyulladdsos és
immunoldgiai folyamatokat, valamint korrelalhatnak a klinikai allapottal, a tiidéfunkcioval (pl.

ppFEV1), és a CFTR modulator terapia hatékonysagaval.

A CF-re jellemz6 fokozott neutrophil granulocyta aktivacio kdvetkeztében kialakult
léguti gyulladas hatasara szamos plazmafehérje és citokin koncentracioja megvaltozik, jelezve
a szisztemas es lokalis gyulladasos aktivitast. A C-reaktiv protein (CRP) az egyik legszélesebb
korben vizsgalt akut fazisfehérje, amelynek szintje akut exacerbacioban jelentésen emelkedik,
és jol korrelal a klinikai gyulladasos aktivitassal, illetve a betegség sulyossagaval. Bar nem
specifikus CF-re, a CRP a terapias valasz — kilonésen az antibiotikum és CFTR-modulator
kezelés — monitorozasara is alkalmasnak talaltak.*?

A pro-inflammatérikus citokinek, elsésorban az interleukin-6 (IL-6), az interleukin-8
(IL-8) és a tumor necrosis factor-a (TNF-a) kulcsszerepet jatszanak a gyulladas fenntartasaban
és a neutrophil aktivacioban. Ezek szérumszintje exacerbacioban emelkedik, majd antibiotikum
terapia hatasara csokken, ami alkalmassd teszi ket a gyulladds dinamikajanak kovetésére.
Kuldéndsen az IL-8 tekinthetd jelentés biomarkernek, mivel kdzvetleniil el6segiti a neutrophil
granulocytak toborzasat a 1égutakba, és szoros Osszefliggést mutat a tiidokarosodas mértekével,
valamint a tiidéfunkci6 romlasaval.*®

A neutrophil granulocytakbdl tulzott és tartds aktivacio hatasara nagy mennyiségben
szabadulnak fel protedzok és gyulladasos mediatorok - mint a példdul a NE, MPO és
calprotectin - amelyek hozzajarulnak a tiidészovet strukturalis karosodasahoz és a kronikus

gyulladas fennmaradasahoz.**
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A calprotectin fehérje szisztémas gyulladas és fert6zés soran nagy mennyiségben jut a
keringésbe, szérum- és plazmaszintje jol korrelal a tiid6funkcios paraméterekkel, valamint a
betegség klinikai stlyossagaval, fontos antimikrobialis hatasa ismert.*® A szérum calprotectin
koncentraci6 valtozasa klinikailag relevans valtozasokat jelezhet a CF betegség aktivitdsaban
felndttekben és gyermekekben egyarant.*® 47 Emelkedése az exacerbaciok soran, majd
csokkenése sikeres kezelés utan a gyulladasos aktivitas érzékeny jelzéjévé teszi.*® Mindezeken
tul a szérumkoncentracidja dsszefuggést mutatott a klinikailag jelentds allapotvaltozasokkal
mind CF-es felnéttekben, mind a gyermekekben.*6: 47

A myeloperoxiddz (MPO) a neutrophilek granulumaibdl kiilonb6z6 stimulusok hatasara
fokozottan felszabadulo enzim, amely olyan reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzdésében vesz
részt, mint a baktericid hatast hipoklorsav®®, de egyben a széveti oxidativ karosodashoz is
hozzajarul. A plazma MPO koncentréacidja 0sszefugg a gyulladas intenzitasaval, valamint a
kronikus tiidékarosodas progressziojaval.** CF-ben az MPO szintje dsszefiiggésben allt a P.
aeruginosa kolonizacioval, és alkalmas volt a gyulladascsokkenté (pl. azithromycin) terapia,
vagy a pulmonalis exacerbacio miatti antibiotikum kezelés monitorizalasara, tovabba az
exacerbacio rovidtava elérejelzésére is. 45 59 51 52 A neutrophilek TNF-o hatéséara kiilonbdzo
matrix metalloproteindzokat (MMP) is termelnek, melyek indukaljak a leguati gyulladas és
,remodelling” folyamatat CF-ben.® A szérum vagy plazma MMP-8 és MMP-9 szintek
jelentésen emelkedettek voltak CF-ben a kontroll személyekhez képest, kulénésen a léguti
exacerbacio idején.>* %% %6 Az MMP-8 Gsszefliggést mutatott a FEV1 % értékével is, mig
antibiotikum kezelést kovetéen az MMP-1, MMP-8 és MMP-9 csokkenését figyelték meg.>*

A neutrophil elasztaz (NE) a CF egyik legfontosabb patogén proteaz markere. Egy
szovetkarositd szerin-proteaz, amely a neutrophilek degranulaciéja soran szabadul fel és az
extracellularis matrix bont4san keresztiil bronchiectasiat és parenchyma pusztulast idéz eld. Az
NE lebontja az elasztint és az extracellularis matrix komponenseit, valamint fokozza az
epithelialis sejtek karosodasat. A vérben mért NE-aktivitas a legati destrukcié biokémiai
indik4toranak tekinthetd, és emelkedett szintje rosszabb klinikai kimenetellel tarsul.?® Az NE
az extracellularis matrix fehérjéivel, az antiprotedzokkal kdlcsonhatasba lépve neutrophil
elasztaz antiprotedz komplexet (NE-APC) képez.*® A plazma NE-APC szintje tehat emelkedett
a CF-es betegekben, ami folyamatosan jelzi a gyulladas és a tiidokarosodas folyamatanak
fennmaradasat két exacerbacio kozott, fliggetlenil a bakterialis kolonizacio tipusatdl.®’
Emelkedett NE-APC szinteket mértek magas lazzal és Kkifejezett leukocytosissal jard
pulmonalis exacerbacid alatt, mig intravénds antibiotikum hatasara jelentésen lecsokkent a

plazma NE-APC szintje.*®
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A protedz—antiprotedz egyensuly felboruldsa kozponti szerepet jatszik a CF
patomechanizmusaban. A secretory leukoprotease inhibitor (SLPI) és az al-antitripszin (AAT)
a fo antiproteazok, amelyek a NE és mas proteazok hatasat ellensulyozzak, azonban CF-ben
ezek a véddémechanizmusok elégtelenek, ami a léguti szovetek progressziv destrukcidjat
eredményezi.?®

A CF patomechanizmusaban a kronikus gyulladas és fert6zés mellett meghatarozo
szerepet jatszik a léguti epithelium strukturalis és funkcionalis karosodasa, amely hozzajarul a
nydk viszkozitdsanak fokozodasédhoz, a mucociliaris tisztulas romlasdhoz és a kdrokozok
perzisztalasahoz.?® Az epithelidlis sejtekbdl szarmazo, vérben is mérheté fehérjék fontos
informéacidt adhatnak a szOveti regeneracio és karosodas folyamatarol.

A Clarasejt fehérje (CC16) egy 16 kDa molekulatomegii fehérje, amelyet a terminalis
bronchiolusok Clara-sejtjei termelnek. Ez a protein anti-inflammatérikus és protektiv
tulajdonsagokkal is rendelkezik, szerepe kulcsfontossagu a léguti epithelium integritasanak
fenntartasaban. >° CF-ben a szérum- és bronchoalveolaris lavage folyadék (BALF) CC16 szintje
szignifikdnsan alacsonyabb, mint egészséges kontrollokban, ami a hamkarosodas mértékét
tukrozi. Laguna és munkatarsai kimutattak, hogy a CC16 koncentracio negativan korrelalt a
neutrophil sejtszammal és a gyulladasos citokinek szintjével, igy a léguti epithelialis integritas
indirekt markereként szolgalhat.5°

Annak ellenére, hogy a CF-ben zajld, tiid6ét érinté gyulladasos folyamatok
monitorozasara szamos potencialis biomarkert azonositottak és vizsgaltak, egyeldre egyik sem
valt rutinszerlien alkalmazotta a klinikai gyakorlatban azok analitikai koriilményei vagy az
értékeléstik soran megnyilvanulé limitaciok miatt.%? Jelenleg nem éllnak rendelkezésre olyan
megbizhatd, kelléen érzékeny és specifikus szérum/plazma alapu biomarkerek, amelyek
pontosan tikrozik a CFTR-modulatorok, — akar a hagyomanyos gyulladascsokkentd és
antibiotikus kezelések — terapias hatékonysagat. A legtobb vizsgalt gyulladasos fehérje (pl.
CRP, IL-6, IL-8) és neutrophil eredetii marker (pl. calprotectin, NE) ugyan szorosan korrelaltak
a betegség aktivitasaval, de nem voltak elég specifikusak és érzékenyek a kezelésre adott valasz
objektiv kovetésére.®? A HE4, mas néven Whey Acidic Protein Four-Disulfide Core Domain
Protein 2 (WFDC2), egy kis molekulatomegii glikoprotein, amely a whey acidic protein (WAP)
fehérjecsalad tagja. A WFDC proteincsalad kis méreti fehérjéket foglal magaban, amelyek
kiilonb6z06, rendszerint protektiv funkciot latnak el, példaul antiproteaz, antibakteridlis, vagy
gyulladascsokkentd tulajdonsaggal birnak.® A HE4-et eredetileg az epididymis (mellékhere)
epithelialis sejtjeiben azonositottak, de késdbb kimutattak, hogy széles kdrben expresszalodik

a léguti, endometrialis, vese- és hasnyalmirigy hamsejtekben is.?® Mindemellett gyulladésos és
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immunmodulacios funkcidval is rendelkezik: gatolja a neutrophil eredetli protedzokat, példaul
NE-t, igy a léguti szovetek proteolitikus karosodasanak egyik endogén ellenstlyozé tényezéje

lehet. 2864

A HE4 fehérje expressziojat szamos egészséges és malignus szévetben kimutattak.®
Legismertebb klinikai alkalmazasa az ovarium carcinoma diagnosztikajahoz és kdvetéséhez
kapcsolodik, de endometrium carcinomaban® ¢és  tiidStumorban®’ is  vizsgaltak

tumormarkerként.

A CF és az abnormalis HE4 expresszio potencialis kapcsolatat vizsgéalva egy korabbi
tanulmanyban immunhisztokémiai modszerrel kimutattak, hogy a HE4 f6ként a bronchialis
epithelsejtek citoplazmajaban lokalizalodik®, illetve munkacsoportunk elséként vizsgalta,
hogy CF-es betegekben a fehérje szintje megemelkedik a keringésben is egészséges egyénekkel
dsszehasonlitva. A plazma HE4 szint emelkedése CF-es betegekben a neutrophil aktivacio és
az oxidativ stressz mértékével korreldl, és a betegség sulyossaganak biomarkereként

értékelhets.?s: 68

4. dbra: A HE4 (WFDC?2) fehérje fokozott expresszioja CF-es betegek tiidobiopszias szovettani

mintaiban. Normal (A, B) és CF-es tiid6szovet (C—I) immunhisztokémiai megfestése WFDC2-re (A,
C, D, G), SLPI-re (B, E, H) és mucin 5AC-ra (F, I). Az eredeti felvételeknél 100x (A, B) és 200x (C, D,
E, F, G, H, 1) nagyitast alkalmaztak. (Bingle és munkatéarsai 2006-os kozleményébol adaptalva.)®

A HE4 egyik legfontosabb klinikai vonatkozasa a CF tekintetében, hogy szérum- és
plazmaszintje dinamikusan valtozik a CFTR-modulator kezelés hatasara. Munkacsoportunk
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harom fuggetlen, p.Gly551Asp mutéciot hordozd betegcsoportban vizsgélta a HE4
plazmaszintjét ivacaftor kezelés megkezdése elbtt és utan. A vizsgélat alapjan a HE4
koncentracidja mar a terapia elsé honapjaban szignifikdnsan csdkkent €s ez a csokkenés
tartdsan fennmaradt a 3-6 hdnapos kovetés soran.®® Ezt kdvetden egy masik tanulmanyban
munkacsoportunk p.Phe508del-CFTR bronchidlis epithelsejtekben in vitro, illetve egy kis
szamu (n=10) p.Phe508del-CFTR mutaciora homozig6ta CF-es betegcsoport plazma mintaiban
vizsgalta a HE4 koncentracidjat ivacaftor/lumacaftor kezelés hatasara. A kombinalt
ivacaftor/lumacaftor kezelés az ivacaftorhoz képest nagyobb HE4 szint csokkenést
eredményezett mind a plazmaban, mind a bronchialis epithelsejtek feliiliszéjaban. ™

2.7.2. Biomarkerek kdpetmintakban

A kopet a léguti gyulladas és fertdz€s lokalis kornyezetének legjobb tiikre, ugyanakkor
a kopetmintabol torténd biomarker meghatarozas soran szamos technikai tényezot kell
figyelembe venni, amelyek a vizsgalatok kivitelezését és értékelését egyarant befolyasolhatjak.
Bar a mintavétel nem invaziv eljaras, a minta megfeleld mindségének biztositasa aktiv
betegkooperaciot igényel, ezért kisgyermekek esetében ez a modszer altaldban nem
alkalmazhaté megbizhaté mintaforrasként. Tovabbi korlatozéd tényezd, hogy a kopetmintat a
levételt kovetdéen azonnal fel kell dolgozni, mivel a nem megfelelé szallitasi vagy tarolasi
koriilmények jelentds preanalitikai hibat eredményezhetnek, amelyek torzithatjak a biomarker-
szintek meghatarozasat.’*’? Habar a standardizalt mintavételi protokollok és mérési eljarasok
hianya jelenleg nem teszi lehetévé a kopetbdl szarmazd biomarkerek rutinszeri klinikai
alkalmazasat, tobb tanulmany igazolta, hogy bizonyos gyulladasos mediatorok
koncentraciojanak meghatarozasa alkalmas lehet a légzésfunkcié romlasanak Kkorai

elérejelzésére, valamint a terdpias beavatkozasok hatékonysaganak nyomon kovetésére.”

A CF-es léguti betegségre jellemzoek a rekurrens infekciok és a kronikus gyulladas,
amely neutrophil granulocyta aktivacidval és pro-inflammatdérikus citokinek (pl. IL-6, IL-8, IL-
1B) fokozott termelddésével jar egyiitt.> "* Az IL-8 a neutrophil kemotaxis egyik f& mediatora,
és a CF-es légutakban a kronikus gyulladas kdzponti eleme. A kdpetben mért IL-8-koncentracid
emelkedése exacerbaciok soran jol tikrdzi a neutrophil aktivacié mértékét és a FEV1 %-0s
értékkel forditottan korrelal.” A szérumhoz képest lokalisan sokkal magasabb koncentracioban
van jelen, igy a léguti gyulladas kozvetlen jelzéje. Ennek ellenére az IL-8 nem CF-specifikus
marker, hiszen mas léguti fertézésekben (pl. bronchiectasia, COPD) is emelkedett lehet, igy

diagnosztikus specificitasa korlatozott.”® Az IL-1p vonatkozéasaban is hasonld eredmények
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sziilettek, amely a szérum CRP is erés dsszefliggést mutatott.”” Az IL-6 a szisztémas és lokalis
gyulladas egyik kulcsfontossdgu mediatora, amely kdpetben szintén megemelkedik CF-ben,
kilonésen akut exacerbacid alatt és a FEV1 %-kal forditott irAnyban korrelalt.”® Az IL-6
szintjének csdkkenése a terapia hatékonysaganak jele lehet, ugyanakkor az IL-8-hoz hasonl6an
nem CF-specifikus, és koncentraciojat szamos nem gyulladasos tényez6 (pl. oxidativ stressz,

sejthalal) is befolyasolhatja.’

A neutrophil granulocytdk aktivacioja soran a YKL-40 (chinitase-3-like protein) nevii
fehérje is koros mértékben termelédik, mely a CF-es kOpetmintakban emelkedett szintet
mutatott, és a léguti obstrukcié stlyossagaval korrelalt.®® A monocytak és neutrophilek altal
termelt Resistin fehérje a TLR4 receptorhoz kotédve fejti ki a hatasat, igy az NF-xB Gtvonal
egyik induktora. A CF-es kdpetben nemregiben emelkedett szintjét mértek, mely negativan

korrelalt a légzésfunkcioval és szoros Gsszefiiggést mutatott a CF-hez tarsuld diabetesszel .8

A CF-es kopetben magas MPO-szintet mértek, amely a gyulladas sulyossagaval és a
tidéfunkcid csokkenésével korrelalt. Az MPO-szint csokkenése antibiotikum vagy CFTR-
modulator terdpia hatdsira a gyulladds mérséklédésének korai markereként viselkedhet.®?
Azonban az MPO mennyiségét befolyasolhatja a neutrophilek aranya és az oxidativ kdrnyezet

instabilitasa, igy standardizalasa kihivast jelent.

A NE az egyik legszélesebb korben vizsgalt biomarker CF-es kopetben. Tobb
tanulmany kimutatta, hogy a kdpet NE-aktivitasa forditott korrelaciot mutat a tiidéfunkcioval,
és elére jelezheti a tiidéfunkcid romlasat, sét a jovobeni exacerbaciok kockéazatat is.®
Ugyanakkor a NE szintjenek meghatarozasat befolyasolhatja a minta feldolgozéasa és
stabilitasa, valamint a jelenlévé endogén proteazgatlok (pl. al-antitripszin), ami korlatozza az
analitikai pontossagot. CF-ben a neutrophil granulocytak fokozott jelenléte miatt a kiilonb6z6
neutrophil eredetli protedzok nagy mennyiségben vannak jelen a 1égutakban, és feliillmuljak az
antiproteazok hatdsat. A proteaz/antiprotedz egyensuly felborulasa a légutak abnormalis
ontisztulasat, fokozott gyulladast és az immunvalasz karosodasat eredményezi.®* Az epithelialis
eredeti TLP (trypsin-like protease) aktivitas forditottan aranyos volt a FEV1 %-kal és azoknél
mértek magasabb értékeket, akik 5 éven beltl nem élték til a betegséget.®> Az antiproteaz
tulajdonsaggal biré un. whey acidic protein four-disulfide-core (WFDC) fehérjék kozil a
kopetben az SLPI (secretory leukocyte protease inhibitor) szintet talaltak a nem kezelt CF-es
betegekben a kontrollhoz képest, ami emelkedést mutatott antibiotikum kezelés hatasara.®

Tovabba szintén a WFDC fehérjecsaladba tartozd Elafin, amely hasitja a NE-t, alacsonyabb
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szintet mutatott P. aeruginosa fertézott CF-es betegekben.®” Ugyanakkor a HE4-et, amely
szintén ennek a fehérjecsaladnak a tagja, masok még nem vizsgaltdk korabban.

2.7.3. Biomarkerek a bronchoalveolaris mosofolyadékban

A bronchoalveolaris lavage (BAL) a légati gyulladds és immunaktivitas
legkozvetlenebb vizsgalati modszere, mivel a mintavétel kdzvetlenul a disztalis légutakbol
torténik. A BAL folyadék alkalmas a gyulladasos sejtek, citokinek és proteazok kvantitativ
mérésére, €s magas érzékenységgel tiikrozi a tiidoben zajldé patofiziologiai folyamatokat.
Ugyanakkor a BAL mintavétel egy invaziv eljards, amely szedaciot vagy altatast igényel, ezért
alkalmazasa foként kutatdsi és specialis diagnosztikai célokra korlatozddik, els@sorban
kisgyermekek és stlyosabb CF-es betegek esetében.® A BAL gyulladassal és infekcioval
asszocialt biomarkereinek alkalmazhatosaga igy elsdsorban a csecsemd- €s Kisgyermekkorban
jellemz6, amikor a léguti gyulladds még tiinetmentes és normal légzésfunkcid esetén is
érzékenyen koveti a légutak allapotdban bekdvetkezd valtozast.® Azonban a BAL eredetii
mediatorok hasznossaga nem bizonyitott a CF kovetésében®®, viszont alkalmasak lehetnek a
CF-es és nem CF-es egyének elkiilonitésére, > % akar az eltéré fenotipussal rendelkezd CF-es

betegek megkiilonboztetésére, ¥ % 9 valamint a terapia monitorozasara.*

A BAL mintdk citokin (pl. IL-8, IL-6 stb.) expressziojat a baktériumok és azok
produktumai, illetve a pro-inflammatorikus citokinek altal aktivalt NF-xB utvonal indukalja
kiilonbozd sejttipusokban.®* A IL-8 koncentracio szorosan korrelal a neutrophilek aranyaval és
a bakterialis kolonizacié mértékével, kilonosen P. aeruginosa fertézés esetén.’® Az 1L-8
azonban nem CF-specifikus marker, mivel szintje mas kronikus léguti gyulladasokban (pl.
bronchiectasia, COPD) is emelkedik, igy inkabb a gyulladas altalanos intenzitasat, nem pedig
a betegségspecifikus aktivitast tlkrozi. A transforming growth factor 1 (TGF-B1) CF-ben
kulcsfontossagii immunmodulator citokin, amely a kronikus gyulladas és a tiid6 remodelling
folyamatéaban jatszik meghatarozo szerepet. A TGFB1 aktivalja a fibroblasztokat, fokozza a
kollagén- és extracellularis matrix-fehérjék szintézisét, és gatolja az alveolaris epithélium
pozitiv korrelaciét mutat a strukturélis tiidékarosodds mértékével.*> A TGFP1 nemcsak egy
lokalis gyulladasos marker, hanem potencialis prognosztikai faktor is CF-ben.*® Ugyanakkor a
fehérje nem CF-specifikus, emelkedése mas fibrotizalo tiidobetegségekben — példaul idiopatias
pulmonadlis fibrozisban vagy kronikus aszpiracios szindromakban — is megfigyelhetd. A matrix

metalloproteindzok (MMP-k) — kullondsen az MMP-8 és az MMP-9 — a CF-es tiid6 gyulladasos
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és szovetkarosito folyamataiban kozponti szerepet toltenek be. Ezek a cinkfliggd
endopeptidazok felelések az extracellularis matrix lebontasaért, ami hozzajarul a 1éguti falak
destrukcidjadhoz és bronchiectasia kialakulasahoz. A BAL-ban mért MMP9-szint magas
korrel&ciot mutat a neutrophilek aranyaval és a léguti protedz-terheléssel, valamint el6re jelzi a
strukturalis tiidokarosodas progresszidjat gyermekeknél.®” Magas NE, MMP2 és MMP9
aktivitas szinteket mértek CF-es bronchiectasiaban a nem-CF eredetii bronchiectasias esetekhez
képest.>® A betegség korai stadiumaban a citokinek felszabadulasa és a cellularis folyamatok
megvaltozasa a BAL-ban tehat érzékenyen jelzik a légati gyulladasos folyamatok beindulasat
a még tiinetmentes gyermekekben. A betegséggel diagnosztizalt csecsemOk nagy részében aktiv
pulmonalis gyulladas kdvetkezik be; az esetek 30%-aban emelkedett NE aktivitas mérhetd,
20%-ban léguti infekci6 van jelen, mig 80%-ban CT vizsgalattal kimutathatak a strukturélis

tiiddkarosodas jelei mar 3 honapos korban.%?

Azt is fontos megjegyezni, hogy kora
csecsemOkorban a CT vizsgalattal kimutatott bronchiectasia az esetek egy részében meg
reverzibilis. A BAL-ban 3 honapos korban mért szabad NE aktivitds a perzisztalo
bronchiectasia prediktiv biomarkere.%

Mivel a jelenleg ismert biomarkerek hasznalhatosaga limitalt, vannak torekvések Uj
biomarkerként hasznalhatd proteinek BAL-bo1 torténd azonositasara a CF-es tiidobetegség
kovetése celjabol. CF-es gyermekek BAL mintaiban komplex témegspektrometrias analizise
soran Osszesen 93 metabolitot talaltak a neutrophilekhez kotheté gyulladassal 6sszefiiggéesben,
amelyek koril szamos molekula prediktiv értékkel birt a strukturdlis karosodas

szempontjabol.%°

2.8. Az EMT folyamata cisztas fibrozisban

Az epithelidlis-mezenchimalis tranzici6 (EMT) egy olyan transzkripcios
Gjraprogramozasi folyamat, amelynek soran az epithelialis sejtek mezenchimalis fenotipust és
viselkedést vesznek fel, mikdzben elveszitik epithelialis jellegiket, ezéltal megbomlik az
epithelium integritasa.’® Az EMT-t elésegitd fé transzkripcios faktorok (TF) kozé tartoznak a
SNAIL-, ZEB- és TWIST-csalad tagjai (pl..: TWIST1).1% A folyamat soran kiilonbdzo
sejtkdzotti kapcsolatok, igy a tight junctionok (TJ), az adherens junctionok (AJ), a gap
junctionok (GJ) és a dezmoszomak inaktivalodnak, mikozben citoszkeletalis atrendezédés is
végbe megy. Ennek kovetkeztében megsziinik az apikalis—bazalis polaritas, és megvaltozik a
sejtek morfologiaja. Ezzel parhuzamosan aktivalodnak a mezenchimalis fenotipusra jellemzd

gének, példaul a citoszkeletalis komponensekhez (vimentin, aSMA), a sejtkapcsolatokhoz (N-
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cadherin) és az extracellularis matrix (ECM) fehérjéihez (kollagén I, fibronectin) kapcsol6do
génekt 102 Jelenleg harom kiilonbdzé tipusa irhatd le az EMT-nek. Az embrionalis szakaszra
jellemz6 EMT (1. tipus) alapvetd szerepet jatszik a szoveti fejlédésben és az organogenezisben,
viszont ez a folyamat lecsendesitett allapotban van normal, egészseges szévetekben, amikor ez

a szakasz lezarul.

Ugyanakkor az EMT bizonyos patologias allapotokban is lejatszodik, példaul
gyulladasos betegségekben (l1. tipus) vagy daganatokban (I11. tipus).1%t 1A daganatokkal
Osszefliggésbe hozhatdé EMT elOsegiti a tumorprogressziot, hozzdjarulva az invaziv ¢€s
metasztatikus fenotipus kialakulasahoz®®, mig a Il. tipusi EMT a szoveti remodelling és
fibrozis egyik f0 hajtoereje a gyulladasos betegségekben. Ez a folyamat szamos kronikus
tidobetegségben, koztiik a kronikus obstruktiv tiidébetegségben (COPD), az idiopatias
pulmonalis fibrozisban (IPF), valamint a cisztas fibrozishan (CF) is kimutathaté volt. 1% Fontos
megjegyezni, hogy ezekben a betegségekben az EMT gyakran hibrid vagy reszleges formaban
van jelen, ami azt jelenti, hogy a sejtek koztes epithelialis/mezenchimalis allapotot mutatnak.
105, 106, 107 Ennek megfeleléen az EMT-t nem binaris folyamatként, hanem inkabb egy
dinamikus, mégis stabil allapotokat magaban foglalo spektrumkent kell értelmezni, ahol a
sejtek jelentds plaszticitassal rendelkeznek, és akar epithelidlis és mezenchimalis jellemzdket
egyszerre is kifejezhetnek. Valojaban az epithelialis sejtek, amelyekben aktivalodik az EMT -
program, ritkan alakulnak at teljesen mezenchimalis sejtté, ehelyett kiilonbozé markerek kevert
expresszidjat mutatjak.1o% 18 109 A TGFB1 az EMT egyik legfontosabb szabalyozé mediatora
jelentésen megemelkedett CF-ben a normal tiidészovethez képest, ami el6segiti a szoveti
fibrozist a tiiddoben, amely a f6 halalok a betegségben.!'® Ugyanakkor tovabbra sem teljesen
tisztazott, hogy az EMT aktivaciojat kizarélag a kdros CFTR-funkcio valtja-e ki, vagy ebben

masodlagos tényezdk, példaul bakteridlis fertdzés és kronikus gyulladas is szerepet jatszanak.
111,112
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5. abra: A CF-es légutak epithelidlis karosodasanak progresszidja. Egészséges léguti
epithelsejtekben a funkcionalis CFTR fehérje szerepet jatszik az epithelialis—mezenchimalis atmenet
(EMT) elleni védelemben. CF-ben a diszfunkcionalis CFTR jelenléte esetén kiilonb6z6 Kivalto ingerek
(pl. TGFpB1) hatasara fogékonyabba valnak az EMT kialakulasara. A sejtek elveszitik normalis

epithelidlis jelleguket, mikozben névekszik mind a mezenchimalis markerek, mind az EMT -hez tarsuld

transzkripcios faktorok szintje. (Quaresma és munkatarsai 2006-os kozleményébdl adaptalva.)'%?

A CF-ben korosan miikodé CFTR ioncsatorna normal koriilmények kozott szerepet
jatszik az epithelialis transzportfolyamatok szabalyozasaban, tovabba szamos sejtfunkcidban is

szerepet kapott, beleértve az epithelidlis sejtek differencialodasat, polarizaciojat és

“s oz

crer

cisztas fibrozisban a léguti regeneracid késleltetett, és az epithelialis differenciacio karosodott
114 “amit fokozott pro-inflammatorikus vélasz és megvaltozott MMP expresszid kisér — példaul
megnovekedett IL-8 és MMP9 termelés.!®> Emellett leirtak a CF-es léguti epithelialis sejtek
malignitasok, kiilondsen a gasztrointesztinlis daganatok kockazata.'® Ezek a megfigyelések
alatdmasztjak, hogy a CFTR potencialisan tumorszuppresszor szerepet tolthet be 117, és felvetik
annak lehet6ségét, hogy a CFTR miikodés zavara 6sszefliggésben allhat az EMT kialakulasaval

és az onkogenezis folyamataival.!®
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3. Célkituzések

Kisérletes munkdmban célul tiztiik ki a HE4 fehérje vizsgéalatat, mint j prognosztikai
biomarker, valamint patofiziolégiai mediator CF-ben. Ennek érdekében vizsgaltuk a CF-es
betegek szérum, illetve plazma mintaiban a fehérje koncentracio valtozasat kiilonb6zé CFTR
modulator kezelések hatésara a betegség sulyossaganak megallapitasa, illetve a terapias
lehetéségek hatékonysaganak dsszehasonlitasa céljabol. Tovabba a CF-ben emelkedett HE4
expresszid szabalyozdsdban résztvevd komplex cellularis folyamatok jobb megértése
érdekében in vitro korilmények kdzott léguti epithelsejteken vizsgaltuk a CF-hez tarsul6 EMT
folyamatdban a HE4 fehérje expresszi6janak valtozasat, valamint annak funkciondlis
kapcsolatat az MMP9-cel. Mindezek érdekében az alabbi kérdésekre kerestiik a valaszt:

e Kimutathato-e szoros 6sszefugges a plazma/szérum HE4 szint és a légzésfunkcios
paraméter (ppFEV1) érteke kozott, illetve alkalmas lehet-e a HE4 mérése a CFTR
modulator (Orkambi®, Kaftrio®) kezelések hatékonysaganak nyomon kovetésére?

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

e A CF-hez tarsulo6 EMT-ben hogyan valtozik a HE4 expresszioja és hozzajarul-e az
emelkedett MMP9 expressziojahoz bronchialis epithelsejt kultirédkban in vitro?

e Vajon a megvaltozott HE4 expresszié elésegiti-e az EMT fenotipus kialakulasat a

bronchialis epithelsejtekben?
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4. Anyagok és modszerek

A PhD értekezés alapjat képezd harom eredeti tudoméanyos kozleményben szdmos
Kisérletes és analitikai modszert alkalmaztunk az ex vivo klinikai mintak vizsgélatahoz,
valamint az in vitro sejtes kisérletek elvégzéséhez. Mivel az egyes vizsgalatok soran
alkalmazott eljarasok kozott metodikai atfedések vannak, a Kisérletekben és laboratoriumi
merésekben hasznalt mddszereket nem kdzleményenként elkilonitve, hanem 6sszevontan,

egységesitve mutatom be ebben a fejezetben.

4.1. A betegek kivalasztasa és a tanulmanyok felépitése

A két klinikai vizsgalatunkba bevont betegeket 6sszesen 4 betegcsoportba soroltuk
kiilonb6z6 szempontok alapjan, igy a csoportok jellemzbit elészor roviden kulon-kalon
dsszegzem a konnyebb érthetéség kedvéért. Elsd klinikai vizsgalatunkba 68 Orkambi® kezelt
(PROSPECT  study-bol retrospektiven kivalogatva, 1. tablazat), masodik klinikai
vizsgalatunkba pedig 0sszesen 123 Orkambi® (n = 43, 3. kohorsz) és Kaftrio® (n = 51, 1.
kohorsz; n = 29, 2. kohorsz) kezelt p.Phe508del mutéaciéra homozigota CF-es beteget
valogattunk be plazma és szérum HE4 szintek 6sszehasonlitasa céljabol (2. tablazat). A
betegeket ket kulfoldi (Division of Pulmonary and Critical Care Medicine, Johns Hopkins
University, Baltimore, MD, USA; Department of Pulmonology, Charles University, Praga,
Csehorszag) és négy hazai CF centrumbdl (Pécsi Tudomanyegyetem, Gyermekgydgyaszati
Intézet, Pécs; Orszagos Koranyi Pulmonologiai Intézet, Budapest; Torokbalinti
Tud6égyogyintézet, Torokbalint; Szent-Gyorgyi Albert Tudomanyegyetem,
Gyermekgyogyaszati Intézet, Szeged) valogattuk be. A CF diagndzisanak felallitasa az aktudalis
CF konszenzuson alapuldé diagnosztikai kritériumok alapjan tortént.!*® A bevalogatott
személyek mindegyike a betegség klasszikus formajat mutatta. A PROSPECT study-bdl
retrospektiv moédon 38 gyermek (18 év alatt) és 30 feln6tt CF-es beteg ker(ilt bevalogatasra. A
Kaftrio®-kezelésben részesiilé CF-es betegek az 1. kohorszban (n = 51) kizardlag felnéttek
voltak, ahol a nemek megoszlasa: 28 nd, valamint 23 férfi. A betegek életkoranak medianja 27
év volt (minimum: 20 év, maximum: 47 év). Ebben az alcsoportban két vizsgélati id6pont
szerepelt: a kezelés megkezdése el6tti és a terapia elinditasat koveté 3. honap, azonban a
COVID-19 pandémia kitorése miatt tovabbi kdvetési mintavételre nem volt lehetdség. A 2.
kohorsz gyermek- és fiatal felnéttkort betegekb6l (n = 29) allt. A nemek megoszlasa alapjan

17 n6 és 12 férfi volt, a medidn életkoruk 12 év volt (minimum: 6 év, maximum: 50 év). Ebben
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a betegcsoportban a mintavételek a kezelés megkezdése el6tt, valamint annak 1-2. és 3-6.
honapjaban torténtek, lehetévé téve a terapias valasz idobeli nyomon kovetését. A két CFTR
modulator hatdsanak 0sszehasonlitidsa céljabdl bevalogatott (n = 43) életkor és nem szerint
illesztett Orkambi® kezelt CF-es betege (3. kohorsz) median életkora 14 év volt (minimum: 11
év, maximum: 53 év). A vérmintavétel hirom idépontban tdrtént, hasonléan a Kaftrio®-val
kezelt 2. kohorsz mintaveteli protokolljahoz. A vérmintdk a fent emlitett idépontokban a
jarébeteg kontrollvizsgalatok alkalméaval keriiltek 6sszegytijtésre, amikor altaldban enyhe vagy

kdzépsulyos allapotban voltak a betegek.

. . Osszes CF-es CF-es gyermek CF-es felnott
Valtozok (n=68) (n=38) (n=30)
Eletkor (év) (median, min-max) 16 (6-29) 13 (6-17) 24 (18-29)
Nem (né/férfi), n 39/29 23/15 16/14

Kiindulasi verejtckklorid (mmol/L) 100,8 (64-116)  102,0 (76,5-114,0)  100,0 (64,0-116,0)
(median, min-max)
Eg)r(‘)d“'as' PPFEV1 (%) (median, min 80,8 (27.6-04,7)  86,5(347-947) 84,7 (27,6-92.8)

Kezelés elotti BMI (kg/m?) (medidn, min- 20,1 (14,1-28,5) 18,5 (14,1-26,6) 21,2 (16,2-28,5)

max)

ppFEV1 véltozédsa 6 hdnapnal (%) (atlag, ) ) 1
95% ClI) 2,6 (0,6-4,5) 3,7(0,9-6,5) 1,1(-1,6-3,7)
Tiid6funkcié javulas 6 honapnal (ppFEV1 34/34 20/18 1416

> 2.6% atlagos emelkedés) (igen/nem), n

Reszponder/nem reszponder (ppFEV1
> 5% valtozas alapjan 6 honapnal) 26/42 15/23 11/19
(igen/nem), n

P. aeruginosa pozitivitas (igen/nem), n 32/36 13/25 19/11

1. tblazat: Elsé klinikai vizsgalatunkba bevont Orkambi® kezelt CF-es populacié legfontosabb
demografiai és laboratoriumi paraméterei. A PROSPECT tanulmanyb6l 68 CF-es beteg kertlt

bevonasra*?®

amelyekb6l plazma HE4 meghatarozas tortént a tiiddéfunkcié javulasanak monitorozasara.
Az egyes paraméterek megoszlasat feltlintettiik killon a CF-es gyermekekre (n = 38) és felnéttekre (n =
30) is. A tiidéfunkeié javulasat a kezelés hatdsara a ppFEV1 % > 2,6%-0s atlagos emelkedésében
hataroztuk meg. Reszponder: az Orkambi® kezelésre jol reagalé (ppFEV1 % > 5% valtozéas alapjan 6
hénap utan); nem reszponder: az Orkambi® kezelésre nem vagy kevéshé reagald (ppFEV1 % < 5%

véltozas alapjan 6 honap utén).
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1. CF-es 2. CF-es 3. CF-es kohorsz
Valtozok kohorsz kohorsz Orkambi®
Kaftrio® (n=51) = Kaftrio® (n=29) (n=43)
Eletkor (év) (median, min-max) 27 (20-47) 12 (6-50) 14 (11-53)
Nem (né/férfi), n 28/23 17/12 23/20

Kiindulési verejtékklorid (mmol/L) (median,
min-max)

Kiindulési ppFEV1 (%) (median, min-max)

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

ppFEV1 valtozasa 3* vagy 6 honapnal (%6)

103 (61-119)

73 (24-107)

21,9 (17,0-34,4)

112 (66-149)

89 (40-147)

16,3 (13,2-25,3)

128 (61-166)

70 (23-120)

17,9 (13,2-27,9)

- * - - - -
(atlag, 95% CI) 17,5 (14,5-20,5) 4,0(-3,9-12,1) 1,6 (-1,6-4,7)
KIInC.iL,HaSI szérum C-reaktiv protein (mg/L) 4,5 (0,5-43,4) 2.4 (0,2-96,4) 2.3 (0,1-57.4)
(median, min-max)
Kiindulasi szérum kreatinin (umol/L) ) 71 (32-96) 68 (32-107)
(median, min-max)
Bakteridalis kolonizéacio (igen/nem), n - 7122 10/33
Reszponder/nem reszponder a ppFEV1 > 5% 46/5% 19/10 2921

valtozas alapjan 3* vagy 6 honapnal, n

2. tablazat: Masodik klinikai vizsgalatunkba bevont Kaftrio® és Orkambi® kezelt CF-es
populéaciok legfontosabb demografiai és laboratdriumi paraméterei. Osszesen 5 (hazai és kulfoldi)
centrumbdl bevéalogatott CF-es beteg (n = 123) szérum HE4 koncentracié meghatarozasa tortént a
tiidéfunkcio javulasanak kovetése érdekében. A tiidéfunkcid javulasat a kezelés hatasara a ppFEV1 %
> 5%-0s atlagos emelkedésében hataroztuk meg. Reszponder: a Kaftrio®/Orkambi® kezelésre jol reagél6
(PPFEV1 > 5% valtozas alapjan 6 honap utan); nem reszponder: a Kaftrio® Orkambi® kezelésre nem,
vagy csak kis mértékben reagal6 (ppFEV1 % < 5% valtozas alapjan 6 hdnap utan). *kezelés id6tartama

6 honap helyett csak 3 hdnap volt.

A ppFEV1 értékek alapjan tortént alcsoportok kialakitasa Sagel és munkatarsainak
kozleménye alapjan'®® keriiltek meghatarozasra, és ennek megfelelden az elsé 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 résztvevoi
a terapias valasz alapjan két alcsoportba kertiltek: ,,reszponder” azokat a betegeket, akiknél a
PpFEV1 értéke legalabb 2,6%-kal (els6 klinikai vizsgalat, 1. tablazat) vagy 5%-kal (masodik

klinikai vizsgalat, 2. tablazat) emelkedett a 6 hdnapos (Orkambi®, Kaftrio® 2. kohorsz) vagy 3
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hénapos (Kaftrio® 1. kohorsz) kovetési idészak soran. Ezzel szemben a ,,nem reszponder”
csoportba azok a betegek kerltek, akiknél a ppFEV1 ndvekedése 2,6% vagy 5% alatti volt.
Fontos megjegyezni, hogy a vizsgalati id6szak alatt egyik cisztas fibrozisos beteg sem tapasztalt

akut pulmonalis exacerbaciot.

A légzésfunkcid vizsgalatot spirometrids modszerrel, a ppFEV1 érték alapjan, a
jelenlegi iranyelveknek megfeleléen végezték.'?? A verejtékklorid-koncentracié analizisét
verejték vezet6képesség méréssel (sweat conductivity test) végezték a vizsgalati latogatasok
alkalméval. Fontos megjegyezni, hogy ezek a funkciondlis mérések azokon a napokon

torténtek, amikor a vérmintavétel is.

Egy amerikai centrumb6l (Division of Respiratory, Critical Care and Occupational
Pulmonary Medicine, Department of Internal Medicine, Salt Lake City, UT, USA) 72 CF-es
betegt6l (3. tablazat) szarmazd kopetmintakban szintén lemértik a HE4 szintjét és
rendelkezésre alltak kiilonb6z6 klinikai paraméterek is. Megvizsgaltuk, hogy kopet HE4
koncentracio korrelal-e a pulmondlis exacerbacio sulyossagaval, illetve vajon mutat-e
Osszefliggést olyan klasszikus képetben mért gyulladasos paraméterekkel, mint a NE, IL1-B,
MPO és MMP9.

Véltozdk Eredmények
Eletkor (év), median (min-max) 24,7 (13,2 - 47,5)

Nem (nd/férfi) 34/38

BMI (kg/m?), median (min-max) 21,1 (15,7 - 30,8)
\é;z;;;]élatkori ppFEV1 (%), median (min- 60,3 (11,8 - 105,3)

P. aeruginosa kolonizacid (igen / nem) 26 /33 (13 nem ismert)
P aiscerbdclc sima 0(@9,162,2002,346)
Pulmonalis exacerbacidk sulyossaga, n enyhe (22), kozepes (8), stlyos (39), bizonytalan (3)
Gyégyszerelés:

Corticosteroidok (oralis / inhalaciés), n 4146
CFTR-modulator (IVA /LUM-IVA), n 1/21
Azithromycin, n 37
Tobramycin, n 17

3. téblazat: Egy éven belll exacerbéciot mutatd 72 CF-es beteg fébb demografiai és laboratériumi
paraméterei, akiknél kopet HE4 koncentracié meghatarozas tortént. A vizsgalt CF-es betegek egy

része ivacaftor (n = 1), illetve ivacaftor/lumacaftor (n = 21) kezelést kapott.
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Osszegyiijtottiink tovabba 13 CF-es beteg BAL mintajat (4. tablazat) annak érdekében,
hogy analizljuk azok HE4 koncentraciojat, illetve in vitro megvizsgaljuk a CF-es légutakra
jellemzé megvaltozott korilmeények komplex hatasat a bronchialis epithelsejtekre. A BAL
mintakbdl készitettiink egy mintapoolt, majd a sejtekhez adtuk 20%-0s ardnyban és 48 éran
keresztul inkubdltuk. A kezelést kovetden a sejtekbdl total RNS-t izolaltunk, majd az EMT
markerek expresszios valtozasanak vizsgalata céljabdl RT-gPCR analizist végeztuk.

Valtozok Erték
Eletkor (év), median (min-max) 10 (1-18)
Nem (nd/férfi) 10/3

BMI (kg/m?), median (min-max) 16 (14,8-19,8)
Vizsgalatkori ppFEV1 (%), median (min-max) 99,3 (55-110)
HE4 (pmol/L), median (min-max.) 4913 (534,3-13207,4)
Verejtékklorid (mmol/L), median (min-max) 103 (90-117)
Neutrophil elasztaz (NE; ng/mL), median (min-max) 330 (40-540)
IL-8 (pg/mL), median (min-max) 210 (40-800)
Pulmonélis exacerbéacié a mintavétel utan (igen/nem) 5/4 (4 nem ismert)
S. aureus/A. xylosoxidans/tébb kérokozoé/nincs kolonizéacid 8/1/2/2

4. téblazat: A 13 CF-es beteg fobb demografiai és laboratériumi paraméterei, akik esetében
rendelkezéstinkre alltak a betegek BAL mintai. HE4 koncentracié meghatarozast végeztiink a BAL
mintakbol, illetve in vitro ezen mintakbdl készitett mintapoolt felhasznalva kezeltik a p.Phe508del-
CFTR-t expresszalo CFBE sejteket.

4.2. Plazma, szérum, kopet- és BAL mintdk HE4 koncentracié mérése

A vérmintakat vénas punkciéval nyerték, centrifugaltak plazmara és szérumra, ezt
kovetéen —70 °C-on taroltak, majd szarazjégen futarszolgalattal szallitottak a Debreceni
Egyetemre tovabbi feldolgozas céljabdl. A kopet és BAL mintak tarolasa és szallitasa is
ugyanigy tortént. A betegek plazma, szérum, kdpet-, illetve BAL mintaiban, tovabba a CFBE
sejtek  feltluszojdban a HE4 koncentraciokat kemilumineszcens —mikropartikularis
immunoassay modszerrel mértiik meg Architect® i2000SR, illetve i1000SR automatakon

(Abbott Diagnostics, Wiesbaden, Németorszag).

A CFBE sejtek feliluszojat a kezelési i1d6 eltelte utan leszivtuk, majd

szobahomérsékleten centrifugaltuk 10000 g-n 1 percig annak érdekében, hogy
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megszabaduljunk az esetleges sejtekt6l, sejttormelékektél, amelyek akadalyozhatjak a mérést.
Ugyanigy jartunk el a plazma, szérum, kdpet és BAL mintak esetén is kiolvasztas utan.

4.3. Sejtkultarék és kezelési korilmeényeik

A CF-es légutakra jellemz6é sejtes korilményeket biztositd p.Phe508del-CFTR
mutécidt, illetve a vad tipust CFTR-t (Wt-CFTR) expresszalé CFBE 410" sejtek Dr. J. P. Clancy
laboratoriumabdl szarmaznak (Cincinatti Chilren’s Hospital Medical Center, Cincinnati, OH,
USA). A sejtek tenyésztéséhez Earl’s BSS-t (EBSS) és 1% L-glutamint tartalmazé 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)
hozzéaadasaval. A sejteket 37°C fokon, 5% CO2 koncentracio 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 feliiluszobol torténd
mérésekhez pedig 6-well plate-ekbe passzaltuk (2,5 x 10° sejt/well) 24 6raval a kezelés eldtt
azert, hogy a sejtek letapadjanak, majd az EMT indukalasa céljabol 37°C fokon 24 oéraig
TGFB1-gyel kezeltiik, kontrollként pedig 40 mM ecetsav és 0,1 % BSA kombinacidjat adtuk,
valamint a CFTR modulatorok kombinaciojaval: lumacaftor (3 uM) és ivacaftor (10 uM)
(LUM/IVA) vagy elexacaftor (3 uM), tezacaftor (5 uM) és ivacaftor (10 uM) (ELX/TEZ/IVA)

egyuttes adasaval. Utdbbi esetekben a negativ kontrollként DMSO-t hasznéaltunk.

A CFTR-csatorna aktivitast FSK (10 uM) ¢és IBMX (100 uM) kombinacidjaval
(FSK/IBMX) fokoztuk mindkét sejtvonal esetén (a CFTR modulatorral kezelt vagy nem kezelt
sejteknél is), mig a CFTR gatlas céljabol CFTRinn172-t (20 uM) adtunk a wt-CFTR-t expresszalo
CFBE sejtekhez. A kontroll mintakhoz ebben az esetben is DMSO-t adtunk. A CFTR
modulatorok altalunk alkalmazott kisérleti kortilményei 6sszhangban vannak a korabbi in vitro

tanulmanyokban alkalmazott mddszerekkel, 123 124125

A p.Phe508del-CFTR mutaciot hordozd CFBE sejteket 24 o6raval a transzfekcio elott
plateltik (2,5 x 10* sejt/well) IF mikroszk6pos méréshez 8-well chamber-be (PEZGS0816,
Merck Group), illetve RNS izolalas és feliiluszobol torténé mérésekhez pedig 24-well plate-be
(5 x 10* sejt/well), majd 37°C fokon 24 6raig a HE4 expressziojat egy specifikus SiRNS
(WFDC2 siRNS) segitségével 48 oraig. Kontrollként negativ kontroll SiRNS-t (NEGO1 siRNA)

alkalmaztunk.
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A CF-es léguti kornyezet komplexebb modellezése céljabdl CF-es betegek BAL
mintdibol mintapoolt készitettiink és 48 6raig kezeltik a p.Phe508del-CFTR mutaciot

expresszal6 CFBE sejteket 20%-0s minta koncentréacidban.

4.4. Sejtkultardk kezeléséhez alkalmazott reagensek

A CFTR korrektorként alkalmazott lumacaftort (VX-809, LUM) (S1565) és tezacaftort
(VX-661, TEZ) (S7059), elexacaftort (VX-445, ELX) (S8851), a CFTR potenciator hatasu
ivacaftort (VS-770, IVA) (S1144), a CFTR gatlasara hasznalt feszlltség-independens CFTR
inhibitor CFTRinn172-t (S7139), a CFTR aktivator forskolint (FSK, S2449) a Selleck Chemicals
cégt6l (Houston, TX, USA) rendeltiik. A cAMP foszfodiészteraz gatlo IBMX-t (3-isobuthyl-1-
methylxanthine, 15879) a Merck Group - tdl (St. Louis, MO, USA) szereztik be. A TGFp1
(PHG9214, Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, MA, USA) kivételevel a reagensek
mindegyikének a dimethyl-sulfoxide (DMSO, Merck Group) volt az olddszere (a TGFpB1
olddszere: 40 mM ecetsav és 0,1 % BSA kombinéacidja). A HE4 (WFDC2) specifikus SiRNS-t
(WFDC2 siRNS, ID: 4392420, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) és a kontrollként alkalmazott
NEGO1 siRNS-t (Silencer Select Negative Control No.1, ID: 4390846, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) pedig a Thermo Fischer Scientific-t61 szereztiik be.

4.5. Sejt-életképesség vizsgalat MTT assay-vel

A sejtek életképességének vizsgalatara MTT alapu assay-t végeztiink TGFB1 kezelést
kovetden. A sarga szinit MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl) -2,5-diphenyltetrazolium bromide;
Sigma-Aldrich) festéket az él6 sejtek mitokondrialis dehidrogenaz enzimjei redukaljak és
formazan kristalyokka alakitjak, mely dimetil-szulfoxidban (DMSO, Sigma-Aldrich) feloldva
éléenk lila szint ad. Az elhalt sejtek nem rendelkeznek aktiv mitokondriummal, igy nem képesek
ezt az atalakitast elvégezni, és nem szinez6dnek el. A CFBE sejteket (25 000 sejt/well) PLL-lel
elokezelt 24-well plate-ben (SPL Life Sciences, Naechon-Myeon, Korea) novesztettik, majd
0-120 oran keresztiil TGFB1-nek tettik ki. A kezelést kovetden a feliiluszot eltavolitottuk és
minden wellbe 300 uL HBSS-ben (Sigma-Aldrich) feloldott MTT oldatot adtunk. Harom 6réas
inkubacio utan (37 °C, 5% COg, parasitott légkdrben) az MTT oldatot eltavolitottuk, majd a lila
formazan kristalyokat 300 uL DMSO-ban oldottuk fel. A szin detektalasat spektrofotométerrel

végeztik (550 nm) és a kapott optikai denzitasb6l (OD) szamoltuk a szazalékos értékeket a nem
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kezelt sejtek OD értékeinek atlagat véve 100%-nak. Pozitiv kontrollként H.O2-vel (50 uM),
negativ kontrollként pedig TNF-a-val (100 ng/mL) kezeltlik a sejteket 48 éran keresztdil.

4.6. A CFTR-csatornan keresztll folyd kloriddram vizsgalata patch clamp modszerrel

A CFBE sejtekben a kloridaramot un. ,,egész sejt” patch-clamp technikéaval analizaltuk,
hasonléan korabban publikalt vizsgalatokhoz %% 27, Az alkalmazott extracellularis oldat
Osszetétele a kovetkez6 volt: 145 mM NaCl, 4 mM CsClp, 1 mM CaClz, 1 mM MgCl,, 5 mM
D-glucose és 10 mM HEPES (pH 7,4 315 mOsm NaOH-dal titralva). Az intracellularis pipetta
oldat a kovetkezOket tartalmazta: 113 mM L-aszparaginsav, 113 mM CsOH, 27 mM CsCl, 1
mM NaCl, 1 mM MgCl,, 1 mM etilénglikol-tetraacetatsav (EGTA), 10 mM HEPES és 3 mM
Mg-ATP (pH 7,2 285 mOsm CsOH-dal titralva). Minden oraban friss Mg-ATP oldat kertlt
hozzéaadasra az intracellularis oldathoz. Az intracelluléris oldatot jégen taroltuk felhasznalas
elott. A FSK/IBMX-et és a CFTRinn172-t kozvetleniil a mérés el6tt adagoltuk az extracellularis
oldathoz. Az elektrofiziolégiai ~mérésekhez hasznalt mikropipettdk boroszilikat
uvegkapillarisokbdl (GC150-TF10, Harvard Apparatus Co., Holliston, MA, USA) keriltek
felhzasra 4 fazisban egy Flaming Brown tipusu automata pipetta hdzoval (Sutter Instruments,
San Rafael, CA, USA). A pipettdk hegyatmérdje 0,5 - 1 pum volt, ellendllasuk pedig az
alkalmazott oldatok esetén 3-10 MQ. A mérésekhez Axopatch 200B patch-clamp erdsitét
(Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) hasznaltunk feszultség-zar tizemmaodban,
ezaltal a vizsgalt sejt membranpotencialja konstans értéken tarthaté, mikozben a
sejtmembranon atfolyd aram nagysaga meghatarozhatd. A mérések soran Burleigh PCS5000
(Thorlabs Inc., Newton, New Jersey, USA) mikromanipulatort hasznaltunk. Az ingerld
feszlltség-impulzusokat és az adatgyiijtést IBM kompatibilis személyi szamitogép vezérelte
Axon Digidata 1440 (Molecular Devices Inc., Sunnyvale, CA, USA) illesztéegységen keresztiil
a pCLAMP10 programcsomag (Molecular Devices Inc.) segitségével. Az aramgorbéket 3
polust Boxcar sziirGvel sziirtiik. A rogzitett aram -40 mV-ra volt allitva, és kétféle fesziiltség-
clamp protokollt alkalmaztunk a CFTR iondram mérésére. Elsdként 5 méasodpercig tarto, -40
mV-r6l 0 mV-ra valtozo egyszeri depolarizaciot alkalmaztunk 4-5 percen keresztil az ionaram
monitorizalasara, és annak igazoldsdra, hogy szdmottevé elfolyd iondrammal nem kell
szamolnunk. Az aram-fesziltség (I-V) kapcsolat kovetésére a sejteket -40 mV-os rogzitett
feszultségen tartottuk és -80 mV-tol +80 mV-ig terjedd fesziiltség tartomanyban depolarizaltuk
kiilonboz6 potencialokkal, 10 masodpercenként torténé 20 mV-0s lépesekben. A méréseket

minden esetben szobahdmérsékleten végeztiik. A vizsgalatok kivitelezésében Dr. Szanto G.
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Tibor, Dr. Arnddi-Mészaros Beata és Prof. Panyi Gyorgy (Debreceni Egyetem, AOK,
Biofizikai és Sejtbiologiai Intézet) nydjtottak segitséget.

4.7. Totadl RNS izolalas

Az CFBE sejtkulttrakbol, valamint pulmonélis mezenchimalis éssejtekbél (MSC) és
CF-b6l szarmazo tidé eredetli fibroblasztokbol (DHLF-CF) kinyerheté 6ssz RNS-t TRI
reagens segitségével (Molecular Research Center Inc., Cincinnati, OH, USA) izolaltuk a gyarté
ajanlasa szerint. A kezelést kovetden a sejtekrol eltavolitjuk a felliliszot (ezeket a fent emlitett
modon eltettik tovabbi felhasznaldsra), majd Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS)
oldattal torténé mosast kovetden 1 mL TRI reagensben erds szuszpendalast kovetden feloldjuk
és - 20 °C-on (hosszu tavon - 80 °C-on) taroljuk felhasznalasig. Az RNS mintak tisztasagat és
koncentraciojat NanoDrop 2000 spektrofotométerrel (Thermo Scientific, Wilmington, DE,
USA) ellendrizziik. Az RNS-mintakat -80°C-on taroltuk tovabbi analizis el6tt.

4.8. A HE4 expresszio gatlasa siRNS transzfekciéval CFBE sejtekben

A p.Phe508del-CFTR mutaciot hordozd CFBE sejteket 24 oraval a transzfekcio elott
(25 000 sejt/well) plateltik 24-well plate-re. A mutans CFBE sejtekben a HE4 (WFDC2)
expressziojat egy specifikus siRNS segitsegével csokkentettik (20 pmol, ID: 4392420,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), a gyartd utasitasai szerint, 48 Oras inkubacidés id6vel.
Kontrollmintaként negativ kontroll siRNS-t (NEGO1 siRNA) alkalmaztunk (Silencer Select
Negative Control No.1, 20 pmol, ID: 4390846, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), illetve a
sejtekbe torténd bejutashoz sziikséges lipofectaminnal (13778100; Lipofectamine™
RNAIMAX Transfection Reagent, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, USA) eldzetesen
5 percig inkubaltuk az siRNS-eket. A transzfekcié hatékonysdgat a HE4 expresszio
fehérjeszinti (immunfluoreszcens mikroszkopiaval, IF) és mMRNS-szinti (RT-qPCR)

kimutatasaval ellen6riztik.

4.9. Valés idejii kvantitativ PCR (RT-gPCR) analizisek

Az izolalt RNS mintakbdl az RT-gPCR-hoz sziikséges komplementer DNS szintézist
High Capacity cDNA Reverse Trancription kit (Applied Biosystems, Vilnius, Litvania)
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segitségével végeztik. A DNS készitéshez hasznalt RNS mennyisége 1000 ng volt a CFBE
sejtek esetén. Az RT-qPCR elvégzése céljabdl egy LightCycler 480 qPCR késziiléket (Roche
Diagnostics, Mannheim, Németorszag) hasznaltunk. A HE4 expresszio, illetve EMT markerek
és egyéb gyulladasos markerek (pl.: E-cadherin, N-cadherin, Vimentin, IL1B) kvantalasa soran
a LightCycler 480 SYBR Green | Master mix (Roche Diagnostics) reagenst, valamint minden
target RNS-re specifikus oligonukleotid primert (10 uM, Integrated DNA Technologies,
Leuven, Belgium) hasznaltunk (5. tablazat). A PCR reakcid lefuttatdsahoz 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 6sszes mérést triplikatumban végeztik. Referenciagénként az RPLPO
(36B4) gént, illetve a transzfekcid specificitasanak igazolasara emellett még a GAPDH gént is
alkalmaztuk. A transzfekci6 hatékonysagat részben a HE4 expresszid6 mMRNS-szintii
kimutatasaval ellenOriztiik. Ezen tulmenben 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=Cqsess-CqHes, mig a célgénben bekdvetkezett valtozas mértéke a

referenciagénhez viszonyitva a kovetkezéképpen lett konvertalva: F=24<9,

Messenger RNS | Forward primer RT-qgPCR-hoz Reverse primer RT-gPCR-hoz

HE4 5' - ATAGCACCATGCCTGCTTGT - 3' 5' - TGCTCCTGTGCCTGAGACTA - 3
E-cadherin 5 - TTTCCACCAAAGTCACGCTG - 3 5' - CCAGGAGAGGAGTTGGGAAA - 3
N-cadherin 5' - GGACAGTTCCTGAGGGATCA -3 5 - GGATTGCCTTCCATGTCTGT - 3
MMP9 5' - GAACCAATCTCACCGACAGG - 3 5'- GCCACCCGAGTGTAACCATA -3
IL1p 5' - AGCCAGGACAGTCAGCTCTC - 3 5' - AGAGGCCTGGCTCAACAA -3
Vimentin 5 - AGTCCACTGAGTACCGGAGAC-3 |5 -CATTTCACGCATCTGGCGTTC -3
GAPDH 5' - AGCCACATCGCTCAGACAC -3 5 - GCCCAATACGACCAAATCC - 3
TWIST1 5' - GTCCGCAGTCTTACGAGGAG -3' 5 - GCTTGAGGGTCTGAATCTTGCT -3
RPLPO (36B4) |5'- ATGCAGCAGATCCGCATGT- 3' 5 -TCATGGTGTTCTTGCCCATCA - 3

5. tablazat: A RT-qgPCR mérések soran alkalmazott forward és reverse primerek szekvencigja.

4.10. Az MMP9 és N-cadherin fehérjek detektalasa ELISA modszerrel

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

elindulasat/fokozodasat kiilonboz6 in vitro végzett kezelések hatasara.

4.11. Immunfluoreszcens (IF) mikroszkdpos vizsgalatok

Az EMT-re jellemz6 fenotipus kimutatadsat CFBE sejtkultardkban immunfluoreszcens
festéssel (IF) végeztik az EMT specifikus markerek (E-cadherin, N-cadherin, Vimentin)
fehérje szintli vizsgalatanak céljabol. Ehhez a vad tipust (wt-CFTR) és a p.Phe508del-CFTR
mutécidt hordoz6 CFBE sejteket specidlisan erre a célra gyartott 8-well chamber-ben (amely
egyben targylemezként is funkcional a mikroszkopos vizsgalat soran a festést kdvetden)

tenyesztettik (2,5 x 10* sejt/well), majd kezeltiik két napon keresztil.

Az EMT-re jellemz6 markerek pozitivitasat a sejtmembranban mindkét sejtvonal
esetében eldszor a genotipus alapjan figyeltik meg. Az EMT folyamatat ezt kovetGen
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben TGFB1 (15 ng/mL) hozzaadasaval 48 oran keresztiil

indukaltuk, mig a kontrollmintak csak a kezel6anyag 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 oran at. A sejteket ezt kovetden jéghideg
metanol-aceton (50 v/v%) oldattal fixaltuk 10 percig. A nem specifikus antitestk6tédési
helyeket FBS-sel (Merck Group) blokkoltuk 15 percig.

Az EMT markerek primer jeldléséhez az alabbi antitesteket alkalmaztuk 1 0ras
inkubalassal: monoklonalis egér anti-human E-kadherin (610181) és N-kadherin (610920) (250
ug/mL, BD Biosciences), poliklonalis nyul anti-HE4 (AB273130) és anti-MMP9 (AB73734)
(100 pg/mL, Abcam). A szekunder jelolést FITC-cel konjugalt kecske anti-egér (A11029) és
anti-nyal (A11034), illetve rhodaminnal konjugalt kecske anti-egér 1gG (2 mg/mL, higitas:
1:400, Thermo Fisher Scientific Inc.) antitestekkel végeztiik 1 éran keresztil. 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)
festettlik meg, és a mintakat Zeiss Axio Scope.Al fluoreszcens mikroszképpal (HBO 100

lampa; Carl Zeiss Microimaging GmbH, Géttingen, Németorszag) vizsgaltuk. A mikroszkopos
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beallitasok a kovetkezOk voltak: DAPI: gerjesztés G 365 nm, emisszi6 BP 445/50 nm,
fluoreszcein (FITC): gerjesztés BP 470/40 nm, emisszié BP 525/50 nm, rhodamin: gerjesztés
BP 546/12 nm, emisszié BP 575-640 nm. A képeket ZEN 2012 v.1.1.0.0 szoftverrel (Carl Zeiss
Microimaging GmbH) elemeztiik, és minden marker esetében atlagos fluoreszcenciaintenzitast
(MFI) szamitottunk a pozitivitds mértékének kvantifikdlasara. Az immunfestés specificitasat
szekunder antitesttel torténd inkubalassal ellendriztiik, és hattérfestddést nem tapasztaltunk. A
vizsgalatok kivitelezésében Dr. Fenyvesi Ferenc és Dr. Rusznyak Agnes (Debreceni Egyetem,
Gydbgyszerésztudomanyi Kar, Gydgyszertechnoldgiai Tanszék) nyujtottak segitséget.

4.12. Etikai engedélyek

A kutatést a Debreceni Egyetem Regionalis Etikai Bizottsaga (engedélyszam: 4813—
2017) és a Magyar Tudomanyos 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 kutatasok etikai
elveinek — megfeleléen. A biobank alkalmazasat a Cystic Fibrosis Foundation Therapeutics
(CFFT) felulvizsgalta és elfogadta, amely teljesen anonimizalt cisztas fibrdzisos mintakat
biztositott a kutatds szamara. A kutatashoz anonimizalt cisztds fibrozisos mintékat a

magyarorszagi CF-centrumok biztositottak.

4.13. Statisztikai elemzés

Az adatokat atlag + 95%-o0s konfidencia intervallumban (95% CI) illetve ahol jeleztik,
medianként (1. és 3. kvartilis, IQR), vagy medianként (min-max) formaban adtuk meg. Az
adatok normalitdsdnak vizsgalatara a Shapiro-Wilk és Kolmogorov-Smirnov tesztet
alkalmaztuk. A normal eloszlast adatok két csoport kozotti dsszehasonlitdsat parositott t-
probaval végeztik, mig a nem normal eloszlasu klinikai és laboratériumi valtozok esetében a
Mann-Whitney U-prébat hasznaltuk két csoport adatainak Osszehasonlitasara. Amikor a
kiindulasi (baseline) és az utankovetéses (follow-up) mintak eredményeit hasonlitottuk ¢ssze,
a Wilcoxon-féle parositott tesztet alkalmaztuk. Tobb csoport dsszevetésekor a parametrikus
ANOVA vagy a nem parametrikus Friedman tesztet alkalmaztuk, Dunn-féle post-hoc
analizissel. A Spearman-féle rangkorrelacios egyutthatot (r) hasznaltuk a plazma HE4 és a
ppFEV,, valamint a verejtékklorid koncentracio és a BMI abszolat vagy delta értékei kdzotti

Osszefliggések vizsgalatara. A tobbszoros logisztikus regresszios elemzést annak értékelésére
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alkalmaztuk, hogy mely kovariansok befolyasoljak leginkabb a ,reszponder” statusz
valoszintiségét a LUM/IVA kezelés megkezdését kovetd 6. honapban. A vizsgalt kovariansok
a kovetkezok voltak: delta HE4, életkor, nem, kiindulasi ppFEV1, verejtékklorid-koncentrécio,
BMI, valamint P. aeruginosa pozitivitas. A ROC-gorbe (receiver operating characteristic) alatti
teriilet AUC (area under the curve) értékét mind az abszolut, mind a delta HE4 esetében
meghataroztuk annak vizsgalatara, hogy a tiidéfunkcid javulasa kimutathato-e ezekkel a
paraméterekkel Kaftrio® vagy Orkambi® kezelés mellett a 3. vagy 6. honapban (az alcsoporttdl
fliggden). A ppFEV1 étlagos valtozasanak 2,6%-at (LUM/IVA) és 5%-at (Kaftrio® vagy
Orkambi®) hataroztuk meg a binaris valtozo hatarértékeként. A delta HE4 esetében az AUC
értéket kilon is elemeztlik, amikor a 5%-os delta ppFEV1-t valasztottuk hatarértéknek, mivel
ez a mértéki tiidéfunkcio javulas varhato egy a kezelésre jol reagald (,reszponder”) betegtdl.1?:
A cut-off vagy kuszob értéket a Youden-index maximuma alapjan hataroztuk meg
(szenzitivitas, specificitds, PPV, NPV). A p <0,05 értéket tekintettlik 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 végeztik.
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5. Eredmények

5.1.A plazma HE4 koncentraci6 vizsgalata p.Phe508del-CFTR mutéciéra homozigéta CF-
es betegekben Orkambi® kezelés hatasara

Az irodalmi adatok alapjan munkacsoportunk elsoként kezdte el konzekvensen
vizsgéalni a HE4 fehérje plazma/szérum koncentracidjat a CF-es betegek laboratoriumi
vizsgalata érdekében nem tumormarkerként, mint ahogyan korabban alkalmaztak malignus
korképekben,128:12° hanem mint egy (j tipust gyulladasos paraméter. 28 ®8 Kivancsiak voltunk
arra is, hogy vajon a plazma HE4, mint (ij potencialis biomarker alkalmas lehet-e az Orkambi®
kezelés hatékonysadgénak a monitorozasara CF-es betegekben. Vizsgélataink elején még csak
az Orkambi® volt elérhetd, mint CFTR modulator, majd idé kozben valt elérhetévé a Kaftrio®
is. Igy els6ként az Orkambi® kezelésben részesiilt betegekre vonatkozo eredményeket

szeretném részletesen bemutatni.

5.1.1. Kiilonboz6é Klinikai paraméterek és a plazma HE4 szint valtozasai LUM/IVA

(Orkambi®) kezelés hatasara

A verejtékklorid koncentracié atlagosan —18,1 mmol/L-rel csdkkent (95% CI: —22,3 —
—15,0) a LUM/IVA kezelés megkezdését kovetd 1 honapon beliil, és ez a csokkent érték a 6.
hoénapban is fennallt (atlagos valtozas: —18,9 mmol/L; 95% CI: —24,5 — —14,8) a kezelés elotti
adatokhoz képest (6/A. abra). A ppFEV1 érték tekintetében mérsékelt, statisztikailag nem
szignifikans valtozas 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 (6/B. abra), ellentétben a teljes vizsgalati populaciéban korabban
kimutatott eredményekkel.'?! A taplaltsagi allapot ugyanakkor jelent8sen javult, amit a
testtomegindex (BMI) folyamatos emelkedése is jelzett a vizsgalat soran, 0,73 kg/m? atlagos
ndvekedessel (95% CI: 0,42 — 0,98) a 6. honap végére (6/C. abra).

A plazma HE4 koncentraci6 a LUM/IVA kezelés megkezdése el6tt hasonld volt mas,
IVA kezelés el6tti CF-es esetekhez — median (IQR): 68,5 (56,6-87,3) pmol/L, mig egy korabbi
vizsgalatunkban 63,1 (47,9-97,5) pmol/L értéket mértiink®® (7/A. abra).

A plazma HE4 szint a kezelés megkezdését kovetéen minden vizsgalt idépontban
csokkent, a legnagyobb valtozas (delta érték) a 6. honapban volt megfigyelhetd: —10,7 pmol/L
(95% CI: —15,4 — —5.9) a kezelés el6tti szinthez képest (6/D. abra). Erdekes médon a HE4
atlagos valtozésa a 12. honapra kisebb mértékii volt (—6,5 pmol/L, 95% CI: —12,4 ——0,5), ami
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mérsékeltebb 1égzésfunkcio-javulassal jart egyitt (delta ppFEV1: 1,0%, 95% CI: —1,7 — 3,8) a

vizsgalati id6szak végére.
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6. dbra: A LUM/IVA Kkezelés hatasara bekovetkezé valtozasok Kiilonb6zé Kklinikai
paraméterekben a 12 hénapos kovetési id6 alatt. Az atlagos valtozas (95%-os ClI) a verejtékklorid
koncentracidban (A), a ppFEV1-ben (B), a BMI-ben (C), valamint a plazma HE4 koncentracidban (D)
CF- es betegekben (n = 68) LUM/IVA terapia megkezdése el6tt, illetve 1, 3, 6 és 12 honappal azt
kovetOen. A statisztikai elemzéseket Friedman-prébaval, Dunn-féle post hoc teszttel végeztik. *p <

0,05, **p < 0,01, **xp < 0,001, ***+p < 0,0001 a kiindulasi értékhez viszonyitva.

A Spearman-féle korrelacios vizsgalat alapjan a ppFEV 1 valtozésa az 1. és 6. honapban
nem mutatott szignifikans 0sszefuiggést a verejtékklorid koncentracio valtozasaval sem az 1.
hénapban (r = 0,0595; p = 0,6403), sem a 6. hénapban (r = 0,0148; p = 0,9117) (7/B-C. &bra).
Mindezek alapjan az volt a célunk, hogy felmérjuk a plazma HE4, mint potencialis biomarker
hasznalhatésagat a LUM/IVA CFTR modulator terapia hatdsdnak nyomon kovetésében a

vizsgalati id6pontok soran (7/A. abra).
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7. dbra: A plazma HE4 szint meghatarozasa LUM/IVA Kkezelés elétt, valamint a kezelés soran (1,
3, 6 és 12 honapnal). A pontok az egyedi HE4 értékeket jelolik, mediannal és interkvartilis tartomannyal
(IQR) egyiitt (A). A statisztikai elemzéseket Friedman-prébaval, Dunn-féle post hoc teszttel végeztiik.
*p < 0,05, *xp < 0,01, ***p < 0,001, ***xp <0,0001 a kiindulasi értékhez viszonyitva. A verejtékklorid
koncentracio valtozasa (delta értékek) és a ppFEV1 kozotti korrelaciot vizsgaltuk 1 hénapnal (B), illetve

6 honapnal (C) Spearman-probaval. E valtozok kozott egyik id6pontban sem volt kimutathatod

Osszefliggés.
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5.1.2. A plazma HE4 szint valtozas korrelaciojanak vizsgalata legzésfunkcié (ppFEV1)

javuldsaval LUM/IVA kezelés hatasara

Els6ként megvizsgaltuk a plazma HE4 koncentracio és a ppFEV1 értékek kozotti
Osszefiiggést a LUM/IVA kezelés megkezdésekor és a 6. hdnapban, amikor a legnagyobb
tidéfunkcio javulas volt kimutathatd. A ppFEV1 értéekek ugyanazon a napon Kerlltek
meghatéarozasra, amikor a vérmintavetel tortént. A celunk az volt, hogy megvizsgaljuk, vajon a
plazma HE4 abszolut értékei tikrozik-e a tiidéfunkcio allapotat. A vizsgalat eredményei szerint
szignifikans, forditott korrelacié all fenn a kezelés el6tti HE4 szintek és a ppFEV1 értékek
kozott (r = —0,5661; p < 0,0001) (8/A. é&bra). Hasonloképpen, negativ dsszefliggés volt
kimutathat6 a plazma HE4 koncentraciok és a ppFEV1 értékek kozott a LUM/IVA kezelés 6.
honapjaban is (r = —0,5294; p < 0,0001) (8/B. abra).
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8. dbra: A HE4 koncentracio és a ppFEV1 értékek kdzotti korrelacio elemzése a kezelés elétt (A),
valamint a LUM/IVA kezelés megkezdését kiveté 6. hdnapban (B). A HE4 atlagos valtozésa és a
ppFEV1 delta értékek kdzotti kapcsolat vizsgalata az 6sszes beteg bevonasaval (C). Ezt az dsszefliggést
kulon elemeztilk a 18 év alatti CF-es betegek esetében is (D). A korrelacios analizist Spearman-prébaval

végeztik.
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Ezzel parhuzamosan a HE4 szintjének valtozasa a kiindulasi értékhez képest (azaz a
delta HE4) szintén szoros negativ korrelaciot mutatott a delta ppFEV1 értékével (r = —0,5297;
p < 0,0001) az Osszes vizsgalati résztvevo esetében (8/C. dbra). Amikor pedig az dsszefuggest
kiilon elemeztilk a 18 év alatti betegek alcsoportjaban, a korrelacidé még erételjesebbnek

bizonyult gyermekkorban (r = —0,7053; p < 0,0001) (8/D. abra).
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9. dbra: A kiindulési (A) és a 6 hénapos HE4 koncentraciok (B) elemzése a kiindulasi ppFEV1-
értékek alapjan meghatarozott harom alcsoportban. A plazma HE4 koncentraciék és a
verejtékklorid értékek (C), valamint a BMI értékek (D) kozotti korrelacié vizsgalata. Az értékeket
medianként (IQR) adtuk meg. A statisztikai elemzéseket Friedman-prébaval, Dunn-féle post hoc teszttel
végeztilk, a korrelacidkat Spearman-prébaval vizsgaltuk. ~p < 0,01, »+p < 0,001, »++p < 0,0001 két

csoport kozott.

Amikor az abszoluit HE4 koncentraciot a kezelés eldtti €s a 6 honapos iddpontban
értékeltik a kiindulési ppFEV1 alapjan (< 50%, 50-89% ¢és > 90%), ahogyan azt Sagel és
munkatarsai'®* korabban meghatdroztak, a kezelés elétti és 6 honapos HE4 szintek
szignifikdnsan magasabbak voltak azokban a betegekben, akiknek kiindulasi ppFEV1 értéke <
50% volt, 6sszehasonlitva a masik két alcsoporttal (9/A-B. abra). Fontos kiemelni, hogy a

legnagyobb és statisztikailag szignifikans atlagos HE4 valtozast azokban a (t6bbségében
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felndtt) CF-es betegekben figyeltik meg, akiknek a kezelés megkezdése elott sulyosan
kérosodott a tiidéfunkcidja volt (< 50% ppFEV1) (9/A-B. &bra). Ezzel szemben a legkisebb,
statisztikailag nem szignifikans valtozasok azoknal a betegeknél jelentkeztek, akiknek
Kiindulasi ppFEV1 értéke > 90% volt.
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10. abra: A plazma HE4 koncentraciok atlagos kilonbségét a kiindulasi ppFEV1 kategériak <
50% (A), 50-89% (B) és > 90% (C) alapjan hataroztuk meg. A bal oldalon a kiindulasi HE4 értékek
és a LUM/IVA kezelés 6 honapja utani eredmények lathatok, bemutatva a HE4 valtozasanak
tendenciajat az egyes alcsoportokban, a jobb oldalon az atlagos killdnbségek szerepelnek az egyedi
értékekkel egyitt. Az értékek atlagot jeldlnek (95%-os Cl-mal). A kiindulasi és a 6 honapos HE4

értékeket parositott t-probaval hasonlitottuk dssze. *+p < 0,001 a kiindulasi értékhez viszonyitva.

48



5.1.3. A plazma HE4 szint véltozés vizsgalata a CF-es tiidébetegség javulasanak elére
jelzésében LUM/IVA terdpia alatt.

Els6ként azt vizsgaltuk, hogy a LUM/IVA kezelés hatasara bekovetkezé HE4 szint
csokkenés elbre jelzi-e a tiid6funkcié javulasat, 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%-0s értékét — vagyis a vizsgalt betegcsoport
atlagat — hasznaltuk binaris hatarértékként. A delta HE4 esetében jelentés 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%-o0s specificitast mutatott az 6sszes vizsgalt beteg korében (11/A. abra).
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11. abra: A HE4 atlagos valtozasanak diszkriminativ képességét ROC-AUC analizissel
hataroztuk meg a kezelés 6. hdnapjaban, ahol a delta ppFEV1 2,6%-0s (A, B), illetve 5%-0s (C,
D) értékét alkalmaztuk binaris klasszifikatorként. A teljes kohorsz adataihoz képest (A) a HE4
koncentracio atlagos valtozasa kifejezettebb volt gyermekekben ugyanazon kiiszobérték alkalmazasa
mellett (B). Amikor a ppFEV1 delta értékének 5%-at vettiik klasszifikatorként, a HE4 AUC értéke
meérsékelten jelezte a megfelelé tiiddéfunkcio javulast az 6sszes CF-es beteg (C), valamint a CF-es
gyermekek (D) esetében.
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Gyermekek esetében a delta HE4 még nagyobb prediktiv erdvel 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 (11/B. &bra). Amikor a ,,j6 terapias valasz” elvart
javulasat jelenté 5%-0s 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 (11/C. &bra). Gyermekek
kdrében 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 (11/D. &bra).
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12. dbra: A plazma HE4 koncentrécid (A), a verejtékklorid koncentréacié (B) és a BMI értékek (C)
elemzése, két CF-es alcsoportban: 1) ,,reszponderek”, ha a ppFEV1 atlagos valtozasa > 5% volt a
kezelés 6. honapjaban, vagy 2) ,,nem reszponder”, ha a ppFEV1 névekedése 5% alatti volt. A
verejtékkloriddal és a BMI-vel ellentétben a plazma HE4 koncentracié csak a reszponder csoport
esetében mutatott szignifik&ns valtozast. Az értékeket medidnban (IQR) adtuk meg. A két adatcsoport
dsszehasonlitdsa Wilcoxon-féle pérositott teszttel tortént. ~+p < 0,01, =+p < 0,001 a kiindul&si értékhez

viszonyitva. Az SC a verejtékkloridot, a BMI a testtdmegindexet jel6li.
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Amikor a CF-ben szenvedé betegeket a terapias valasz alapjan két alcsoportra osztottuk
- vagyis reszponder csoportba soroltuk azokat, akiknel a ppFEV1 legalabb 5%-o0s &tlagos
javulast mutatott 6 honap LUM/IVA kezelés utdn, mig a nem reszponder csoportba azokat,
akiknél a delta ppFEV1 ennél kisebb volt - azt talaltuk, hogy szignifikans plazma HE4
csokkenés Kizarolag a reszponder betegekben volt megfigyelhet6, akiknél a 6 honap alatt a
vartnak megfeleld tidéfunkcid javulas kovetkezett be (12/A. dabra). Ezzel szemben a
verejtékklorid koncentrécio és a BMI mindkeét alcsoportban szignifikansan valtozott (12/B-C.
abra). Ez arra utal, hogy mig a verejtékklorid és a BMI jol tikrdzi a LUM/IVA kombinacio
altalanos hatasat, nem alkalmasak a terapias valasz mértékének megitélésére, és nem kilonitik

el a reszponder és nem reszponder betegeket egymastol.

Valtozok OR 95% ClI p érték
Kor 1,04 0,89-1,21 0,605
Nem 0,54 0,12-2,41 0,417
Kiindulasi verejtékklorid 1,01 0,97-1,05 0,765
Kiindulasi ppFEV1 1,09 1,02-1,16 0,005
BMI 1,13 0,88-1,45 0,326
P. aeruginosa kolonizéacié 0,73 0,14-3,80 0,709
Delta HE4 6 hénapnal 0,89 0,82-0,95 0,001

6. tdblazat: A ,,reszponder statusz” valésziniiségének ertékelése tébbszoros logisztikus regresszios
analizis alkalmazasaval az alabbi kovaridnsok figyelembevételével: delta HE4, életkor, nem,
kiindulasi ppFEV1, verejték-klorid koncentracio, BMI, valamint P. aeruginosa kolonizacié a
LUM/IVA Kkezelés megkezdését koveto 6 honapban. A delta HE4 és a kiindulasi ppFEV1 egymastol
fliggetlenul dsszefliggést mutattak a reszponder statusszal a ppFEV1 valtozasa (> 5%) alapjan a nem

valaszaddkhoz képest. Az OR az esélyhanyadost (odds ratio) jelenti.

Végul tébbvaltozos logisztikus regresszids analizist végeztiink annak vizsgalatara, hogy
mely tényezOk befolyasoljak leginkabb a reszponder statusz valoszintiségét (6. tablazat). A
vizsgalt kovariansok a kovetkezOk voltak: delta HE4, életkor, nem, kiindulasi ppFEV1,
verejtékklorid koncentracié, BMI, valamint a P. aeruginosa pozitivitds 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 ppFEV1 (OR: 1,09; 95% CI: 1,02-1,16; p = 0,005) fuiggetlen prediktor
tényezOknek bizonyultak a reszponder statusz szempontjabol a nem reszponder csoporthoz

viszonyitva (6. tablazat).
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5.2.A szérum HE4 koncentracio vizsgalata p.Phe508del-CFTR mutaciora homozigéta CF-

betegekben Kaftrio® kezelés hatasara

Masodik klinikai vizsgalatunkban a Kaftrio® kezeléshen részesiilt CF-es betegek
szérum HE4 szintjét analizaltuk. Ebben a vizsgalatban az Orkambi® kezelt CF-es betegeket
kontroll csoportként kezeltik a két CFTR modulator kezelés hatékonysaganak ésszehasonlitasa
érdekében. Kivancsiak voltunk, hogy vajon a HE4 alkalmas biomarker lehet-e a Kaftrio®
kezelés hatékonysadganak a monitorozasara CF-es betegek esetén, illetve in vitro kdriilmények
kozott is vizsgéltuk a két CFTR modulator CFTR korrigélé hatdsanak dsszehasonlitasat.

5.2.1. A LUM/IVA (Orkambi®) és az ETI (Kaftrio®) kezelés hatasanak ¢sszehasonlitasa a

szérum HE4 szintek valtozasan keresztil

Mivel a plazma HE4 szint jelentds valtozast mutatott a LUM/IVA kezelés hatésara,
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 részesiild, p.Phe508del mutaciora homozigota CF-es betegcsoportban. Az 1.
kohorsz felnétt 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,
fliggetlentil a kiindulasi értékt6l. Ez az id6pont volt az egyetlen utan kdvetéses vizsgalat ebben
a betegcsoportban (13/A. abra), a COVID-19 pandemia kitorése miatt tovabbi kdvetési
mintavételre nem volt lehetéség. A 2. kohorszban a legtobb CF-es beteg esetében szintén javult
a tiidéfunkcio, az atlagos ppFEV1-valtozas 4,0 [-3,9-12,1] % volt. A szérum HE4 szint mér a
Kaftrio® kezelés 1-2. hénapjaban fokozatos csokkent (p = 0,0076), amely a 3—-6. honapra
tovabb er6s6dott (p < 0,0001 a kiindulasi értékhez képest) (13/B. abra). Ezzel parhuzamosan
az Orkambi®-val kezelt betegek korében is szignifikansan alacsonyabb szérum HE4 értékeket
figyeltink meg a kdvetéses vizsgalatok soran (p = 0,0010 az 1-2. honapban, illetve p < 0,0001
a 3—6. honapban a kezelés elbtti 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®) részesiildkben a HE4 koncentraciok minden
kovetéses idépontban szignifikansan alacsonyabbak voltak, mint a LUM/IVA (Orkambi®)
csoportban (p = 0,0158 az 1-2. honapban, illetve p = 0,0474 a 3-6. hdnapban), ami 6sszefliggést

mutatott a tiidéfunkcid javulasanak mértékével (13/B. abra).
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13. abra: Szérum HE4 szintek a kezelés megkezdése elétt és Kiilonbozé kovetéses idopontokban
Kaftrio® kezelés alatt az 1. kohorszban (A), valamint Kaftrio® vagy Orkambi® kezelés alatt a 2.
kohorszban (B). Osszesen 123 p.Phe508del-CFTR variansra homozigta CF-es beteg keriilt
bevalogatasra.

Az egyéneken beluli HE4 szint valtozasokat kulon elemeztik és azt talaltuk, hogy a
legtobb betegnél a szérum HE4 koncentracié csokkent a kezelés el6tti és az utolsd idépont
kozott. Az 1. kohorszban a szérum HE4 szint a 3 honapos ETI kezelést kovetden jelentdsen
csokkent a kiindulési értékhez képest, az atlagos delta HE4 —45,7 pmol/L volt, mikozben 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 ppFEV1 éatlagosan 4,0%-kal nétt, a HE4 atlagos
valtozasa pedig —20,7 pmol/L volt (14/A-B. &bra). Ezzel szemben az Orkambi® kezelésben
részesiilé betegek esetében mindossze 1,6%-0s ppFEV1 ndvekedést tapasztaltunk, a HE4

atlagos csokkenése pedig —18,5 pmol/L volt a 3—6. honapra (14/C. abra).

Ezek a klinikai eredmények alatamasztjak, hogy a CFTR modulator terapiak hatékonyan
jarulnak hozza a szérum HE4 koncentracidé csokkenéséhez CF-ben. Tovabba, a Kaftrio®
kedvezdbb terapis hatdsa az Orkambi®-val szemben a légzésfunkcié javulasanak tekintetében

sikeresen nyomon kovethet6 volt a szérum HE4 szintek valtozasan keresztdil.
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14. dbra: Az egyéni HE4 koncentracio valtozasok elemzése CF-es betegekben. A szérum HE4 szint
alakulasa az 1. kohorszban (A) és a 2. kohorszban (B) Kaftrio® kezelés kezelt, valamint az Orkambi®
kezelésben részesiilé kontroll betegek esetében (C). A kiindulasi és a kdvetéses mintak kozotti HE4
értékek kulonbségének meghatarozas Wilcoxon-féle parositott teszttel tértént.

5.2.2. A szérum HE4 szint valtozas korrelaciojanak vizsgalata légzésfunkcio (ppFEV1)

javulasaval LUM/IVA és ETI kezelés hatasara

A szerum HE4 szinteket 0sszevetettilk a ppFEV1 értékekkel az ETI kezelt vizsgalati
alcsoportokban is, ahol kontroll csoportnak tekintettik a LUM/IVA kezelés alatt allo

betegcsoportot.
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15. abra: Korrelaciés vizsgalat a szérum HE4 koncentracio és a ppFEV1 értékek kozott. Az
osszefiiggés az 1. (A) és a 2. kohorszban (B) Kaftrio® kezelés alatt, valamint az Orkambi® kezeléshen
részesiilo kontroll betegek esetében (C) a HE4 szint és a ppFEV1 kozott. Az egyes alcsoportokban (D—
F) a HE4 étlagos valtozasa és a delta ppFEV1 kozotti 6sszefuiggeést is vizsgaltuk. A korrelécids analizist

Spearman teszttel végeztik.
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Minden kohorszban szignifikans, forditott korrelaciot talaltunk 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
mértiink (15/A-C. abra).

Ezzel parhuzamosan a HE4 szintjének valtozésa a kiindulasi értékhez képest (azaz a
delta HE4) szintén jelentOs negativ korrelaciot mutatott a delta ppFEV1 értékével az 6sszes
vizsgalati résztvevo esetében: az 1. kohorszban r = —0,559; p = 0,0001, a 2. kohorszban r =
—0,591; p = 0,0048, mig a LUM/IVA kezelést kapd csoportbanr =—0,511; p=0,0017 értékeket
kaptunk (15/D-F. abra).

A szérum HE4 szint tehat erésen korrelalt a ppFEV 1 értékekkel, ami arra utal, hogy az
Osszefiiggés a CFTR modulatorok altal kivaltott Iégzésfunkciod javuldssal allhat kapcsolatban.
Kulonosen figyelemre meéltd, hogy a delta HE4 értékek még jobban tukrozték a ppFEV1
valtozasait, kilondsen a 2. kohorszban, amelybe viszonylag fiatal, ETI kezelésben részesiilé

CF-es betegek tartoznak.

5.2.3. A szérum HE4 koncentracid valtozas vizsgalata a CF-es tiidobetegség javulasanak
elore jelzésében LUM/IVA és ETI kezelés alatt

Ezt kovetéen pedig azt vizsgaltuk, hogy vajon a HE4 szint csokkenés dsszefligg-e a
tiidéfunkcié javulasaval a Kaftrio® kezelés hatasara — csakigy, mint az Orkambi® kezelés
esetén —, amelyet szintén a ppFEV1 valtozasaval kovettiink. Ennek érdekében meghataroztuk
a delta HE4 megkiilonboztetd képességét akkor, amikor a ppFEV1 3 vagy 6 honap alatt
bekovetkezd 4,0%-0s valtozasat vettilk binaris hatarértékként mindkét Kaftrio® kohorszban,
valamint a Kaftrio® kezelés alatt all6 teljes betegcsoport két életkor szerint meghatarozott
alcsoportjaban. A feln6tt CF-es betegekb6l allo 1. kohorszban a delta HE4 esetében jelentOs
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%-os specificitast mutatott (16/A. abra). A gyerekeket és
felnétteket egyarant magaban foglalo 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%-0s
szenzitivitast és 70,8%-0s specificitast nyjtott (16/B. abra). 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%-

os specificitassal (17/A. abra).
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16. dbra: A HE4 atlagos valtozasanak (delta HE4) diszkriminativ képességét ROC-AUC
analizissel hataroztuk meg, ahol a Kaftrio® kezelés 3. vagy 6. hdnapjaban a delta ppFEV1 4,0%-
at alkalmaztuk binaris klasszifikatorként. A HE4 atlagos valtozasa jelentés AUC értéket mutatott az
1. (A) és a 2. kohorszban (B), valamint Kaftrio® kezelésben részesiild gyermekek (C) és felnéttek (D)
esetében.

A Kaftrio® kezelt betegek korében a HE4 étlagos valtozasa hasonld prediktiv értékkel
birt mind gyermekekben (AUC: 0,791 [95% CI 0,594-0,988], p = 0,0242), mind feln6ttekben
(AUC: 0,788 [95% CI 0,624-0,953], p = 0,0042). A cut-off értékek gyermekeknél -14,6
pmol/L, feln6tteknél —21,6 pmol/L voltak, amelyekhez 72,7% és 80,0%-0s szenzitivitas, illetve
77,8% és 81,3%-0s specificitas tarsult (16/C-D. abra).
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17. dbra: A delta HE4 diszkriminativ képességének meghatarozasa CF-es betegekben. ROC-AUC
analizist végeztiik az abszolut HE4 érték diszkriminativ képességének vizsgalatara Orkambi®
kezelésben részesiilé CF-es betegekben (A), valamint a Kaftrio® (B) vagy Orkambi® (C) kezelés 3. vagy
6. hdnapjaban, ahol a delta ppFEV1 4,0%-at alkalmaztuk binaris hatarértékként.

A kiindulasi abszolit HE4 szintek diagnosztikai jellemz6it is elemeztiik annak
megitélésére, hogy kepesek-e eldre jelezni a CFTR modulator kezelésre adott klinikai valaszt,
amelyet a ppFEV1 3-6 honap alatt bekdvetkez6 4,0%-0s javulasa alapjan hataroztunk meg.
Azonban egyik vizsgalt kohorszban sem mutatkozott statisztikailag szignifikans 6sszefuggeés:
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) (17/B-C. abra).
Eredményeink tehat azt mutatjak, hogy a delta HE4 — és nem az abszolut HE4 érték — alkalmas

a Kaftrio® kezelés kedvezd hatasainak hatékony jelzésére.

5.2.4. A két kiilonboz6 CFTR modulator (LUM/IVA és ETI) CFTR korrigalo hatasanak
0sszehasonlitasa a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben

Annak érdekében, hogy a CFTR funkci6 CFTR modulatorokkal torténé helyreallitasat
megvizsgaljuk, a léguti epithelsejteken ,,egész sejt” patch-clamp technikéat alkalmazva kovettiik
nyomon a kezel6anyagok CFTR ioncsatornan atfolyd kloridaramra gyakorolt hatését.
Munkacsoportunk korabbi eredményeit, melyben in vitro human p.Phe508del-CFTR-t
expresszalo CFBE sejteken két kiilonbozé6 CFTR moduldtor kombinacio (LUM/IVA vagy

TEZ/IVA) kezelés hatasa keriilt analizisre, alapul vettiik alapul tovabbi vizsgalatainkhoz.”
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18. abra: A kloridaram helyreéllitasa LUM/IVA és ELX/TEZ/IVA kezelt p.Phe508del-CFTR
CFBE 410 sejtekben. A mért kloridaram valtozasait rogzitettik a wt-CFTR-t (A) és p.Phe508del-
CFTR-t (B) expresszalo CFBE sejteken, amelyeket 24 éran at LUM/IVA-val (C) vagy ELX/TEZ/IVA-
val (D) kezeltunk. Fels6 képsor: 0 mV-on régzitett bazalis &ram FSK/IBMX stimulacio nélkul (fekete),
~2 perces FSK/IBMX (10/100 pM) stimul4cid utan (kék), valamint FSK/IBMX ¢és 20 uM CFTRinhi7,
jelenlétében (piros). Kozépsé képsor: cslcsaram-fesziiltseg (pA/pF), FSK/IBMX nélkul (fekete),
FSK/IBMX stimulacio hatasara (kék), illetve FSK/IBMX és 20 uM CFTRinhi7, jelenlétében (piros).
AlsO képsor: aramstriség—fesziltség (pA/pF) a megadott tesztpotencidlokon, FSK/IBMX nélkil
(fekete), FSK/IBMX stimulacio utan (kék), valamint FSK/IBMX és 20 uM CFTRinhiz, jelenlétében
(piros). A +40 mV-on mért bazalis (E) FSK/IBMX (10/100 uM) altal stimulalt (F), FSK/IBMX (10/100
uM) altal stimulalt és CFTRinhi7;z (20 uM) altal gatolt (G) csucsaramstiriiségek (pA/pF) CFTR
modulator el6kezelés nélkiil (p.Phe508del-CFTR, Ures koérok), LUM/IVA-val el6kezelt (felfelé mutatod
haromszogek) vagy ELX/TEZ/IVA-val el6kezelt (lefelé mutaté haromszogek) sejtekben. Az adatokat
atlag £+ SEM formajaban abrazoltuk (n = 7-16 sejt/feltétel), minden szimbolum egyedi mérést
reprezental. Az 6sszehasonlitdsokat paros vagy parositatlan t-probaval végeztik. A kildnbségeket
szignifikansnak tekintettiik p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p < 0,001 (***), illetve p < 0,0001 (****) esetén.

Jelen tanulméanyunkban ugyanezzel a modszertannal hasonlitottuk 6ssze a Kaftrio® és az

Orkambi® hatasat a kloridcsatorna miikodésére, amelyben a p.Phe508del-CFTR-t expresszalo
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CFBE sejteket 24 6ran & ELX/TEZ/IVA-val vagy LUM/IVA-val kezeltik, illetve
Osszevetettlk a kezeletlen kontrollokkal (18/B-D. abra). Parhuzamosan kezeletlen, wt-CFTR-t

expresszal6 CFBE sejteket is vizsgaltunk kontrollként (18/A. &bra).

Az iondram méréset elvégeztik FSK/IBMX csatorna-aktivatorok nélkil, majd azok
jelenlétében, végul pedig a CFTR szelektiv inhibitor CFTRinn172 hozzaadasat kovetben. Az
Osszehasonlithatosdg megkonnyitése érdekében a CI- dram nagysagat a sejtkapacitasra
normalizaltuk, igy kaptuk meg az &ramsiiriiséget, amelyet minden sejt esetében legalabb harom,
5 masodpercenként ismételt depolarizécié atlagabdl szamoltunk. Az ionaramot —40 mV
rogzitett potencialrél kiindulva 0 és +60 mV kozotti tesztpotencialokra adott fesziiltség
Iéptékkel valtottuk ki 20 mV-os Iépésekben 10 masodpercenként a léguti epithelsejteken. A vad
tipusi CFTR-t expresszalo CFBE 410" sejtekben a kloridaram jelentésen ndvelhet6 volt a
FSK/IBMX hatasara és egyben gatolhaté volt a CFTR szelektiv inhibitor CFTRinn172
alkalmazasaval (18/A. abra). Ezzel szemben a p.Phe508del-CFTR-t hordozo CFBE sejtekben
az FSK/IBMX nem valtott ki kloridaramot (18/B és F. abra). Mind a LUM/IVA, mind pedig az
ELX/TEZ/IVA elékezelés szignifikansan megnovelte a bazalis kloridaramot (18/E. abra). Az
ELX/TEZ/IVA elokezelés hatasa lényegesen erdteljesebb volt: a bazalis aramsiiriség a
kovetkezokeppen alakult (pA/pF): kezeletlen p.Phe508del-CFTR CFBE sejtek: 2,8 + 1,3 (n =
8); LUM/IVA-val el6kezeltek: 24,9 = 5,8 (n=10; p = 0,0044); ELX/TEZ/IVA-val elokezeltek:
99,4 + 14,2 (n = 15; p < 0,0001). Az FSK/IBMX mindkét CFTRm kezelés (LUM/IVA és
ELX/TEZ/IVA) eseten szignifikdnsan novelte a kloridaramot a p.Phe508del-CFTR-t
expresszald sejtekben (18/C és D. abra), és ezek az aramok nagyobbak voltak, mint a kezelés
nélkili allapotban mért értékek (18/F. abra). Ezen felul az ELX/TEZ/IVA-val kezelt sejtekben
az FSK/IBMX altal indukalt aram nagysaga szignifikansan meghaladta a LUM/IVA-val
elokezelt sejtek értékeit (138,0 £ 13,8 (n=16) vs. 31,3 £ 7,7 (n=10) pA/pF; p < 0,0001). Az
iondram érzékeny volt a CFTRinn172 gatlo hatdsara (18/B-D és G): a 20 UM CFTRinni72 az
FSK/IBMX Altal kivaltott ionaramokat az inhibitor nélkil mért értékek kb. 10%-ara
csokkentette. Osszefoglalva, mindkét CFTR modulator kombinacié hatékonyan korrigalta a
p.Phe508del-CFTR ioncsatorna miikodését, azonban a Kaftrio® (ELX/TEZ/IVA) elékezelés
Iényegesen hatékonyabbnak bizonyult, mint az Orkambi® (LUM/IVA), ami 6sszhangban all a

klinikai tapasztalatokkal.
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5.2.5. Az ELX/TEZ/IVA Kkezelés csokkentette a HE4 koncentraciot a CFBE 410

sejtkulturak feluliszojaban in vitro korilmények kozott

A CFTR modulatorok HE4 expressziora Kifejtett hatdsanak vizsgalatdhoz a
p.Phe508del-CFTR CFBE 410- sejteket kezeltik az ELX/TEZ/IVA (Kaftrio®) harmas
kombindcidval, illetve a LUM/IVA (Orkambi®) kettés kombinacioval 24 éran keresztiil. A
kezelés utan a HE4 koncentracidjat a sejtkultura feluldszdéjaban hataroztuk meg. Kontrollként
wt-CFTR-t expresszalo CFBE 4lo- sejteket is vizsgéltunk. Korabbi eredményeinkkel
0sszhangban®®’® a bazalis HE4 szekrécio szignifikansan magasabb volt p.Phe508del-CFTR
sejtekben, mint a vad tipust kontroll sejtekben (p < 0,001). Mindkét modulator kezelés
szignifikans HE4 szint csokkenest eredményezett a DMSO-val kezelt mintakhoz viszonyitva
(p < 0,001 mindkét esetben; 19/A. abra). Az ELX/TEZ/IVA kombinacié pedig jelentésebb
mértékben csokkentette a HE4 koncentraciojat, mint a LUM/IVA (p < 0,01).
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19. ébra:\A HE4 szint vizsgélata a p.Phe508del-CFTR-t (A) és wt-CFTR-t expresszalé CFBE 410-
sejtek felUluszojaban (B). A CFTR funkcidt farmakologiai uton befolyasoltuk a sejtekben 24 6ras
ELX/TEZ/IVA vagy LUM/IVA kezeléssel. Az 6sszehasonlitasokhoz fiiggetlen t-prébat alkalmaztunk.
A kllénbségeket szignifikansnak tekintettilk p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), illetve p < 0,001 (***) esetén a

kontroll sejtekhez viszonyitva.

Egy masik kisérletben az FSK/IBMX aktivatorokat — amelyek ismert médon fokozzak
a CFTR-csatorna aktivitasat — dnmagaban vagy a CFTR modulatorokkal kombinalva kezeltiik
a p.Phe508del-CFTR sejteket (19/A. éabra). Az FSK/IBMX 06nall6 alkalmazasa is
szignifikdnsan mérsékelte a HE4 szinteket (p < 0,001), feltehetden a rezidualis CFTR funkcio
aktivalasan keresztil. Figyelemre mélt6 médon az FSK/IBMX + CFTRm kombinacidja még

tovabb csokkentette a HE4 expressziot, és ez a hatas szignifikans volt az FSK/IBMX 6nall6
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kezeléssel dsszehasonlitva is (p < 0,05), ami a terdpids hatdsok additiv jellegére utal (19/A.
abra).

A CFTR funkcio és a HE4 expresszid kozotti forditott kapcsolat mélyebb megértése
érdekében a CFTR gatlas hatasat vizsgaltuk wt-CFTR-t expresszalé CFBE 410- sejtekben. A
CFTRinn172 inhibitor alkalmazéasa szignifikans HE4 koncentracio emelkedést eredményezett a
sejtek felliluszdjaban (p < 0,05) (19/B. abra), ami alatdmasztja azt a feltevést, hogy a csokkent
CFTR aktivitds fokozott HE4 szekrécidhoz vezet. Ezzel ellentétesen, a CFTR funkcid
FSK/IBMX altali aktivalasa jelent6sen csokkentette a HE4 koncentraciojat (19/B. abra) a
kezeletlen kontrollokhoz képest (p < 0,05), ami pedig arra utal, hogy a fokozott CFTR aktivitas
géatlo hatést gyakorol a HE4 fehérje expressziojara.

Erdekes mddon mind az ELX/TEZ/IVA, mind a LUM/IVA kezelés csokkentette a HE4
szintet még a wt-CFTR-t expresszalé CFBE41o- sejtekben is. A cstkkenés mindket modulator
kezelés esetében szignifikans volt (p < 0,001), és hasonld mértékiinek bizonyult (19/B. abra).
Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a CFTR miikddése meghatarozza a HE4 bazalis
expressziojat és a csatorna funkcié karosodasa magyarazhatja a HE4 szint emelkedését CF-es
Iéguti epithelsejtekben in vitro.

Osszességében az eredmények megerdsitik, hogy a HE4 kiindulasi szintjét alapvetden
a CFTR aktivitds szabalyozhatja. A CFTR funkcid karosodasa — ahogy az CF-eredetii 1éguti
epithelialis sejtekben megfigyelheté —az emelkedett HE4 expresszid hatterében allhat. Emellett
a p.Phe508del-CFTR mutaciot hordozé sejtekben az ELX/TEZ/IVA jéval kifejezettebb HE4
szint csOkkenést idézett elé, mint a LUM/IVA, ami ¢sszhangban van a jobb CFTR funkcio
korrigald hatasaval. Ez a HE4 extracellularis koncentraciojanak jelentosebb valtozasaban is

tiikr6z0dott, 6sszhangban a korabban leirt szisztémas HE4 szint csokkenéssel.

5.3. A CF-es betegek kopetmintdiban mért HE4 koncentracid klasszikus gyulladasos

paraméterek tikrében

A plazma és szérum HE4 koncentracié meghatarozasa mellett klinikai vizsgalatainkat
kiegészitettik CF-es betegek kopetmintainak analizisével (még nem publikalt adatok). A
kdpetben jonéhany pro-inflammatorikus citokin (pl. IL-8) koncentracioja mérhetd, ugyanakkor
nagy intra-individualis variabilitast mutathat akar stabil allapotd CF-es betegekben is, azonban
ennek oka nem teljesen tisztazott. Az egységes mintavételi és analitikai eljarasok hianya miatt
a kopetben mérhetd biomarkerek rutinszerli alkalmazésa a klinikai gyakorlatban korlatozott,

ugyanakkor egyes gyulladasos mediatorok meghatarozasa hasznos lehet a légzésfunkcid
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romlasanak elérejelzésében €s a terdpias valasz koveteésében. Kivancsiak voltunk, hogy vajon
CF-es betegek koOpetmintdiban a HE4 szintek 0Osszefiggést mutatnak-e a pulmonalis

exacerbacio sulyossagaval és kiilonb6z6 gyulladasos paraméterekkel.

5.3.1. A CF-es kopet HE4 szint és a pulmonalis exacerbéacié kozotti 6sszefliggés vizsgalata

Rendelkezéstnkre allt 72 CF-es beteg kopetmintaja, akiknek a f6bb demografiai és
laboratériumi paramétereit mar korabban feltuntettiik (lasd 3. tablazat). Vizsgalataink soran
harom alcsoportba soroltuk a CF-es betegeket az exacerbacio sulyossagat figyelembe véve.
Ennek megfelel6en enyhe, kozepes, illetve stilyos exacerbaciot mutatd csoportokat képeztink.
Azt taldltuk, hogy a kopet HE4 koncentrécio szignifikdnsan emelkedett volt a sulyos
exacerbaciot mutat0 CF-es betegeknél az enyhe, illetve kdzepes mértékii exacerbacioban
szenvedokhoz képest, ugyanakkor az utdbbi két csoport kozott nem talaltunk jelentds
kilonbséget. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a kdpetben mért HE4 szint egyfajta tendenciat
mutathat a pulmonalis exacerbacio sulyossagaval (20. abra).
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20. dbra: Kopet HE4 szint meghatarozas pulmonalis exacerbacion atesett CF-es betegekben.
Osszesen 72 CF-es beteg kdpetmintajaban végeztiink HE4 koncentracié meghatarozast. A betegeket
harom alcsoportba soroltuk az exacerbaci6 stlyossaganak megfeleléen: enyhe, kozepes és sulyos. Az

egyes alcsoportok kozotti 6sszehasonlitast ANOVA teszttel végeztik.
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5.3.2. Klasszikus gyulladasos paraméterek és a kopet HE4 szint kozotti korrelacio

vizsgalata CF-es betegekben

Az exacerbacion atesett 72 CF-es beteg esetében, akiknek lemértik a kopet HE4
koncentracidjat, rendelkezéstinkre alltak kiilonbozé gyulladasos paraméter adatai. Az egyik
vizsgélt marker a léguti gyulladds egyik legérzékenyebb biomarkere CF-ben, az aktivalt
neutrophil granulocytak altal termelt NE, mely szignifikans korrelaciot mutatott a kopetben
mért HE4 koncentraciéval (r = 0,1905; p = 0,0433) (21/A. &bra). CF-ben a visszatér6 infekciok
és krénikus gyulladés gyakori és mindez neutrophil granulocyta aktivaciéval és pro-
inflammatorikus citokinek (pl. 1L-6, IL-8, TNF-a, IL-1B) fokozott termel6désével jar egyiitt,
melyek nem csak a patomechanizmusban téltenek be funkciondlis szerepet, de potenciélis
biomarkerként is tekinthettink 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) (21/B. abra).
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21. dbra: A kiopet HE4 és kiilonb6z6 gyulladasos paraméterek korrelaciojanak vizsgalata CF-ben.

Osszesen 72, akut exacerbacion atesett CF-es beteg kopetmintajaban végeztiink HE4 koncentracio

meghatarozast. Megvizsgaltuk a kopet HE4 szint korrelaciojat a neutrophil elasztazzal (NE) (A),

interleukin-1B-vel (IL-1B) (B), mieloperoxiddzzal (MPO) (C), és matrix metalloproteindz-9-cel

(MMP9) (D). A korrelécios analizist Spearman teszttel végeztuk.
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A legjelent6sebb korrelaciot pedig masik két gyulladasos marker, a neutrophil granulocytak
altal termelt MPO (r = 0,4022; p <0,0001) (21/C. abra), illetve az extracellularis matrixot bontd
enzim, a MMP9 mutatta (r = 0,3823; p < 0,0001) (21/D. abra), amely szintén a neutrophil
granulocytakbdl és makrofagokbol szabadul fel gyulladasos folyamatok soran. CF-ben az
MMP9 szintje gyakran emelkedett a legutakban, és hozzajarul a széveti karosodashoz és a
léguti szoveti remodellinghez.

Osszefoglalva tehat elmondhatjuk, hogy a kopet HE4 koncentracio korrelal a
pulmonalis exacerbacié sulyossagaval CF-ben, illetve Osszefliggést mutat olyan klasszikus
kdpetben mért gyulladasos paraméterekkel, mint a NE, IL1- 8, MPO és MMP9.

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

in vitro bronchialis epithelsejt kultirakban

A HE4 fehérje fokozott expressziojat irtak le CF-ben, amelyet in vitro vizsgalatok alapjan
a karosodott CFTR fehérje kozvetleniil szabalyoz az NF-xB utvonalon keresztiil a p.Phe508del-
CFTR-t expresszalo CFBE 4lo sejtekben. A CFTR diszfunkciojat tovabba az EMT
folyamatahoz is tarsitjak a betegségben. Mivel az irodalomban nincs erre vonatkozd adat,
vizsgalataink soran arra kerestilk a valaszt, hogy a HE4 expresszioja megvaltozik-e, illetve

Osszefliggésbe hozhatd-e a CF-hez kapcsolodo EMT folyamataval.

54.1. A p.Phe508del-CFTR-t expresszalo CFBE sejtek az EMT-re jellemzé

tulajdonsagokat mutatnak a vad tipusu CFBE sejtekkel dsszehasonlitva

A human CF-es leguti epithelsejtek vizsgalatahoz a p.Phe508del-CFTR-t expresszald
CFBE 410" sejteken, valamint kontrollként wt-CFTR-t hordozoé CFBE 410~ sejteken végeztink
immunfluoreszcens (IF) és RNS szintii vizsgalatokat annak érdekében, hogy megvizsgaljuk az
EMT markerek expresszidjat. Az IF analizis eredményei azt mutattdk, hogy az E-cadherin
expresszioja csokkent, mig az N-cadherin pozitivitasa fokozott volt a mutéciét tartalmazé
sejtekben a vad tipusu sejtekhez képest (22/A éabra). Emellett a HE4 és az MMP9 fehérjék
expresszioja is Kimutathaté volt IF segitségével és mindkét marker kiindulasi atlagos
fluoreszcencia intenzitdsa (MFI) emelkedett a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben a wt-CFTR

kontroll sejtekhez viszonyitva (22/B abra).
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22. &bra: Kiindulasi és TGFB1 altal indukalt EMT marker, valamint HE4 és MMP9 expresszid
immunfluoreszcens mikroszkopos (IF) vizsgalata ETI kezelés mellett vagy anélkil a p.Phe508del-
CFTR-t, illetve a wt-CFTR-t expresszalo CFBE sejtekben. Az EMT markerek szintjét IF festéssel
végeztiik (A), és az egyes markerekhez tartozé atlagos fluoreszcencia intenzitast (MFI) hasznaltuk a
pozitivitas mértékének kvantitalasara (B) annak érdekében, hogy 6sszehasonlitsuk a két sejtvonalat az
EMT Kkialakulasanak szempontjab6l. Az adatokat atlag + SEM formajaban abrazoltuk, n = 6-8

minta/kondicio. A ket csoport 6sszehasonlitasat Mann—Whitney U-prébaval végeztiik.



Ezzel parhuzamosan mRNS mennyiségi meghatdrozast is végeztink, és a fenti
biomarkerek expresszidja kozott hasonld, de még kifejezettebb kiilonbséget figyeltink meg a
két sejtvonal kdzott (23/A-D ébra).
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23. abra: Az E-cadherin (A), N-cadherin EMT markerek, valamint a HE4 (C) és az MMP9 (D)
MRNS expresszidjanak vizsgalata a p.Phe508del-CFTR-t expresszalo CFBE sejtekben TGFp1-
kezelést kovetoen, ETI jelenlétében vagy anélkiil. Az mRNS kvantitativ analizisét RT-gPCR
modszerrel végeztik és a normalizalashoz a RPLPO (36B4) referencia gént hasznaltuk. Az adatokat
atlag = SEM formdjaban abrazoltuk, n = 5-6 minta/kondicio. A két csoport 6sszehasonlitadsara Mann—

Whitney U-prébat alkalmaztunk.

Tovabba meghataroztuk a Vimentin (24/A. abra), mint tovabbi mezenchimalis marker,
valamint az IL-1 mRNS expressziojat (24/B. abra), amely pedig egy proinflammatoérikus
citokin. Mindkét esetben szignifikans emelkedést tapasztaltunk a p.Phe508del-CFTR CFBE
sejtekben a kontroll sejtekhez képest. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy az epithelialis
fenotipus karosodik és mezenchimalis jelleg indukalédik a CF-es bronchialis epithelsejtekben.
Ezen Kkivil megvizsgaltuk a TWIST1 mRNS expresszidjat is, amely transzkripcios faktorként
kiilonbdz6 génexpresszids szabalyzasban vesz részt az EMT folyamataban.l%2 A TWIST1
emelkedett expresszidja alatamasztotta a mezenchimalis fenotipus kialakulasat mind a bazalis,
mind a TGF-B1 kezelt a mutaciot hordoz6 CFBE sejtekben (24/C. bra). Ezek az eredmények
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a léguti epithelium ké&rosodasara, valamint a mezenchimalis jellemzoék kialakulasara utalnak a

nativ CF-es bronchidlis epithelsejtekben.
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24. abra: A Vimentin (A), az IL1B (B) és a TWIST1 (C) mRNS expresszi6 mennyiségi
meghatarozasa a p.Phe508del-CFTR-t, illetve wt-CFTR-t expresszalo CFBE sejtekben TGFp1-
kezelés mellett, ETI alkalmazasaval vagy anélkil. Az mRNS kvantitativ analiziséhez RT-gPCR
modszert alkalmaztuk Az adatokat atlag £ SEM forméajdban abrazoltuk, n = 5-6 minta/kondicid. A két

csoport dsszehasonlitdsara Mann—Whitney U-prébat alkalmaztunk.
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5.4.2. A CFTR funkci6 korrigélasa az epithelialis fenotipus helyreallitdsat eredményezi a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben

Ezt kdvetéen a p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket ETI-vel kezeltik az EMT fenotipus
visszaallitdsa céljabol és fokozott E-cadherin-, valamint csokkent N-cadherin expressziot
figyeltink meg (22/A. abra). Kivancsiak voltunk tovabba arra, hogy a TGFB1 képes-e tovabb
fokozni az EMT folyamatat a mutéaciét tartalmazd CF-es léguti epithelsejtekben. Els6ként
MTT-assay segitségével megvizsgaltuk a sejtek életképességét kiilonbozé koncentracioja €s
idétartamt TGF-B1 kezelést kdvetden, €s nem figyeltiink meg citotoxikus hatast 15 ng/mL
TGF-B1 koncentracié mellett legfeljebb 120 6ran keresztiil, illetve még magasabb koncentréacid
esetén sem 48 oréig (25. &bra).
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25. abra: Sejt-életképességi vizsgalat TGFp1 kezelt p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben. A sejtek
életképességének meghatarozasa céljabol a CFBE sejteket 0-120 oran at TGFB1 kezelésnek tettiik ki,
majd MTT alapu assay-t végeztiink. Az eredményeket a nem kezelt sejtekhez viszonyitott életképesség
szazalékaban adtuk meg. Pozitiv kontrollként H202-vel (50 uM), negativ kontrollként pedig TNF-o-val
(100 ng/mL) kezelt sejteket vizsgaltunk. Az adatokat atlag + SEM formajaban abrazoltuk, n = 5-6
minta/kondicio.

Ahogy vartuk, az IF vizsgalatok szerint a kezelés hatasara tovabb csokkent az E-
cadherin expresszié, mig az N-cadherin és az MMP9 fehérjeszint tovabb emelkedett a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben a kezeletlen CF-es sejtekhez képest. Meglepé modon
azonban a TGFp1 kezelés csokkentette a HE4 expresszidjat a p.Phe508del-CFTR CFBE
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sejtekben a kiindulasi szinthez viszonyitva (22/A-B. abra; 23/C. abra). Ezek az eredmények

arra utalnak, hogy az indukalt EMT CF-ben alacsonyabb HE4 expresszidval tarsulhat.
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26. dbra: Az N-cadherin (A), HE4 (B) és MMP9 (C) fehérjeszintek elemzése CF-es epithelsejtek
és nem epithelialis sejtkultirak feltliszéjadban. Az N-cadherin és MMP9 fehérjeszinteket ELISA
modszerrel hataroztuk meg wt-CFTR, valamint kezeletlen, ETI, TGFB1 és TGFBI+ETI kezelt
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtek esetében (A, C). A p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket 24-120 6ran at
TGFpB1-gyel kezeltik a HE4 expresszio valtozasanak vizsgalata céljabol. Parhuzamosan pulmonélis
mezenchimalis 6ssejtekben (MSC) és CF-b6l szarmazé human tiid6 eredetii fibroblasztokban (DHLF-
CF) is elemeztiink HE4 expresszidt (B). Az eredményeket atlag + SEM formaban &brazoltuk n=5-6
minta/kondici6. Két csoport 0Osszehasonlitaisara Mann—Whitney U-tesztet, mig tébb csoport

0sszehasonlitasara Kruskal-Wallis tesztet alkalmaztunk.
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Annak igazolasara, hogy ezek a TGFf1 altal kivaltott valtozasok az EMT folyamataban
visszafordithatdak, CFTR modulator kezelést alkalmaztunk in vitro. Ennek megfeleléen a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket TGFB1 és ETI egyiittes jelenlétében kezeltik 24 6ran
keresztll, majd Ujra megvizsgaltuk az EMT markerek expressziojat. Az IF vizsgalatok
eredményei szerint az E-cadherin pozitivitds emelkedett és kdzelitett a normal értékhez, mig az
N-cadherin expresszitja visszacsokkent a kiindulasi szintre vagy az ala. Lényeges, hogy a HE4
és az MMP9 expresszidja szignifikansan csokkent, ami a CFTR funkcid6 ETI Altali
helyreallitisara utal (22/A &bra). Az EMT markerek expresszidjat RT-gPCR-rel is elemeztilk,
amely megerdsitette, hogy az N-cadherin, valamint a Vimentin és IL1B mRNS szintek
visszatértek a kiindulasi értékekhez (23/B abra; 24. &bra).

Tovabba a HE4 és MMP9 mRNS-ek szintje jelentésen csokkent TGFB1 és ETI egylittes
jelenlétében a csak TGFP1 kezelthez képest (24/C-D. abra). Az N-cadherint vizsgaltuk fehérje
szinten is ELISA mddszerrel és hasonlo valtozasokat figyeltiink meg a fent emlitett kiilonb6z6
kezelések hatasara (27/A. abra). Ezek az eredmények megerdsitik, hogy a TGFB1 az elsddleges
kivalté tényez6 az EMT indukalasaban a csokkené HE4 szintek mellett, és kozvetlen

Osszefliggés van a CFTR miikodési zavara és az EMT kialakulasa k6zott a CF-ben.

Osszefoglalva, eredményeink azt igazoljak, hogy a TGFB1 az EMT egyik f6 indukalo
tényezOje, amely CF-ben HE4 szint csokkenessel jar az EMT folyamatanak progresszioja soran,

tovabba a CFTR diszfunkcid és az EMT kialakulasa kozott kozvetlen kapcsolat all fenn.

5.4.3.A HE4 expresszié hidnya mezenchimalis fenotipust mutatd sejtes koérilmények
kozott

Mivel a HE4 expresszidja a p.Phe508del-CFTR-t hordozé CFBE sejtekben mar 24 6réas
TGFP1 kezelés utan csokkent, a sejteket ezt kovetden tartos TGFB1 expozicidonak tettiik ki
annak érdekében, hogy a HE4 expresszio hosszu tavi valtozasait nyomon kovessuk. A kezelés
hatdsara a HE4 szintje fokozatosan és szignifikansan csokkent 48 és 120 dra kozott (26/B. abra).
Kontrollként mezenchimalis eredetii sejtvonalakban is vizsgaltuk a HE4 jelenlétét, és egyikben
sem volt kimutathatd a fehérje: sem a pulmonalis mezenchimalis Gssejtekben, sem pedig a
human CF-b61 szarmazo tiid6 eredetii fibroblasztokban (26/B. &bra). Emellett az MMP9 fehérje
szintjét is analizaltuk ELISA mddszerrel a wt-CFTR és p.Phe508del-CFTR CFBE sejtek
feliiluszojaban, tovabba a mutans sejtekben TGFB1 kezelést kovetéen ETI jelenlétében vagy
annak hianyaban. Osszhangban az IF és RT-qPCR eredményekkel, az MMP9 koncentracioja
magasabb volt a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtek felliliszdjaban a wt-CFTR sejtekhez képest.
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A TGFp1 tovabbi MMP9 ndvekedest eredményezett 24 oOra utan a mutéacidt tartalmazd
sejtekben, azonban ez a TGFP1 indukalt MMP9 expresszio ETI jelenlétében jelentdsen
csokkent (26/C. abra).

Eredményeink arra utalnak, hogy a TGFB1 tartos jelenléte kovetkeztében az
elorehaladott EMT soran megfigyelhet6 HE4 expresszid csokkenés Osszefuggést mutat a
kifejezettebb mezenchimalis fenotipus kialakulasaval a CF-es epithelsejtekben, mig a HE4

fehérje eleve hianyzik a mezenchimalis sejttipusokbdl, igy példaul a CF fibroblasztokbol.

5.4.4. A HE4 csokkent expresszidja hozzajarul az EMT kialakuldsdhoz, az MMP9
fokozott termelédéséhez és a csokkent sejtproliferaciohoz

A HE4 fehérje kifejez6dését géncsendesitéssel lecsokkentettiik HE4 specifikus siRNS
segitségével p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben annak érdekeben, hogy tovabb vizsgaljuk a
TGFp1 altal csokkentett HE4 szint hatasait az EMT-re CF-ben. A transzfekcio hatasara a
sejtekben bekovetkez6 valtozasokat IF és RT-qPCR segitségével elemeztilk az EMT markerek
és az MMP9 megvaltozott expresszidja alapjan a HE4 hianyaban. 48 6raval a HE4 siRNA
kezelést kovetéen a HE4 fehérje szintje jelentésen csokkent, és az mRNS szintje is alacsonyabb
volt a mutaciot tartalmazd CFBE sejtekben azokhoz a sejtekhez képest, amelyeket kontroll
NEG-01 siRNS-sel kezeltiink, megerdsitve ezzel a transzfekcid hatékonysagat (27/A-B. abra).
Fontos megjegyezni, hogy a normalizalashoz kontroll génkent alkalmazott GAPDH mRNS
szintje nem valtozott (28/A. abra).

Az EMT Kkialakulasat a HE4 expresszio csokkenés indukalta, amit az IF vizsgalat
csokkent E-cadherin és fokozott N-cadherin és MMP9 pozitivitassal igazolt (27/A. abra).
Tovabba elemeztiik a csokkent HE4 expresszid hatidsat nem kezelt és TGFPB1 altal stimulalt
sejtekben. Ennek érdekében HE4 sSiRNS-t és TGFBl-et egyittesen alkalmaztunk a
p.Phe508del-CFTR CFBE 410 sejtekben, eés az eredményeket a NEG-01 siRNS + TGFp1
kezelést kapott sejtek adataival hasonlitottuk dssze, valamint dsszevetettiik a TGFB1 stimulacid
nélkili, HE4 siRNS-sel kezelt sejtek eredményeivel is. A vizsgalt paraméterek mRNS szintii
valtozasai a nem stimulalt sejtekben megegyeztek a TGFB1 kezelt mintakban tapasztaltakkal
(27/B. ébra).

Ezen eredmények alapjan Ggy Vvéljuk, hogy a HE4 csokkent expresszidja a CFBE
sejtekben kulcsfontossagu szerepet tolt be az EMT folyamataban, valamint az MMP9 fehérje

expresszio emelkedése jelentGsebb, ha ez a csokkenés TGFP1 kezeléssel is tarsul (28/B. dbra).
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27. abra: Az siRNS transzfekcidval lecsékkentett HE4 expresszié hatasa az EMT-re és az MMP9
expressziéra. Az EMT biomarkerek szintjét immunfluoreszcens (IF) festéssel (A) és RT-gPCR
vizsgélattal (B) elemeztilk. A transzfekcio hatékonysdgdt a HE4 mRNS szintjének vizsgalataval

kovettik nyomon, mig az MMP9 fehérjeszintjét a HE4 expresszié hidnyaban mértik (B). Az
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eredményeket atlag + SEM formaban abrazoltuk, n=4-5 minta/kondicié. Két csoport dsszehasonlitasara
Mann-Whitney U-tesztet alkalmaztunk.

Végiil a csokkent HE4 expresszi6 indukalta EMT soran a sejtproliferacio mértékét Ki67
pozitivitads alapjan értékeltiik, amely szignifikdnsan csokkent a p.Phe508del-CFTR CFBE
sejtekben HE4 siRNS kezelés utdn a NEG-01 siRNS-sel kezelt kontroll sejtekhez képest (27/A.
abra), ami arra utal, hogy az EMT allapot a sejtproliferacié csokkenésével jar egyutt.

>
oe}

<

&
g EQ
_ 2 157 U%}lS-
S 0 -
PR £ £ p=0,0007
25 p=0,5219 p =0,6934 g —_—
Z ;3 —_ o _ Dagn=1
ﬂéb 104 _|_ SZ10
= : N
="
g9 s PR p=0,0005 -
] =%
Z 2 g 2
£ 53
[PEL"s) o~
=2 2a — ]
B 20

+NEGO1 +HE4 siRNS ~ +NEGO1 +HE4 siRNS +NEGO1 +HE4 siRNS  +NEGO1 +HE4 siRNS
+TGFB1 +TGFB1 +TGFB1 +TGFBI1 +TGFB1

28. abra: A kontroll génként alkalmazott GAPDH mRNS (A), valamint az MMP9 fehérje
mennyiségi meghatarozasa a p.Phe508del-CFTR-t expresszald CFBE sejtekben HE4 siRNS
transzfekcidt kovetéen, TGFp1 jelenlétében vagy hianyaban. Az mRNS expresszidé meghatarozasara
RT-gPCR vizsgalatot végeztink. Az eredményeket atlag + SEM formaban &brazoltuk, n=4-5

minta/kondicid. Két csoport 6sszehasonlitasara Mann—-Whitney U-tesztet alkalmaztunk.

5.5. A CF-es léguti korulmények vizsgalata ex vivo CF-es BAL mintakban és annak hatasa
az EMT folyamatara p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben in vitro

A plazma és szérum HE4 vizsgalataink soran kapott eddigi eredmeényeink alapjan
kivancsiak voltunk, hogy vajon a CF-es betegek BAL mintdiban a HE4, mint potencialis
biomarker milyen 6sszefliggest mutat a légzésfunkcié allapotaval CF-es betegek eseténben.
Tovabba vizsgalni kivantuk a CF-re jellemzé komplex 1éguti kornyezet hatasat az EMT
folyamatanak kialakulasaban és a gyulladasos folyamatokban jatszott szerepét CF-es léguti

epithelsejtekben in vitro.

73



5.5.1. A BAL HE4 koncentracio és a légzésfunkcid kozti korrelacié vizsgalata CF-ben

A BAL minta alkalmas lehet kiilonb6z6 gyulladasos biomarkerek vizsgélatara CF-ben,
mivel kdzvetlenil az alsé légutakbdl szarmazik, igy pontosan tikrézi a lokalis gyulladasos,
proteolitikus és szoveti remodelling folyamatokat. Ezaltal a BAL mintak idedlisak lehetnek
olyan lokélis biomarkerek azonositasara és validalasara, amelyek a betegség progresszidjat és
a terapias valaszokat is tikrozhetik. A légzésfunkcié vizsgélatara gyakran alkalmazott
paraméter a FEV1, melyet CF-es betegekben rendszeresen mérnek a kontroll vizsgalatok
alkalméaval. Kivancsiak voltunk, hogy a CF-es betegek BAL mintainak HE4 koncentracidja
Osszefliggésbe hozhat6-e a légzésfunkcid allapotaval, ahogyan a plazma és szérum mintakban
is megfigyeltlik. Ezért osszegyiijtottiik 13 CF-es beteg BAL mintajat (4. tablazat), akiknek
rendelkezéslinkre alltak a FEV1 értékei. Meghataroztuk a HE4 szinteket a betegek BAL
mintaiban, amelyek szignifikans korrelaciot mutattak a FEV1 értekekkel (29. abra).
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29. dbra: CF-es betegek BAL HE4 koncentracidja és a FEV1 értékek kdzotti korrelacié vizsgalata.
Osszegytijtottik 13 CF-es beteg BAL mintait, melyekben meghataroztuk a HE4 koncentraciot és
megvizsgaltuk az 6sszefliggést a fehérje szintek és betegek FEV1 értékei kdzott. A korrelacios analizist

Spearman-korrelacios teszttel végeztik.
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5.5.2. A CF-es léguti korulmények hatdsanak modellezése a p.Phe508del-CFTR CFBE
sejtekben CF-es betegek BAL mintaival

Veégezetul a CF-es léguti korilmények bronchiélis epithelsejtekre gyakorolt komplex
hatésat szerettilk volna megvizsgélni in vitro korilmények kdzott CF-es betegek BAL mintait
felhasznalva kezel6anyagként. A BAL minta alkalmazésa kilondsen alkalmas a CF-es léguti
kornyezet modellezésére, mivel kozvetleniil a tiido also részEébdl szarmazik, igy hiien tiikrozi a
betegségre jellemz6 gyulladasos és mikrobialis mili6t. A CF-es BAL folyadék magas
koncentréacioban tartalmaz gyulladasos citokineket (pl. I1L-8), protedzokat (pl. NE, MMP-k),
valamint bakterialis 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 sejtkulturakon, kiilonésen a p.Phe508del-CFTR mutécid esetén, amely a leggyakoribb a

betegséghben, 130 131
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30. abra: Az EMT markerek és az IL1B mRNS szintii valtozasai BAL kezelés hatasara a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben. A CF-es l1éguti mili6 EMT folyamatara gyakorolt hatasanak
vizsgélata céljabol CF-es betegekbdl szarmazo BAL mintakkal 20%-0s ardnyban kezeltiik a mutaciot
tartalmazo léguti epithelsejteket 48 6raig. Az EMT markerek kozll az E-cadherin (A), N-cadherin (B)
és Vimentin (C), gyulladasos markerkeént pedig az IL-1p (D) mRNS-ek expresszids valtozasait

vizsgéltuk. A két csoport 6sszehasonlitasara t-probat hasznaltuk.
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Ennek érdekében az Osszegytjtott 13 CF-es beteg BAL mintdibol (4. tablazat)
készitettiink egy mintapoolt, majd a sejtekhez adtuk 20%-o0s ardnyban és 48 6ran keresztil
inkubaltuk. Az EMT markerek, az IL-1p, valamint a HE4 fehérje expresszids valtozasait
kivantuk analizalni annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, vajon a betegektdl szarmazé BAL
mintdkkal modellezett CF-es léguti kornyezet hozzajarul-e az EMT kialakuldsédhoz a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben. A korabbi TGFB1 kezelés hatasara bekdvetkezo
véltozasokhoz hasonlé tendenciékat tapasztaltunk az EMT markerek és az IL-1B mRNS szintek
esetében is. A BAL kezelés hatdsara az E-cadherin (30/A. abra) expresszid szignifikansan
csokkent, az N-cadherin (30/B. &bra) pedig nétt, csaktigy, mint a Vimentin (30/C. abra), habar
az utobbi esetén az emelkedés nem volt szignifikéns, a tendencia megmutatkozott. Az IL-1B
(30/D. abra) szint is jelentds emelkedést mutatott a kezelés hatasara.

Osszefoglalva elmondhatjuk, hogy eldzetes vizsgalataink alapjan a CF-re jellemzd
komplex légti milid hozzdjarulhat az EMT kialakulasahoz és a gyulladdsos folyamatok
elinduldsahoz a tiidében, illetve a HE4, mint potencialis biomarker, jo1 korrelal a 1égzésfunkcio

allapotaval BAL mintakban CF-es betegek esetén.
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6. Megbeszélés

A CF patomechanizmusédnak kézéppontjaban a CFTR ioncsatorna miikodési zavara all,
amely a neutrophil granulocytak altal medialt, és altalaban valamilyen bakterialis infekcio altal
kivaltott leguti gyulladast és strukturdlis valtozasokat indukal a légutakban. Ezek alapjan
kézenfekvonek tlinik a gyulladasos biomarkerek meghatarozasa kiilonbozo testvaladékokbol a
betegség aktivitdsanak kovetése céljabol. Az utdbbi években egyre nagyobb figyelem iranyult
olyan kering6 biomarkerek azonositasara, amelyek képesek tiikrozni a betegség aktivitasat és a
terapias valaszokat. Jelenlegi és korabbi vizsgalataink kozéppontjaban a HE4 fehérje all, mint
megbizhatd, nem invaziv, standardizalt és vérbdl mérhetd potencialis biomarker CF-ben a
CFTRm terapiak monitorozésara. Ez az immunkémiai vizsgalat széles korben elérhet6 a
legtobb rutin Klinikai laboratériumban, mivel rutinszeriien mérik petefészekrakban tumor
markerként,?® 132 jlletve szintje nemcsak malignitasokban emelkedett, hanem egyéb nem
daganatos  betegségekben is,  példaul  kronikus  veseelégtelenségben,®®  vagy
tiidétuberculosisban is. 13 Ennek megfeleléen ez a viszonylag olcsé teszt konnyen elvégezhetd
a még mindig nagyon koltseges CFTR modulator gyogyszerekkel kezelt betegek kontroll

vizsgalatai alkalmaval a mindennapi gyakorlatban.

Munkank soran elséként sikeriilt bizonyitékot talalnunk a plazma és szérum HE4 szint
¢s a tiidéfunkciod javulasa - kulénosen a delta ppFEV1 - kozotti dsszefiiggésre a LUM/IVA
(Orkambi®) kezelés, valamint ELX/TEZ/IVA (Kaftrio®) harmas CFTR modulatorral torténd
kezelést kovetéen CF-ben szenvedd betegek esetében. Kordbban mar vizsgaltak ezeknek a
terapias kombinacioknak a klinikai elonyeit, nagyrészt a ppFEV1-gyel, a BMI értékekkel,
Iéguti es bélhamsejteken végzett CFTR funkcionalis tesztekkel és a verejtékklorid koncentracio
monitorozasaval 2-5 éves 1% és 6-11 éves *® gyermekeknél, tovabba 12 éves vagy idésebb
serdiiloknél és felntteknél 24 137 138, 139, 140, 141, 142 " jjletye mindkét korcsoport kombinalt
vizsgalataban.?> 4 121 Fontos azonban megjegyezni, hogy ezeknek a funkcionalis és
laboratériumi paramétereknek 6nmagukban meg vannak a korlatai a CFTR modulatorok
monitorozasa szempontjabol. Példaul a ppFEV1 diszkriminalo képessége korlatozott lehet
azoknal a betegeknél, akik mar mérsékelt vagy kozel normalis tiidéfunkcioval rendelkeznek .
Tovabba jelentés variabilitast figyeltek meg a ppFEV1-ben az életkor és a populaciok kozotti
referenciaértékek eltéréseinek vonatkozasaban, valamint a megbizhaté spirometriai vizsgéalat
kivitelezése is technikai kihivast jelenthet, kiillondsen fiatalabb CF-es betegek esetében.?® A
verejtékklorid mérését a klinikai vizsgalatokban altalaban masodlagos végpontnak tekintik. A

verejtékklorid szintjében bekdvetkezd jelentds csokkenést mar a LUM/IVA kezelés 15. napjan
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leirtak, amely 24 hétig fennmaradt 141142, Azonban korlatozott 6sszefiiggést irtak le az abszolit
vagy relativ valtozasok kozott a verejtékklorid koncentracioban és a ppFEV1-ben, annak
ellenére, hogy a tiidéfunkcid egyértelmii javulast mutatott 1-6 hdnappal a LUM/IV A terépiat
kovetden.'?t 14 Ugyanakkor a verejték vezetSképesség vizsgalatanak standardizalasa tovabbra
is kihivast jelent 1*°. Mindezek tikrében tovabbra is fennall az igény mas, kénnyebben
hozzaférhet6 ¢és robusztusabb biomarkerekre, Ilehetdleg periférids vérbdl, amelyek
hatékonyabban képesek nyomon kovetni a kezelésre adott valaszt a klinikai gyakorlatban,?8 146
Néhany periférias vérben vizsgalhaté biomarkert mér kutattak e celbol, példaul a plazma C-
reaktiv proteint (CRP), amely 2 honap IVA kezelés utan csdkkent, és dsszefuiggést mutatott az
verejtékklorid koncentracioval.1*® Az interleukin-18 (IL-18) és a tumornekrozis faktor-a (TNF-
a) szérumszintjeinek jelentés, fokozatos csokkenését is Kimutattdk 1-3 hénap LUM/IVA
kezelést kdvetden, mig az IL-1p szintje csak a TEZ/IVA kezelés utan csokkent.**” Nemrégiben
a neutrophil szam, a fibrinogén és a CRP, valamint mas citokinek, példaul a GM-CSF, IFN-y,
IL-10, IL-1pB, IL-8, IL-12p70, IL-17A és TNF-a, szignifikans csokkenését irtak le Kaftrio®
terapia alatt 12 honapos kovetés soran. Ezen kivul szignifikans kapcsolatot mutattak ki ezek
kozott a gyulladasos biomarkerek és a ppFEV1, BMI, valamint a verejtékklorid szintek
kozott.1*® Hasonloképpen, egy masik kutatocsoport kimutatta, hogy az ELX/TEZ/IVA
csOkkentette a neutrophilek szamat, valamint érettebb, kevésbé gyulladaskeltd fenotipusu sejtek
jelenlétét eredményezte, tovabba egy immunvalaszt lecsendesitd allapot iranyaba torténd
eltolodast figyeltek meg, amely egyitt jart a CD206 expresszidjanak novekedésével.}*® A
harmas kombinacio jotékony hatassal van még a majfunkciora és a tapanyagfelszivddasra is,

javitva a koleszterin- és albuminszinteket 1 éves terapia utan.t>

Az elmult években kutatocsoportunk igazolta, hogy a plazma/szérum HE4 koncentracio
vizsgalata hasznos lehet a CF tliddbetegség sulyossdganak felmérésére cseh és magyar
populaciékban a CFTR modulator kezelés megkezdése eldtt.®® Fontos, hogy a HE4
koncentracidé és a CF tiid6betegség stlyossaga kozotti pozitiv korrelacio fliggetlen volt a
betegek életkoratdl.%® Ugyanakkor a betegek életkora, a dohanyzas és a csokkent vesefunkcio a
HE4 szintet befolyasolhatja nem CF-es populacioban.’>! Ezt kdvetden hatékonyan alkalmaztuk
a tid6funkcio valtozasainak nyomon kovetésére az IVA hatékonysaganak vizsgalatakor harom
egymastdl fliggetlen betegcsoportban®®: 152 valamint LUM/IVA kezelésben részesiild

betegeknél.?>?

Koréabbi eredmények szerint a C FTR diszfunkcié hozzajarulhat az abnormalis HE4

expressziohoz az NF-xB utvonal aktivalasan keresztiil. Tovdbbd LUM/IV A kezelés hatésat is
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vizsgéltuk a HE4 expressziojara a p.Phe508del-CFTR CFBE 410 sejtekben, ezaltal igazolva a
fent emlitett proinflammatdrikus Gtvonal lecsokkent aktivitasat.”® Mindazonaltal eddig még
nem vizsgaltdk nagy betegszdmu CF kohorszban a plazma/szérum HE4 koncentraciok in vivo
alakulasat LUM/IVA, valamint ELX/TEZ/IVA kezelés mellett a terdpias hatas értékelésére.
Noha ezen CFTR modulatorok bevezetése nagy mértékii javulast eredményezett a
Iégzésfunkcidban és az életmindségben - legféképpen a harmas kombinacié (ELX/TEZ/IVA)
alkalmazasa -, valamint csokkentette a tiidétranszplantacio sziikségességét is,">> a CFTRm
kezelés hatékonysaganak rendszeres nyomon kovetése a mindennapi klinikai gyakorlatban
tovabbra is indokolt.

Ebben a vizsgélatban gondosan kivalasztott plazma és szérum mintdkban elemeztiink a
HE4 koncentraciojat olyan CF-es betegcsoportokban, akik homozigotak a p.Phe508del-CFTR
variansra. A mintak egy része a koradbban a PROSPECT studyban részt vevé betegekt61 %,
masik része pedig kiilonbozé hazai és cseh intézmények CF-es betegeit8l szarmazik. Osszesen
68 CF-t vontunk be a PROSPECT studybol, akik az atlagos ppFEV1-ben mérsékelt valtozast
mutattak (2,6%) a kiindulasi eértékhez képest a LUM/IVA kezelés 6. hdnapjara, szemben az
egész vizsgalati populacio eredményeivel, ahol Sagel és munkatarsai nem detektaltak jelent6s
valtozast (—0,2%) 6 honap alatt.’?* Tovabba 80 Kaftrio® kezelésben részesiilt beteg keriilt
bevonasra két fiiggetlen kohorszban. A betegek jelentés atlagos ppFEV1 valtozast mutattak
(17,5%, illetve 4,0%) a kiindulasi értékhez képest a terapia 3—6 honapja soran, ami sszhangban
all mas vizsgalati populaciok eredmenyeivel is, amelyek szignifikans atlagos ppFEV1 javulast
igazoltak gyermekekben (11%) 3¢ és serdiilokben (14,3%) a 24. hétre.?* A LUM/IVA kezelés
hatdsara a HE4 koncentracié mar az els6 kontroll vizsgalatkor szignifikansan alacsonyabb volt,
és ez a vizsgalati periddus vegéig fennmaradt. A plazma HE4 valtozasai 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. hdnapra, ami kdzelitette, de nem érte el a HE4 referenciaértékét (36,3 [31,1-43,4]
pmol/L), amelyet korabban egy masik tanulmanyban hataroztak meg.®® Ezt a megfigyelést
alatdmasztottak in vitro kisérleteink a p.Phe508del-CFTR-t expresszalo CFBE 410— sejtekben
0 ahol a LUM/IVA kezelés szignifikansan csokkentette a HE4 expressziot a kezeletlen
sejtekhez képest, de a HE4 szintek dsszességében nem normalizalodtak. Mindez azt mutatja,
hogy a HE4 nem éri el a normal (vad tipusra jellemzd) szinteket CF-ben, még a CFTR funkcio
javulasa mellett sem az LUM/IVA alkalmazasat kovetéen. Ugyanakkor a HE4 szintek atlagos
valtozasa a kiindulasi értékhez képest korrelalt a delta ppFEV1 értékkel az 6sszes vizsgalati

résztvevonél. Amikor pedig ezt az Osszefliggést kiilon elemeztiik a 18 év alatti CF-betegek
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korében, er6sebb korrelaciot talaltunk a fiatalabbaknal. Tovabba a plazma HE4 atlagos
valtozdsat a kiinduldsi ppFEV1 kategoriak alapjan is értékeltik. A legnagyobb atlagos
kiilonbséget a HE4 esetén azoknal a betegeknél mértiik, akiknél a tiid6funkcié sulyosan
karosodott (< 50%) az LUM/IVA kezelés megkezdése elétt, mig a legkevésbé jelent6s
valtozasokat azoknal figyeltiink meg, akiknél a kiindulasi ppFEV1 > 90% volt. Ezek a
megfigyelések azért nem ellentmonddak, mert bar a kiindulasi ppFEV1 nem kiilonbdz6tt a
feln6tt és gyermek CF-betegek kdzott, a gyermekeknél magasabb atlagos delta ppFEV1 érték
alakult ki (3,7%) a felnéttekhez képest (1,1%) a 6. honapra, a valaszadok aranya is magasabb
volt (1. tablazat). Ennek kovetkeztében, a plazma HE4 és a ppFEV1 kozotti erds korrelacio
miatt, a HE4 biomarker jobb diszkriminald képességet mutatott a gyermekeknél. Masrészt,
életkortol fliggetleniil, azok a résztvevok, akiknél a kezelés eldtti tiidofunkcid rosszabb volt,
jelentdsebb javulast mutattak a CFTR modulator terapia 6. honapjara, ami a HE4 plazma szint
nagyobb valtozasat eredményezte. A PROSPECT studyban az eletkor és a kiindulasi
légzésfunkcio szerinti felosztas ugyanezt igazolta: a jelentés ppFEV1 javulas csak serdiiloknél
¢s fiatal felndtteknél volt megfigyelheté a LUM/IVA kezelés utdni 3. hénapban, valamint
azoknal, akiknél a kiindulasi ppFEV1 50-89% kozétt volt a 3. és 6. honapban, 120121, 144

A masodik Klinikai vizsgalatunk 1. kohorszaba bevalogatott CF-es betegek esetén
ELX/TEZ/IVA kezelés hatdsara a szérum HE4 koncentracio szintén jelentds csokkenést
mutatott a kiindulasi értékhez képest 3 honap kezelést kovetdéen, a HE4 atlagos valtozasa —45,7
pmol/L volt. A 2. kohorsz ELX/TEZ/IVA terapiaban részesiilé betegei ennél kisebb mértékii,
—20,7 pmol/L atlagos delta értéket mutattak. Ezzel parhuzamosan az LUM/IVA terapia alatt
allo betegek szerum HE4 értékei szintén csokkentek (—18,5 pmol/L atlagos valtozas),
ugyanakkor minden kovetéses idopontban szignifikinsan alacsonyabb HE4 szintek voltak
mérhetok az ELX/TEZ/IVA Kkezelt csoportban a LUM/IVA kezelt csoporthoz képest, mely
csupan mérsékelt 1égzésfunkcio javulast mutatott (+1,6%). Ez 6sszhangban van egy korabbi
vizsgélattal, amelyben a LUM/IVA kezelés mellett a p.Phe508del-CFTR varianssal rendelkez6

betegek atlagos ppFEV1 javulasa minddssze +2,5% volt.1?

Korabban az IVA monoterapia (Kalydeco®) nagyobb mértékii HE4 csokkenést
eredményezett (—14,4 pmol/L vs. —10,7 pmol/L) olyan CF-es betegekben, akik legalabb egy
p.Gly551Asp-CFTR varianst hordoztak transz helyzetben (111. osztalyd 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. osztalyi p.Phe508del varianst

hordozték, és csupan 2,6%-os javulast mutattak.'®? Mindezek az adatok ésszhangban éllnak az
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eredeti hipotézisiinkkel, miszerint a plazma HE4 érzékenyen koveti még a kis mértéki
tidéfunkcié javulast is CF-es betegeknél, akik CFTR modulator kezelésben részesiilnek.
Tovabba elmondhatjuk, hogy a ELX/TEZ/IVA jelentésebb terapias hatasa az LUM/IVA
kezeléssel 6sszehasonlitva jo1 nyomon kovethetd volt a plazma és szérum HE4 koncentracio
segitségével. A delta és az abszolUt HE4 szintek jol korrelaltak a delta és az abszolut ppFEV1
értékekkel, és minden kohorszban szignifikans, forditott irAnyl 6sszefiiggést figyeltiink meg a
HE4 és a ppFEV1 kozott.

Nemrég Schmidt és munkatarsai szintén vizsgaltak a HE4-et és az MMP9-et az ETI
kezelés monitorozasara, és mindkét marker szintje szignifikdnsan csokkent 6 honap kezelés
utan.’>* Hasonloképpen, egy kisebb Trikafta® kezelt CF-es csoportban az MMP9 plazma
szintje, amelyet az NF-xB tutvonal kozvetit a keringd mononuklearis sejtek altal, szintén
csokkenést mutatott a reszponder csoportba, mig a nem reszponder csoportban az MMP9 szintje
tartdsan magas maradt. Ez arra utal, hogy az MMP9 esetleg tovabbi potencialis biomarkerként

szolgalhat a terapias valasz megitélésére.’>®

A plazma és szérum HE4 atlagos valtozasanak diszkriminacios “erejét” ROC analizissel
hataroztuk meg kiilonb6z6 mértéki tiidéfunkeio javulas esetén LUM/IVA kezelésnél (2,6% és
5%-0s javulas a kezelés 6. honapjaban), illetve ELX/TEZ/IVA esetén (4%-o0s javulas a kezelés
3-6 honapjaban). LUM/IVA kezelésnél a delta HE4 esetében az AUC érték (0,9139) jelentds
volt az dsszes CF-es betegnel. Kilonésen a gyermekeknél volt kifejezettebb, magas
szenzitivitassal (80%) és specificitassal (83%). ELX/TEZ/IVA kezelés esetén a HE4 atlagos
valtozasa szintén jelentés AUC értéket mutatott mind az 1. kohorszban (0,765), mind a 2.
kohorszban (0,789) ETI kezelés alatt, és életkor szerinti bontasban gyermekeknél (0,791) es
feln6tteknél (0,788) egyarant. Amikor a delta ppFEV1 5%-at vettik hatarértéknek, az AUC
érték 0,6786 volt az Gsszes betegnél, mig gyermekeknél ismét magasabb volt (0,7913).152
Nemrégiben hasonlé AUC értéket (0,806) talaltak a delta HE4 kapcsan, killéndsen 1-2 hénap
kezelés utan, 81% szenzitivitassal és 89% specificitassal.®® A kezelésre jol reagald reszponder
betegeket (> 5%) és a nem reszponder betegeket (< 5%) az atlagos ppFEV1 valtozas alapjan
csoportositottuk a kezelés 6. honapjaban. A kezelés el6tti HE4 értékekhez viszonyitva a
statisztikailag jelentésen csokkent plazma HE4 szintek csak a reszponder csoportban voltak

megfigyelhetok.

Logisztikus regresszios elemzést végeztiunk annak értékelésére, hogy milyen tényezok
befolyasoljak a reszponder statuszt. A delta HE4 és a kiindulasi ppFEV1 fliggetlen valtozdként

kapcsolodott a reszponder csoporthoz a ppFEV1 valtozas tekintetében (> 5%) a nem
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reszponderekhez képest. Hasonl6képpen, a kiindulasi valtozék (életkor, nem, verejtékklorid
koncentracio, BMI) nem voltak statisztikailag 0sszefiggésben a kezelésre adott vélasz
mértékével 12! Korabbi tanulmanyunkban szintén szignifikans, fiiggetlen kapcsolatot mutattunk
ki a delta ppFEV1 és a delta HE4 kozott CF-es betegeknél, akik IVA kezelést kaptak.5®

A HE4 szintjét leginkabb a besziikiilt vesefunkcid tudja fals médon novelni, ezt
munkacsoportunk korabban mas betegcsoportban levizsgalta. >3 Ennek elkeriilése érdekében a
vizsgalatba bevont CF-es betegeknek bekértiik a szérum kreatinin szintjét, és sem énmagaban,
sem a kezelés hatasara nem alakult ki csokkent vesefunkcid a betegekben, ami befolyasolhatta
volna a HE4 koncentraciokat.

A teljesség kedvéért meg kell emliteni, hogy a CF klinikai &llapotanak értékelése
napjainkban nem korlatozodik kizarolag a légzésfunkcios paraméterek vagy a laboratoriumi
biomarkerek vizsgélatara. Az allapot komplex megitéléséhez fontos klinikai végpontnak
tekinthet6 a pulmonalis exacerbaciok gyakorisdga, mivel azok ismétlddése gyorsabb
tiidéfunkcio-romlassal, gyakoribb korhazi kezeléssel ¢és kedvezdtlenebb hosszii tavu
prognazissal jar.'>® Az exacerbaciok szamanak csokkenése ezért a terapias hatékonysag egyik
legfontosabb indikatora. Emellett a betegek életminéségének értékelése — példaul a Cystic
Fibrosis Questionnaire-Revised (CFQ-R) segitségevel — egyre nagyobb jelentdséggel bir, mivel
kozvetlen informaciot nyujt a tlinetek, a fizikai aktivitds és a mindennapi élet valtozasairol,
amelyek nem mindig tikrozédnek a hagyomanyos klinikai paraméterekben.’®” A mellkas
nagyfelbontast CT-vizsgalata szintén érzékeny modszer a strukturalis tiidékarosodas nyomon
kovetésére, és a bronchiectasiak, a nyakretenci6 vagy a légcsapdazas valtozasainak
egyuttes értékelése a laboratériumi és funkcionalis vizsgalatokkal egyiitt atfogobb és pontosabb
képet nyujthat a CF-ben szenved6 betegek allapotardl, valamint a terapias beavatkozasok valodi
klinikai hatasarol. A jovoben a HE4 szint valtozas és ezen klinikai paraméterek kozotti

Osszefliggések vizsgalatara is érdemes lesz fokuszalni.

A CFTR funkcio helyreallasat teljes sejtes patch-clamp technikaval igazoltuk in vitro,
0sszhangban korabbi kozleményekkel.”® Eredményeink alapjan a p.Phe508del-CFTR
funkcidjat helyreallitottnak tekintettik, mivel Boinot és munkacsoportja szerint, ha a kezelés
utan a mérhet6 aram stiriség meghaladja a 4 pA/pF kuszébértéket, akkor a CFTR aktivitas
korrigaltnak tekinthets.'”® Ennek megfeleléen mind az ELX/TEZ/IVA, mind a LUM/IVA
kombinaci6 szignifikansan csokkentette a HE4 értékeket. Fontos, hogy az ELX/TEZ/IVA

nagyobb mértékii valtozast okozott mind a Cl- &ramokban, mind a HE4 koncentracioban, mint
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a LUM/IVA. Ezt megerésitették kordbbi in vitro kisérleteink is a p.Phe508del-CFTR-t
expresszalo CFBE 410 sejtekben, ahol mind TEZ/IVA, mind LUM/IVA kezelés szignifikdnsan
csokkentette a HE4 expresszidt a kezeletlen sejtekhez képest, ugyanakkor a HE4 szintje
0sszességében nem normalizalddott * 153, Mindezek alatamasztjak, hogy a HE4 koncentracio
nem éri el a normal szintet CF-ben, még akkor sem, ha CFTR funkci6 javulasa figyelheté meg
CFTRm kezelés hatasara. Ez 6sszhangban all azzal, hogy CFTR modulatorok csak részlegesen
képesek korrigalni a p.Phe508del-CFTR miikodését: vizsgalatok szerint az ELX/TEZ/IVA
terapia az orr- és bélhdm CFTR funkcidjat csupan ~40-50%-ban allitja helyre az egészséges
referencia értékhez képest. 139 159160 Osszességében az ELX/TEZ/IVA nagyobb mértékii HE4
csokkenést idézett el6 in vitro sejtkultirakban, amely jol korrelélt az ex vivo mintdkban mért

szérum szintekkel.

Klinikai vizsgalatainkat, melyek féként véralapi mintakat céloztak meg, kiegészitettik
a betegekt6l nem invaziv médon nyerhet6é kdpetmintak analizisével. A vizsgalt betegekben a
mintavételt kovetden kiilonbozo sulyossagu exacerbaciod (enyhe, kozepes és sulyos) lépett fel,
amelynek hatasara gyulladasos mediatorok szabadulnak fel a légutakban. CF-es betegekben a
kopetminta vizsgalata esetén a legfObb nehézséget az jelenti, hogy kisgyermekekben nem
nyerhetd also 1éguti kopetminta a megfeleld egyiittmiitkodés hianyaban. Ezen feliil a vérbol
torténd vizsgalatokkal Gsszehasonlitva kevésbé reprodukalhatéak az eredmények, mivel a
minta a tiido kiilonb6zo részeibdl szarmazhat, ahol eltérd lehet a gyulladas mértéke. A CF-es
betegek kdpetében tobbek kozott ezért mutatnak nagy intra- és interindividualis variabilitast a
gyulladasos citokinek.®! Korabbi vizsgalatokban a szérum IL-1B, MPO, CRP *°, a plazma IL-
8 152 ygyan elére jelezte az akut pulmonalis exacerbaciot, de csak rovid tavon, igy mi kivancsiak
voltunk, hogy vajon a CF-ben gyakran eléforduld pulmonalis exacerbacio elérejelzésére esetleg
alkalmas lehet-e a kopet HE4 vizsgalata. Eredményeink alapjan azt talaltuk, hogy a képet HE4
koncentracio szignifikansan megemelkedett a stlyos exacerbaciot mutatd CF-es betegeknél az
enyhe, illetve kdzepes mértékii exacerbaciohoz képest, ugyanakkor az utobbi két csoport kdzott
nem taldltunk jelentds kiilonbséget. Ezek alapjan elmondhatjuk, hogy a kopetben mért HE4
szint jol korrelal a pulmonalis exacerbacid sulyossadgaval CF-ben. A gyulladas egyik
legérzékenyebb biomarkere CF-ben az aktivalt neutrophil granulocyték altal termelt neutrophil
elasztaz (NE), mely szignifikans korrelaciét mutatott a kopet HE4 szintekkel, illetve a szintén
gyulladasos marker, az IL-1p eredmények még jelentdsebb Osszefliggést mutattak a HE4
koncentraciokkal. A legjelent6sebb korrelaciot pedig masik két gyulladasos marker, a

neutrophil granulocytak altal termelt MPO, valamint az extracellularis matrixot bont6 enzim, a
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MMP9 mutatta, amely szintén a neutrophil granulocytdkbdl és makrofagokbol szabadul fel
gyulladasos folyamatok soran. CF-ben az MMP9 szintje gyakran emelkedett a légutakban, és

hozzéjarul a szdveti karosodashoz és atépuléshez.

A plazma, szérum és kodpetmintdkon tal 13 CF-es beteg BAL mintjaban is
megvizsgaltuk, hogy vajon van-e Osszefliggés a HE4 és a tid6kapacitas allapota kozott.
Ezeknek a betegeknek rendelkezésiinkre alltak a FEV1 értékei. Meghataroztuk a HE4 szinteket

a betegek BAL mintaiban, amelyek szignifikans korrelaciét mutattak a FEV1 értékekkel.

Osszefoglalva, a plazma és szérum HE4 szint negativ korrelaciot mutat a tiidéfunkcié
javulasaval, és jobban tukrozi a gydgyszeres kezelés hatékonysagat CF-es betegekben
ELX/TEZ/IVA kezelés alatt, mint LUM/IVA esetén. Eredményeink alapjan javasoljuk, hogy a
CF tiudbbetegséget LUM/IVA kezelés esetén a plazma HE4 abszoll(t és delta értékeinek
vizsgalataval érdemes lehet monitorozni, amelyek forditottan korrelalnak az abszolut és delta
FEV1 értékekkel, kiilonosen CF gyermekeknél és serdiiléknél. Osszességében a HE4
plazmaszint folyamatos mérése elére meghatarozott iddpontokban megkonnyitheti a CFTR
modulator kezelés hatékonysaganak monitorozasat a rutinszert klinikai gyakorlatban. Emellett
az ETI jelent6sebb mértékben csokkentette a HE4 expressziot CFBE sejtkulturakban in vitro,
mint a LUM/IVA, ami 6sszhangban all az ex vivo CF mintakban megfigyelt, CFTRm hatasara
bekovetkezé szérum HE4 szint valtozasokkal. EImondhatjuk tovabba, hogy a kopet HE4
koncentracio korrelal a pulmonélis exacerbacio sulyossagaval CF-ben, illetve Gsszefliggest
mutat olyan klasszikus kdpetben mért gyulladasos paraméterekkel, mint a NE, IL1- B, MPO és
MMP9. Tovabba a CF-es betegek eseten a HE4, mint potencialis biomarker nem csak a plazma
¢€s szérum mintdkban mutat 6sszefliggést a Iégzésfunkcio allapotaval, hanem a tiidoé gyulladasos

allapotat jol reprezentalé BAL mintakban is.

Az eddig bemutatott vizsgalatainknak ugyanakkor vannak korlatai. Egyrészt a szérum
HE4 szinteket legfeljebb 6 hdnapig vizsgaltuk, és nem allt rendelkezésre hosszabb tava utan
kovetéses minta annak megitélésére, hogy vajon a CFTR modulatorok tartés hatasa nyomon
kovethet6-e HE4 koncentracid mérésén keresztil. Masrészt a mar emlitett vizsgalatainkban a
CFTR modulatorok altal korrigalt CFTR funkcio és a HE4 expresszio kdzotti kapcsolatot nem
tartuk fel teljes részletességgel a CFBE sejtekben, igy tovabbi in vitro vizsgalatokat végeztiink

a jobb megértés érdekében.

Az utobbi évek kutatdasai meggy6z6 bizonyitékokkal szolgaltak az epitelidlis—

mezenchimalis  tranzici6 (EMT) folyamatanak  aktivaci6jara  olyan  kronikus
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tiidobetegségekben, mint a kronikus obstruktiv tiidobetegség (COPD), az idiopatias
tiidéfibrozis (IPF) és a CF.1! A TGFB1 az EMT 6 mediatora és erdteljes induktora, az emlitett
korképekben jelentdsen emelkedett expressziot mutat a betegek légatjaiban.ttt 163 Ezen
betegségek hasonlésadgot mutatnak szdmos klinikai és molekuléris tényezében, beleértve a
léguti obstrukcidt, a kronikus gyulladast, a fibrotikus szoveti atépllést és génexpresszids
mintazatokat.’®* A karosodott CFTR funkcidval rendelkezé endothelsejtek kifejezetten
proinflammatérikus fenotipust mutatnak, amely fokozott reaktiv oxigéngyok termeléssel,
kiilonboz6 aktivacios markerek emelkedett expresszidjaval, karosodott autofagiaval és
mitokondrialis diszfunkcidval tarsul.> Erdekes modon CF-ben az EMT gyakran részleges, ami
hibrid EMT fenotipussal rendelkez6 sejtek kialakulasahoz vezet.'® 185 Ez gsszhangban all azzal
a koncepcidval, hogy az EMT nem egy teljes epitelidlis—-mezenchimalis atalakulds, hanem

rugalmas, dtmeneti allapotok spektrumaként értelmezhetd.1%*

Tovabbi in vitro vizsgalatainkban a HE4 és az MMP9 expressziojat elemeztiik CF-hez
tarsulo EMT folyamatdban léguti epithelsejtekben. Célunk volt annak igazolasa, hogy a
megvaltozott HE4 szint dsszefliggésben van az EMT kialakulasaval a CFBE sejtekben, ami
hozzajarul az MMP9 fokozott expressziojahoz. Ennek érdekében megvizsgaltuk kiilonbozo
EMT biomarkerek expressziojat a p.Phe508del-CFTR mutécidt expresszalo CFBE sejtekben
kontroll wt-CFTR CFBE sejtekkel 6sszehasonlitva IF mikroszkopos, RT-gPCR és ELISA
modszerekkel. A mutéciét tartalmaz6 CFBE sejtekben csokkent E-cadherin, valamint
emelkedett N-cadherin, Vimentin és IL1B expressziot figyeltink meg. Emellett mind a HE4,
mind az MMP9 fehérjeszintje magasabb volt a p.Phe508del-CFTR mutaciét hordozé6 CFBE
sejtekben a kontroll sejtekhez kepest. A fehérjeszintekkel dsszhangban mRNS szinten is
jelentds kilonbségek mutatkoztak ezen markerek expresszidjaban a két sejtvonal kozott.
Mindezek Osszhangban allnak korabbi megfigyelésekkel, amelyekben a CF-es bronchialis
epitheliumban az E-cadherin kisebb mértékben fest6dott, mig az N-cadherin, Vimentin és |
tipusu kollagén nagyobb mértékii pozitivitast mutatott a normal epitheliumhoz képes. Tovabba
a polarizalt p.Phe508del-CFTR CFBE 410— sejtekben ezeknek a mezenchimélis markereknek
az expresszidja magasabb volt, mint a wt-CFTR sejtekben. %2 1% Erdekes mddon az N-cadherin
és a Vimentin szintje alacsonyabb volt a p.Gly551Asp-CFTR mutacidt expresszalo CFBE
sejtekben, mint a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben.1%® Osszességében ezek az eredmények
a CF-es léguti epithelialis sejtek mezenchimélis iranyba torténé eltolodasat és
proinflammatorikus fenotipusat jelzik, amely az epithelialis integritas zavarara és EMT-hez

kapcsolddd molekularis valtozasokra utal a CF-es epitheliumban.
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Annak vizsgéalatara, hogy az EMT tovabb fokozhatd-e CF-es léguti epithelsejtekben, a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket TGFB1 kezelésnek tettiik ki. A varakozasoknak megfeleléen
a TGFp1 expozicid szignifikdnsan csokkentette az E-cadherin szintjét, mikdzben névelte az N-
cadherin és az MMP9 fehérje expressziojat, amit IF és ELISA vizsgalatok is igazoltak. Erdekes
modon a HE4 expresszidja jelentdsen csokkent a TGFB1 stimulaciot kovetden a p.Phe508del-
CFTR homozig6ta CFBE sejtek emelkedett kiindulasi szintjéhez képest, ami arra utal, hogy az
aktivalt EMT a HE4 cstkkenésével tarsul CF-ben. Eredményeinkkel 6sszhangban korabbi
vizsgalatok kimutattak, hogy a TGFB1 kezelés EMT-t indukél CFBE sejtvonalakban, amely az
epithelidlis markerek (pl. E-cadherin, Claudin-1) csokkenésével és az N-cadherin
novekedésével tarsult. A Vimentin emelkedése jelentdsebb volt a p.Phe508del-CFTR CFBE
sejtekben, mint a p.Gly551Asp-CFTR-t expresszalo sejtekben.'®® Ezek az adatok arra utalnak,
hogy a HE4 normal epithelialis sejtekben expresszalodik, de szintje fokozatosan cstkken,

amikor az epithelium elvesziti epithelialis jellegét.

Az EMT Kkialakulasanak vizsgalata soran amellett, hogy bizonyos molekuldkkal
(TGFB1, ELX/TEZ/IVA) kezelesnek tettik ki a l1éguti epithelsejteket, kivancsiak voltunk arra,
hogy a komplex 1éguti gyulladasos miliét jol modellez6 stimulus hogyan hat ezekre a sejtekre
az EMT folyamataban. Erre a célra CF-es betegek BAL mintait talaltuk megfelelének. A
klinikai vizsgalatainkban hasznalt mintatipusokhoz (kopet, vér) képest joval invazivabb
eljarassal nyerhet6 BAL mintabdl is kimutathatéak olyan gyulladasos biomarkerek, melyek
erds prognosztikai vagy prediktiv értékkel rendelkeznek pl. NE®2, azonban a klinikumban ez a
lehet6ség csak korlatozottan all rendelkezésre a mintavétel invazivitasa miatt. Mivel azonban
ez a mintatipus jol reprezentalja a léguti kérnyezetet a gyulladasos citokinek (pl. IL-8),
protedzok (pl. NE, MMP-k), valamint bakterialis komponensek révén a CF-es tiidében, igy CF-
es BAL mintak hatdsat vizsgaltuk in vitro koriilmények kozott a 1éguti epithelsejtek mitkodésére
és fenotipusanak megvaltozasara az EMT folyamataban. Az EMT markerek, az IL-1p, valamint
a HE4 fehérje expresszios valtozasait vizsgaltuk a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben. A
korabban bemutatott TGFP1 kezelés hatasara bekovetkezd valtozasokhoz hasonld tendencidkat
figyeltiink meg az EMT markerek és az IL-1p mRNS szintek esetében is. A BAL kezelés
hatasara az E-cadherin expresszio szignifikansan csokkent, az N-cadherin pedig nétt, hasonléan
a Vimentinhez, habar az utobbi esetén az emelkedés nem volt szignifikdns, a tendencia
megmutatkozott. Az IL-1B is jelentds mértékben emelkedett a kezelés hatasara. Mindezen
vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy a CF-re jellemz6 komplex 1égati milié hozzajarulhat

az EMT kialakulasahoz és a gyulladdsos folyamatok elinduldsdhoz a tiidében.
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Ezt kovetden azt vizsgaltuk, hogy a CFTR funkcid gyogyszeres kezeléssel torténd
helyreallitdsa képes-e visszaforditani az EMT-hez kotheté valtozasokat. Ennek érdekében a
p.Phe508del-CFTR CFBE sejteket a harmas kombinéciojd CFTR modulatorral, az
ELX/TEZ/IVA-val kezeltiik, illetve TGFB1 és ETI egyuttes alkalmazésat is vizsgaltuk. A
CFTR funkcid helyredllitasat mar korabban teljes sejt patch-clamp médszerrel igazoltuk in vitro
kortlmények kozott, ahol az ELX/TEZ/IVA kezelés korrigdlta a p.Phe508del-CFTR
miikddését a csucsaramsiiriiségek valtozasa alapjan.'%® Az epithelidlis jelleg helyreallasanak
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 MMP9 mRNS
szintek szignifikansan alacsonyabbak maradtak ELX/TEZ/IVA kezelés hatésara, illetve TGFB1
+ ELX/TEZ/IVA jelenlétében a csak TGFP1 kezeléshez képest. Mas vizsgélatok szerint a
p.Phe508del-CFTR sejtek esetén egyértelmii Osszefliggés mutathaté ki a mutans CFTR
korrekciojanak hatékonysaga és a mezenchimalis markerek szintjének csokkenéese kozott: a
VX-661 (TEZ) Onmagdban nem valtoztatta meg szignifikdnsan az EMT markerek
expressziojat. Ezzel szemben a VX-661/VX-770 (TEZ/IVA) kombinacié jelentOsen
csokkentette a Vimentin szintjét. Amikor a VX-661/VX-445 (TEZ/ELX) kombinaciot VX-770-
nel (IVA) egyitt alkalmaztak p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben, a korrekcio Iényegesen
hatékonyabbnak bizonyult, és jelentés mértékben csokkentette az N-cadherin és a Vimentin
szinteket. Azonban ugyanezen kezelés alkalmazasa soran a wt-CFTR CFBE sejtekben nem
figyeltek meg szignifikans valtozast sem az epithelialis, sem a mezenchimalis markerek
szintjében.1®? A VX-770 (IVA) és a VX-809 (LUM) novelte a CFTR expresszijat, és

csokkentette a mezenchimalis markerek, a CDH2 és a TAGLN szintjét.%

Az ELX/TEZ/IVA kezelés részben helyreallitotta a tight junction integritasat a mutans
CFBE sejtekben, novelve a claudin-1 szintjét és az E-/N-cadherin aranyt.%® Patkanymodellben
kimutattak, hogy az EMT-ben részt vevo jelatviteli utvonalak a CFTR mutéciotol fuggenek,
mivel az I-es tipust kollagén expresszidja alacsonyabb volt a CFTR-knock-out (CFTR-KO)
patkanyok tiidészovetében és primer sejtkultaraiban, mint a p.Phe508del-CFTR esetén,
kiilonosen TGFB1 kezelést kovetéen. Emellett a Rho-asszocialt protein-kinaz inhibitora, a
Y27632, visszaforditotta az EMT-hez kapcsolédd gének valtozasait CFTR mutans, de nem
CFTR-KO sejtekben.!®* Osszességében a funkcionalis CFTR szintje szoros 6sszefiiggést mutat

a CFBE sejtek epithelialis/mezenchimalis allapotaval.
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Ezt kovetéen azt vizsgaltuk, hogy a HE4 szabalyozasa miként alakul hossz( tavon,
folyamatos stimulacidé mellett. A TGFp1 tart6s jelenléte (0-120 6ra) a HE4 szintjének fokozatos
és szignifikdns csokkenését eredményezte. A HE4 expresszidjat nem epithelidlis
sejtvonalakban is megvizsgaltuk azért, hogy megtudjuk, vajon ez a hatés sejttipus specifikus-e.
Erdekes mddon sem pulmonalis mezenchimalis éssejtekben (MSC), sem CF-b61 szarmazo tiidd
eredetii fibroblasztokban (DHLF-CF) nem volt kimutathatd a HE4 fehérje, ami megerdsiti,
hogy a HE4 expresszidja epithelidlis sejtekre korlatozodik. Wang és munkatarsai szintén a
WFDC2 (HE4) szintjének csokkenését figyeltek meg kronikus rhinosinusitisben szenvedd
betegek orrnyalkahartya epithelsejtjeiben, ami az EMT kdvetkeztében kialakulo, epithelialis és
mezenchimalis sejtek abnormalis keveredésére utal kronikus gyulladas soran. Fontos
megjegyezni, hogy megfigyeléseinkkel 6sszhangban a fibroblasztok nem expresszéltak a HE4-

et.167

Ezen kivil meghataroztuk az MMP9 fehérjeszintjét a wt-CFTR és a p.Phe508del-CFTR
CFBE sejtekben, valamint TGFB1 kezelt mutans sejtekben ELX/TEZ/IVA jelenlétében és
hianyaban. Az immunfluoreszcens és RT-gPCR eredményekkel Gsszhangban a kiindulasi
MMP9 szint magasabb volt a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtek feluluszdjaban, mint a vad
tipust kontroll sejtekben, amelyet az ETI 6nmagaban csokkentett. A TGFB1 stimulacio tovabb
ndvelte az MMP9 expresszidjat, azonban ez a ndvekedés szignifikansan csokkent az ETI
egyuttes alkalmazasa mellett. CF-es betegekben a plazma MMP9 szintje emelkedett volt a
CFTR-specifikus kezelés elétt, és csokkent a Trikafta® (azaz ELX/TEZ/IVA ) alkalmazasat
kovetden.r®® Mivel a TGFB1 mas human sejtekben, példaul meningedlis sejtekben is képes
indukalni az MMP9 expressziojat az ERK és Smad jelatviteli utvonalak aktivalasan keresztil

188 yvalosziniisithetd, hogy a TGFB1 magas szintje részben szabalyozza a CF-ben megfigyelhetd

fokozott MMP9 expressziét. 104 115163

A HE4 expresszidjat mesterségesen lecsendesitettiik a nem kezelt és TGFB1 stimulalt
p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben HE4 specifikus siRNS transzfekcioval. A HE4 szint
csokkenése EMT-re jellemz6 valtozasokat indukalt. Emellett az MMP9 mRNS és fehérjeszintje
is emelkedett, ami a HE4 és az MMP9 expresszié kozotti kozvetlen funkciondlis kapcsolatra
utalhat. Ezt a molekularis kapcsolatot korabban masok is kimutattak, amikor igazoltak, hogy a
HE4 kozvetlenil kdlcsénhatasba 1ép az MMP9 fehérjével fibrotikus vese lizatumokban, amit

immunprecipitaciot koveté Western blot analizissel demonstraltak.®®

Az IL1B mRNS szintjét is vizsgaltuk EMT korilmények kdzott, parhuzamosan az EMT

markerekkel, valamint a HE4 és az MMP9 expresszidjaval. A CF-es léguti epithelium kronikus
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gyulladast mutat, amelyet a proinflammatorikus citokinek emelkedett szintje jellemez,

beleértve az IL-1B/NLRP3 aktivaciot, ami alapveté szerepet jatszik a CF-es tidd

=z=7

cres

hogy az IL-1B hasonl6 médon hathat a gyulladt CF-es légutakban is.}”* Eredményeink alapjan
az EMT magasabb IL-1p mRNS szinttel tarsult, kiilondsen TGFB1 expoziciot kdvetden, ami a
gyulladas és az EMT kdzotti kapcsolatra utal CF-ben.

Végiil a sejtproliferacio Ki67 IF festéssel torténd vizsgalata szignifikdns csokkenést
mutatott a p.Phe508del-CFTR CFBE sejtekben a HE4 géncsendesitését kovetéen a NEG-01
kezelt kontroll sejtekhez képest. Ez arra utal, hogy a csokkent HE4 expresszio mellett indukalt
EMT csokkent proliferacios képességet eredményez. Hasonloképpen, a HE4 knock-down
csokkentette az EMT kialakulasat, a sejtproliferaciot és a Ki67 expresszidjat petefészekrak

sejtekben in vitro.1"

A vizsgalatnak vannak Kkorlatai: nem végeztink tovabbi kisérleteket az EMT
részletesebb jellemzésére CFBE sejtekben, példaul sebzarddasi (wound healing) assay-t. A
HE4 mérésével egyidejiileg nem vizsgaltuk az EMT kialakuldsanak kozvetlen hatasat a CFTR
expresszidjara CFBE sejtekben. Végiil a TGFB1 altal modositott HE4 expresszid hatterét,
valamint a HE4 és MMP9 kozotti kapcsolat részleteit nem tartuk fel teljes mértékben; ezért
tovabbi kutatasok sziikségesek a szabalyozasi mechanizmus pontositasahoz a jovében. Az in
vitro vizsgalataink eredményei megerdsitik, hogy az EMT HE4 expresszio csokkenéssel és az
MMP9 expresszio emelkedéssel jar egytt CF-es léguti epithelsejtekben és alatamasztjak, hogy
kozvetlen osszefliggés van a CFTR miikodési zavara és az EMT kialakulasa kozott CF-ben. Az
alacsony HE4 expresszio pedig hozzajarul az EMT-re jellemz6 fenotipus és a csokkent

sejtproliferacio kialakulasahoz a leguti epithelsejtekben. (31. abra).
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31. &bra: A CF-ben zajl6 progressziv epithelsejt valtozasok és az EMT kialakulasanak sematikus
abrazoldsa. A megfeleléen miik6d6 CFTR fenntartja a normal iontranszportot és az epithelialis
integritast az egészséges lugutakban, magas E-cadherin és alacsony N-cadherin expresszié mellett (1.
fazis). A CFTR miikodési zavara és az intrapulmonalis gyulladas CF-ben megemeli a HE4 és az MMP9
szintjét (2. fazis). A TGFPI tartos jelenléte esetén az epithelidlis sejtek az EMT folyamatan (részleges)
mennek keresztll, amelyet csokkent E-cadherin, megemelkedett N-cadherin és MMP9, valamint

csokkent HE4 expresszio jellemez (3. fazis).
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7. Osszefoglalas

A CF a leggyakoribb autoszomalis recessziv. modon 06roklédé genetikai
anyagcserebetegseg a kaukazusi populacidban, amelyben a CFTR ioncsatorna nem miikodik,
vagy nem expresszalodik megfeleléen. Mindez a kiilsé elvalasztasi mirigyek megvaltozott,
bestirtisodott valadéktermelését eredményezi, amely az érintett szervek progressziv karosodasat
okozza. A betegek korai halalozasat elsdsorban a fokozatosan romlo légzeésfunkcio és a
neutrophil granulocytak dominanciajaval jellemezheté kronikus gyulladas talajan kialakulo
tid6fibrozis okozza. A tiidéfibrozist pedig megelézi az Gn. epithelialis-mezenchimalis tranzici6
(EMT).

A CF-ben alkalmazott Uj CFTR modulator terapiak hatékonysaganak monitorozasara
jelenleg elérhet6 klinikai paraméterek korlatozottak. A betegségre jellemz6 léguti gyulladas
mar Kkorai stddiumaban kimutathatd, igy ezen folyamatokban szerepet jatsz6 mediatorok
koncentréciojanak vérbol vagy légati mintabol torténé meghatarozasa kézenfekvo lehet a
terapia hatékonysaganak kovetéseére. Ezek a gydgyszerek javitjak a légzésfunkciot, csokkentik
a gyulladast és mérséklik a fertdzések gyakorisagat. Ugyanakkor tovabbra is sziikség van
megbizhatd biomarkerek azonositisara, amelyek segitségével nyomon kovethetd a betegség
progresszioja és a kezelés hatékonysaga. A plazma és szérum HE4 koncentracio jol korrelalt a
betegség sulyossagaval, igy alkalmasnak tiint az Orkambi® illetve Kaftrio® kezelés
hatékonysaganak kovetésére. Az in vitro vizsgalataink alapjan a Kaftrio® CFTR funkcio
korrigalo hatasa sokkal jelentésebb mértékii volt az Orkambi®-val 6sszehasonlitva. Tovabba a
megfeleléen miikodé CFTR fenntartja a normal iontranszportot ¢s az epithelialis integritast az
egészséges légutakban, viszont CF-ben ennek miik6dési zavara és a gyulladas kdvetkeztében
megemelkedik a HE4 és az MMP9 szint. A TGFpI tartos jelenlétében az EMT folyamata elére

halad és emelkedik az MMP9, valamint csokkent HE4 expresszioja.

Osszességében megallapithatjuk, hogy a plazma és szérum HE4 koncentracié jol
korrelal a légzésfunkcio javulasaval CF-ben és alkalmas lehet 0j, jol reprodukélhat6, kénnyen
mérhetd biomarkerként mind az Orkambi®, mind pedig a Kaftrio® CFTR modulator kezelések
hatékonysaganak kovetésére. Tovabba vizsgalataink alapjan elmondhatjuk, hogy az EMT
indukélta HE4 expresszié csokkenés az MMP9 szint ndvekedésével jar egyutt CF-es léguti
epithelsejtekben, valamint az alacsony HE4 expresszi6 hozzajarul az EMT-re jellemz6

fenotipus és a csokkent sejtproliferacio kialakulasahoz.
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8. Summary

Cystic fibrosis (CF) is the most common autosomal recessive inherited genetic
metabolic disorder in the Caucasian population, characterized by the absence or dysfunction of
the CFTR ion channel. This results in the production of altered, viscous secretions by exocrine
glands, leading to progressive damage of the affected organs. Early mortality in CF patients is
primarily caused by the gradual decline in pulmonary function and the development of
pulmonary fibrosis on the basis of chronic inflammation dominated by neutrophil granulocytes.
Pulmonary fibrosis is preceded by the process known as epithelial-mesenchymal transition
(EMT).

Currently available clinical parameters for monitoring the efficacy of novel CFTR
modulator therapies in CF are limited. Airway inflammation characteristic of the disease can
be detected even at early stages; therefore, measuring the concentrations of mediators involved
in these processes in blood or airway samples represents a feasible approach for assessing
therapeutic effectiveness. These therapies improve lung function, reduce inflammation, and
decrease the frequency of infections. However, there remains a need to identify reliable
biomarkers that enable the monitoring of disease progression and treatment efficacy. Plasma
and serum HE4 concentrations have shown a strong correlation with disease severity,
suggesting their suitability for monitoring the effectiveness of Orkambi® and Kaftrio®
therapies. Based on our findings in vitro, the CFTR correcting effect of Kaftrio® was
significantly greater compared to Orkambi®. Furthermore, a properly functioning CFTR
maintains normal ion transport and epithelial integrity in healthy airways, whereas in CF, CFTR
dysfunction and inflammation lead to elevated levels of HE4 and MMP9. In the long-standing
presence of TGFP1, the process of EMT progresses, accompanied by increased MMP9 levels

and decreased HE4 expression.

In summary, plasma and serum HE4 concentration correlates with the improvements in
pulmonary function in CF and may serve as novel, reliable, and easily measurable biomarker
for monitoring the efficacy of both Orkambi® and Kaftrio® CFTR modulator therapies.
Moreover, our findings indicate that EMT-induced downregulation of HE4 expression is
accompanied by an increase in MMP9 levels in CF airway epithelial cells, and decreased HE4
expression contributes to the development of an EMT-associated phenotype and reduced cell

proliferation.
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9. Az értekezés Uj tudomanyos eredmeényei, a jelolt sajat megallapitasai

1. A plazma/szérum HE4 szint jol korrelal a ppFEV1 légzésfunkcids paraméterrel és
megbizhaté modon koveti az Orkambi®, valamint a Kaftrio® kezelés hatékonysagat.

2. Az Orkambi® kezelés jelentés HE4 plazma szint csokkenést eredményez CF-es

betegekben, amely egy még jelentdsebb mértékii valtozas a Kaftrio® hatasara.

3. Az EMT HE4 expresszié csokkenéssel és az MMP9 expresszié emelkedéssel jar egyiitt
a cisztas fibrozisos léguti epithelsejtekben.

4. Az alacsony HE4 expresszio hozzajarul az epithelsejtek EMT fenotipusanak és a
csokkent sejtproliferacio kialakulasahoz.
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