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Roviditések jegyzéke

Ago2: Argonaute 2

cDNS: komplementer DNS

CRP: C-reaktiv protein

DE: Differentially expressed

DGCR8: DiGeorge syndrome Critical/Chromosomal Region 8
DNS: Dezoxiribonukleinsav
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ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay

ERK1/2: Extracellular signal-regulated kinase 1/2
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HBSS: Hanks’ Balanced Salt Solution

HCAEC: Human coronary artery endothelial cell (humén koronéria artériés
endothelsejt)

ICAM-1: Intercellular adhesion molecule 1
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NF-kB: Nuclear factor-kappa B
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1. Bevezetés

A szepszis vagy régies nevén vérmérgezes egy nagyon sulyos klinikai korkép,
amelynek soran a fert6zés hatasara egy kontrollalatlan szisztémas reakcio alakul ki a
szervezetben. A szepszist6l még sulyosabb allapot a szeptikus sokk, amely tovabbi
metabolikus és cellularis rendellenességekkel jar egyiitt. Napjainkban a szeptikus
korképek még mindig nagyon magas (kb. 15-20%-0s) mortalitast mutatnak a fejlett
diagnosztikai lehetoségek és terapids beavatkozasok ellenére, ezért a korai felismerésnek
¢és a hatékony gyogyszeres beavatkozasnak nagy népegészségiigyi jelentdsége van. A
szepszis kialakuldséban az extrém gyulladés, az abnormalis immunoldgiai folyamatok és
kiilonb6z6 sejtek aktivacidja jatszanak dontd szerepet. Ebben az inflammatorikus
kornyezetben gyakran jelentds mértékli vérlemezke- és endothelsejt-aktivacio, illetve
karosodas kovetkezik be, és mindez rovid idon beliil sokszervi elégtelenséghez, illetve a
beteg korai haldlozasahoz vezethet.

Az aktivalodott vérlemezkék prothrombotikus allapotanak kialakitasadhoz
nemcsak a korokozo6 és a gyulladdsos mediatorok altal kdzvetleniil indukalt thrombocyta
aktivacio jarul hozza, hanem a csontvelében a megakaryocytak is ki vannak téve ezen
stimulusoknak, ami megvaltozott fenotipusu és funkcidju vérlemezkék termelddéséhez
vezet. Mindebben a megakaryocyta-eredetii fehérjéknek, enzimeknek, valamint RNS
molekulaknak, koztiik a nem kodold mikroRNS-eknek (miRNS) is nagy szerepe van,
melyek képesek befolyasolni a thrombocytdk fehérje/receptor expresszidjat, igy
hozzajarulva az ,,eldaktivalt” cellularis allapothoz. Ugyanakkor a stimulalt vérlemezkék
nagy mennyiségben szekretalnak mikropartikuldkat a keringésbe, ami a thrombocyta
mMIiRNS-ek szallitasat is lehetdvé teszi a véraramon keresztiil. A keringé vérlemezke-
mikropartikuldk internalizacigja révén ezen miRNS-ek tobbek kozott az endothelsejtek
génexpresszidjat ¢és milkodését is modulalhatjdk. Ezek a folyamatok tehat
hozzajarulhatnak a szepszis miatt bekovetkezd talzott mértékii és akar tartdosan fennalld
endothelsejt aktivacid visszaszoritdsdban mint kompenzatorikus vélaszreakcio.

A disszertacioban a sulyos gyulladdsos kornyezetben a megakaryocyta-
thrombocyta tengelyben bekdvetkezd szdmos RNS-expresszio-valtozasok koziil a miR-
26b-SELP interakcié mechanizmusat és szerepét, illetve a vérlemezke miR-223-nak az
endothelialis ICAM-1 receptor expressziot modulald hataséat vizsgaltuk. Célunk az volt,

hogy ezen finomszabalyoz6 folyamatokrél minél tobb informacié alljon a



rendelkezésiinkre a szepszis komplex korfolyamatainak jobb megismerése és megértése

érdekében.

2. Irodalmi attekintés

2.1 A vérlemezkék aktivalodasa és annak szerepe szepszisben

A szepszis egy €letet veszélyeztetd klinikai allapot, amely a szervezet fertdzés
altal kivaltott kontrollalatlan szisztémas valaszreakcidja eredményeként alakul ki. A
szepszistdl megkiilonboztetjiik a szeptikus sokkot, amely még sulyosabb metabolikus és
cellularis rendellenességekkel jar egyiitt [1]. A szepszis patofizioldgiai alapjat a tulzott
mértekli gyulladas és az ezzel Osszefiiggd sejtaktivaciok, illetve az abnormalis
immunologiai folyamatok jelentik. Az eldbbi eltérés tobbek kozott a koagulacios kaszkad
indukélasahoz és az ezt kivédo ellenregulacidos mechanizmusok, valamint a fibrinolizis
gatlasdhoz vezethet, ami sulyos komorbiditasba, un. disszemindlt intravaszkularis
koagulopathiaba (DIC) torkollhat [2]. Ebben a hyperinflammatorikus kornyezetben
oOhatatlanul jelentds mértékli endothelsejt karosodas €s vérlemezke-aktivacio kdvetkezik
be, amit tovabb fokozhat a thrombocytak pathogénnel vald interakcidja. A szepszishez
gyakran tarsuld alacsony thrombocytaszam és abnormalis vérlemezke-funkcid pedig
tovabb ronthatja a betegség kimenetelét. A fentiek eredményeképpen akar rovid idén
beliil bekovetkezd sokszervi elégtelenség a beteg korai haladlozasahoz vezethet [3].

A thrombocytak aktivalédasa kozponti szerepet jatszik a kiilonb6z6 szepszis
indukalta cellularis folyamatok parhuzamos lejatszodasaban [4]. A reaktiv vérlemezkék
ugyanis Osszehangoljdk a hemosztatikus, a proinflammatorikus, a pathogén elleni
immunoldgiai és a szoveti helyredllitdé (,,repair”) folyamatokat. Maguk az aktivalt
vérlemezkeék és az altaluk kibocsatott mediatorok nemcsak a vérzés mieldbbi elallitasaban
vesznek részt, hanem direkt, illetve indirekt moédon a fert6zés eliminaldsaban és az
immunsejtek funkcidjanak kialakuldsaban is, s6t a kés6bbi fazisban a szdveti
»remodeling”-ben. A reaktiv vérlemezkékbdl emellett kiilonb6zd méretli vezikulak, igy
pl. mikropartikuldk fliz6dnek le, amelyek tobbféle thrombocyta funkciot képesek
kozvetiteni (1. abra) [4].
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1. abra A thrombocyta aktivalodas kozponti szerepe a szepszis indukalta cellularis
folyamatok parhuzamos lejatszodasaban. A reaktiv vérlemezkék 0Osszehangoljak a
hemosztatikus, a proinflammatorikus, a pathogén elleni immunologiai és a szoveti helyreallito
(,,repair”) folyamatokat. Az aktivalt vérlemezkék és az altaluk kibocsatott mediatorok nemcsak a
vérzés mielébbi elallitasaban vesznek részt, hanem direkt, illetve indirekt modon a fertézés
eliminaldsaban és az immunsejtek funkcidjanak kialakulasaban, sot a késébbi fazisban a szoveti
,remodeling”-ben is. Ezen feliil a vérlemezke-eredetli mikropartikulak képesek kozvetiteni
szamos thrombocyta funkciot is. ECM: extracelluldris matrix, MN: monocyta, PMN:
polymorphonuclearis neutrophil, M®: macrophag, PMP: thrombocyta-eredetii mikropartikula.
Forras: Dewitte A és munkatarsainak 2017-es kozleményébol adaptalva [4].

Mindezek ellenére a szepszises thrombocyta funkcidra vonatkozdan némileg
ellentmondasos adatokat publikaltak. Egyrészt a vérlemezkék fokozott felszini P-
szelektin receptor (CD62P) expressziot mutattak, ami a szolubilis P-szelektin magas
plazmaszintjéhez vezetett [5]. Ezen eredmények a thrombocytdk emelkedett aktivaltsagi
allapotat jelezték, amit magas trombospondin szinttel [6], illetve egy thrombocyta
funkcids teszttel (VerifyNow assay) emelkedettnek talalt thrombocyta reaktivitasi index
értékkel is alatamasztottak mar a betegség korai szakaszaban [7]. Ezzel szemben mésok
hiporeaktiv thrombocytakrol szamoltak be szepszisben csékkent ex vivo aggregacios
képességgel, ami a vérlemezke aktivacid idObeni ,kimeriilését” jelezheti [8, 9]. A

szepszis elsd fazisaban tehat a vérlemezkék fokozott aktivacios allapota nem kérdéses,
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amihez tobb thrombocyta receptor (pl. CD62P, CD63, CD31 stb.) magasabb expresszioja,
valamint fokozott felszini fibrinogén kot(6d)és és emelkedett szolubilis glycoprotein VI
(GPVI) szint is tarsul [10]. A fentiekben emlitett megvaltozott thrombocyta funkcids
eredmények hatterében - a betegség kiilonb6z6é fazisaban tortént mintavétel mellett -
eltérd preanalitikai koriilmények is allhatnak, pl. még nem kezelt vagy mar kezelés alatt
allo szepszis betegek bevondsa, mas korokbol kialakult szeptikus allapot vizsgalata, vagy
mas mintatipus feldolgozasa.

A P-szelektin receptor vagy CD62P a vérlemezke-aktivacio egyik legérzékenyebb
specifikus markere, amely a nem aktivalodott keringd vérlemezkéken csak nagyon Kis
mennyiségben van jelen, ugyanakkor stimulacié hatdsdra perceken belill jelentds
mértékben expresszalodik a sejtfelszinre és igy részt vesz az un. heterotipikus (pl.
thrombocyta-leukocyta) aggregatumok képzddésében [11]. A kiilonbozé fehérvérsejt
alakokkal  kialakitott sejt-sejt interakciok tovabb  segitik  szepszisben a
proinflammatorikus és protrombotikus folyamatok lejatszodasat [12]. A vérlemezkék
fokozott P-szelektin expresszidja magasabb halalozasi kockazattal jart kiilondsen idésebb
szeptikus betegek esetén [13], raadasul a szolubilis P-szelektin emelkedett koncentracioja
szoros Osszefliggést mutatott a szepszishez tarsult véralvadasi rendellenességek
gyakorisadgaval és a korkép sulyossagaval [14]. A fentiek alapjan a vérlemezke P-
szelektin expresszidjanak valtozéasa jelentds hatdssal bir a szeptikus korfolyamatok
lejatszodasaban.

Szepszisben a korokozok invazidjara els6 vonalban a velesziiletett
immunrendszer sejtjei, igy a monocytak/macrophagok, a granulocytak és a természetes
0losejtek (NK-sejtek) reagalnak, de a velesziiletett immunrendszer részét képezik a
vaszkularis endothelsejtek is [15]. Ezeknek a sejteknek a felszinén tn. mintazatfelismerd
receptorok (Toll-szer(i receptorok, TLR) expresszalodnak [15]. Ezekhez kotédnek a
korokozok kiilonb6zé komponensei (pathogen-associated molecular pattern, PAMP),
valamint az elhalt sejtekbél felszabaduld molekulak (damage-associated molecular
pattern, DAMP) [15], és ezen interakciok a TLR-eken keresztiil intracellularis
szignalutvonalak aktivalédasahoz vezetnek [16]. Szamos TLR receptor, pl. a TLR4 a
vérlemezkéken, st azok anyasejtjein, a megakaryocytakon (MK) is expresszalodik és
funkcional is [17]. A vérlemezkék TLR4-dependens aktivalodasa, az érfalhoz valo
kitapadasa és igy a keringésbdl vald kikeriilése akar sulyos thrombocytopenidhoz

vezethet, amihez az aktivalt vérlemezkék neutrophilek 4&ltali szekvesztralodasa is
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hozzajarul [17]. Egy Gram-pozitiv bakteridlis fertézés a TLR2-n keresztill is képes
modulalni nemcsak a vérlemezke aktivaciot [ 18], hanem a thrombopoézist és a MK-érést
is [19]. Ezen adatok is azt igazoljak, hogy a vérlemezkék és az MK-K is aktivan részt
vesznek a szepszishez tarsulé gyulladdsos folyamatok kialakitasiban ¢és annak

kovetkezményeiben [20, 21].

2.2 Az NF-kB-utvonal aktivalodasa szepszisben a TLR4 receptoron keresztiil

A TLR-eken keresztiil bekovetkezé sejtstimulacid hatasara aktivalodik tobbek
kozott az NF-kB (nukledris faktor kappa B) medialta szignalutvonal, ami a szeptikus
allapot kialakulasa soran proinflammatorikus citokinek termelddését indukalja a
monocytakban/macrophagokban [22]. A TLR-eknek eddig tiz kiillonboz6 tipusat
azonositottak az emberi szervezetben (TLR1-TLR10). Ezek a receptorok kiilonféle
agonistak hatdséara aktivalodnak, pl. a TLR2-t a Gram-pozitiv baktériumokbol szdrmazo
peptidoglikan aktivalja. A receptorok cellularis elhelyezkedése is eltérd: a TLR2 és a
TLR4 a sejtfelszinen, mig a nukleotid molekulakat felismeré TLR3, TLR7, TLRS ¢és
TLRO intracellularis vezikulak membranjdban helyezkednek el [23]. A szeptikus
folyamatokban kozponti szerepet jatszO TLR4 a Gram-negativ baktériumok sejtfalanak
lipopoliszacharid (LPS) komponensét ismeri fel. Az agonista bekotédése utan a TLR4
intracelullaris részéhez kapcsolodik a MyD88 (myeloid differentiation primary response
protein 88) fehérje (2. abra). Ezt kdvetéen a MyD88 olyan IL-1R-asszocialt kinazokat
»toboroz” (IRAK4, IRAK1 és IRAK?2), amelyek aktivaljak és ubiquitinaljak a TRAF6-ot
(TNFR-hez tarsult 6-os faktor). A TAB2 (TAK1-koté fehérje 2) kdvetkezményes
ubiquitinicioja miatt a TAK1 aktivalodik. Ezek az események az NF-kB kindz komplex
inhibitorainak az aktivacidjdhoz vezet, ami magaban foglalja az IKK-a-t, IKK-B-t és az
NF-kB esszencialis modulatort (NEMO vagy IKK-y), amely foszforildlja az IKBa-t.
Mindez végiil felszabaditja a pS0 és p65 alegységeket tartalmazo transzkripcios faktort a
sejtmagba torténd transzlokdcidhoz. Ez lehetdvé teszi a gyulladast promotalo fehérjék
génjeinek, példaul az IL6 és a TNF atirasat [24]. Fontos hozzatenni, hogy az NF-kB-
utvonal aktivalodasa modulalja szamos gyulladasfiiggd proteint szabalyoz6 mikroRNS
(miRNS) szintjét is, illetve a megvaltozott expresszidji miRNS-ek finomszabalyozzak az
NF-kB-utvonalban résztvevo kiilonb6zo fehérjék/enzimek kifejezddését és miikodését. A
2. 4bra a vérlemezkékben és az MK-ban is miikodé TLR4 mediélta NF-kB-ttvonal [21]

legfontosabb jelatviteli eseményeit mutatja be.
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2. abra A TLR4 indukalta NF-kB jelatviteli atvonal f6 komponensei. Az LPS-nek a TLR4
receptorhoz valo bekotddése egy komplex intracellularis szignalutvonalat indit el, melynek
eredményeképpen a p50 és p65 alegységek belépnek a sejtmagba és inicialjak a
proinflammatorikus gének expresszalodasat. Az abran feltintetett intracellularis miRNS-ek
expresszidja szintén megvaltozik, ami finomhangolja a kaszkad utvonal fehérjéinek
kifejez6dését. Roviditések: a MyD88: myeloid differentiation primary response protein 88,
IRAK: IL-1R-asszocialt kinaz, TRAF6: TNFR-hez tarsult 6-0s faktor, TAB2: TAK1-kot6 fehérje
2, IKK: NF-xB kinaz inhibitor, NEMO: NF-xB esszencialis modulator. Forras: Szilagyi B és
munkatarsai altal irt 2019-es dsszefoglalo kdzleményébdl adaptalva [25].
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2.3 A miRNS-ek biologiai jelentosége, keletkezése és miikodése

A miRNS-ek erdsen konzervalt, kb. 20-25 nukleotid hosszisagu, egyszalu nem
kodold6  RNS molekuldk, melyek fontos szerepet jatszanak a sejtek megfeleld
miikodéséhez sziikséges gének miikodésének szabalyozasaban [26]. A miRNS-eken
keresztiil megvalosuld génszabalyozas egy komplex folyamat, mivel egy miRNS akéar
tobb tucat cél messenger vagy hirvivéd RNS (mRNS) miikodését befolyasolhatja, masrészt
egy mMRNS-t akar tobb miRNS is szabalyozhat. A miRNS-ek az emberi fehérjéket kodolo
gének kb. 60 %-at regulaljak a cél mRNS és fehérje szintek csokkentése révén [27] és
részt vesznek olyan alapvetd cellularis folyamatokban, mint sejtproliferacio,
differencidlodas, illetve apoptozis, de befolyasoljak az dssejtképzOodést és az izomsejt-
differenciacio folyamatat is [28]. A miRNS-ek abnormalis expresszioja és funkcioja
dontd szerepet jatszik szdmos betegség, pl. metabolikus, kardiovaszkularis és daganatos
betegségek kialakuldsédban és progresszidjaban [29, 30].

A miRNS-¢k biogenezise soran elsé 1épésben az elsédleges (primer) miRNS-ek
(pri-miRNS) keriilnek atirasra az RNS-polimeraz II aktivitasa révén a sejtmagban (3.
abra) [31]. Ezt kovetden a pri-miRNS-ekb6l az RNaz I1I-as tipust Drosha endonukleaz
aktivitasanak koszonhetden 70 bp-os hajtiiszerkezetii miRNS-prekurzor (pre-miRNS-ek)
alakul ki [32]. Ezt a reakciot a DGCR8 (DiGeorge syndrome critical/chromosomal region
8) komplex katalizalja. A pre-miRNS-ek a Ran-GTP-figgé Exportin-5 transzporter
fehérjéhez kotddnek, amelynek segitségével a pre-miRNS-ek a sejtmagbol a
citoplazmaba keriilnek. Itt zajlik a miRNS-ek masodik érési folyamata. Az IlI-as tipust
RNaz Dicerl endonukleaz enzim a TRBP (transactivation-responsive RNA-binding
protein) kofaktor jelenlétében lehasitja a hajtliszerkezetet [33]. Ennek a lépésnek az
eredményeként érett miRNS duplexek jonnek létre, amelyek kb. 22 nukleotid
hosszisaguak. Ezek koziil a vezetd szal beépiil az un. RISC (RNA-induced silencing
complex) komplexbe, melyet a TRBP, a Dicerl enzim és az Ago2 (Argonaute 2) fehérje
alkot, mig a masik (kovetd) miRNS szal lebomlik (3. dbra) [34].
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3. abra A miRNS-ek érési folyamatanak fébb lépései. A pri-miRNS-ek a sejtmagban
képzdédnek, majd egy tobb 1épésbdl alld érési folyamaton mennek keresztiil. A citoplazmaban a
Dicerl enzim lehasitja a pre-miRNS-ekre jellemz6 hajtliszerkezetet, majd ezt kovetden az érett
miRNS beépiil a RISC komplexbe. Az érett miRNS a cél mRNS 3” UTR régidjahoz kotodik,
aminek eredményeként az mRNS altal kodolt fehérje kifejezédése gatlodik vagy idében késik,
illetve az mRNS degradalodik. Az érett miRNS-ek késobb exoszomakba, mikrovezikulakba, vagy
szabad (HDL-hez vagy Ago2 fehérjéhez kototten) formaban kikeriilhet a sejtb6l. Roviditések:
pre-miRNS: prekurzor-miRNS, pri-miRNS: primer-miRNS, RISC: RNA-induced silencing
complex, TRBP: transactivation-responsive RNA-binding protein, UTR: untranslated region,
DGCRS: DiGeorge syndrome critical/chromosomal region 8, HDL: high density lipoprotein.
Forras: Szilagyi B és munkatarsai altal irt 2019-es 6sszefoglald kdzleményébdl adaptalva [25].

A miRNS-ek a génexpressziora kifejtett gatlo hatasukat oly moédon fejtik ki, hogy
bazisparosodassal a cél mRNS-hez kotddnek. Az érett miRNS-ek tobbségében a 2-8.
nukleotid kozotti szekvencia az Un. ,,seed” régio, amely a cél mRNS 3 UTR (untranslated
region) részé¢hez kotddik [30]. A génexpresszid szabdlyozasa ezt kovetden tobbféle
moddon torténhet. A cél mRNS sorsa a seed région kiviili komplementaritastol és a RISC
komplexben talalhatdo Ago2 fehérje aktivitasatol fligg [35, 36]. Amennyiben a miRNS és

a cél mRNS kozotti bazisparosodas tokéletesen komplementer és a miRISC komplex
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tartalmazza az endonukleaz aktivitdssal bir6 Ago2-t, az mRNS szekvenciafiiggden
hasitédik ugy, mint pl. a ndvényekben [37]. Ezzel szemben a nem tokéletes

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

crcr

2.4 Az extracellularis miRNS-ek funkcidja

A mMiRNS-ek jelenlétét szamos testnedvben azonositottdk, mint példaul
szérumban, plazmaban, vizeletben, liquorban, nyéalban, konnyben, anyatejben és a
magzatvizben. Kimutattak, hogy egyes miRNS-ek funkciondlis szerepet jatszanak a
kornyez6 szovetekben 1évo sejtek miikodésének befolyasolasaban, valamint a
testfolyadékokban keringé miRNS-ek alkalmas biomarkereknek bizonyultak kiilonféle
betegségek, igy a szepszis diagnosztizalasara és monitorozasara [39, 40]. A miRNS-ek
tobbféleképpen is kijuthatnak az anyasejtekbdl a kornyezetiikbe és stabilak maradnak a
keringésben [41]. Rendkiviil ellendlloak az endogén és exogén RNaz aktivitassal,
valamint a megvaltozott pH és hdmérsékleti viszonyokkal szemben [42]. A kiilonb6zd
sejttipusokbdl aktiv transzport révén exoszomdkba és apoptotikus testekbe, a
vérlemezkék esetén fOként mikropartikuldkba csomagolodva széllitddnak [43]. A
MIRNS-ek egyik sejtbdl a masikba torténd szallitasa torténhet RNS-kot6 fehérjékhez, pl.
Ago2-h6z vagy HDL-hez (high density lipoprotein) kototten is (3. abra). Ezen
transzportmechanizmusok révén a miRNS-ek eljuthatnak és bekeriilhetnek a kornyezo

vagy akar tavoli sejtekbe és megvaltoztathatjak azok mitkodését [41, 43].

2.5 A vérlemezke miRNS-ek jelentosége

A kering0 vérlemezkék — bar sejtmaggal nem rendelkeznek — mégis nagyszamban
hordoznak miRNS-t, MRNS-t, tovabba a miRNS-ek érésében szerepet jatszo fehérjéket
(pl. Dicerl), illetve a fehérjetranszlacidhoz nélkiilozhetetlen egyéb komponenseket (pl.
riboszomak, enzimek), amelyek az MK-bol keriilnek a képz8dd vérlemezkeékbe a
csontveldben (4. abra) [44, 45]. Landry P és munkatarsai 2009-ben szamoltak be el6szor
a thrombocyta miRNS-ek 1étezésérdl, és a miR-223-at irtak le az egyik legmagasabb
expresszios szintet mutatd vérlemezke miRNS-nek [44-48]. Mara t6bb, mint 500 miRNS-
t azonositottak a vérlemezkékben, melyek koziil a let-7 csalad adja a teljes miRNS
alloméany kb. felét [49]. Annak ellenére, hogy a vérlemezkék lényegesen kevesebb

MIRNS-t tartalmaznak a maggal rendelkezd sejtekhez képest [50], meglehetdsen
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valtozatos a miRNS Osszetételiik, ez az 6sszes human miRNS korilbeliil 30%-at teszi ki
[51]. Az6ta a miR-223 az egyik legszélesebb korben vizsgalt miRNS-¢ valt, mivel
megvaltozott szintje - sok mas kozott - hozzajarul a sziv- és érrendszeri betegségekben
az endothelium-diszfunkcio [52] és az endothelsejt apoptdzis kialakulasahoz is [53].
Predikcids programok (pl. www.targetscan.org) szerint a szekvencia komplementaritas

alapjan a miR-223 egyik célgénje az ICAM1, ezaltal képes modulélni az endothelsejtek

crcr

Megakaryocyta-eredetu
miRNS

pri-miRNS E
5 3
Dmshal

pre-miRNS

arget miRNS Thrombocyta
(e.g. Itga2b, Itgb3) 2

pre-miRNS / »
i { A ool Yo},
S \_/v ) S\MIRNS /0

sy _ Dicer1 |

W"‘""””"‘—»Targ
miRNS  (e.g /tga2b, ltgb3)
Dicer1-fliggd
miRNS

Megakaryocyta

Hemosztazis

Trombézis

4. abra Az RNS molekulak és mas, a transzlaciohoz sziikséges fehérjék bejutasa az MK-bél
a vérlemezkékbe. Nemcsak az MK-k, de a vérlemezkék is tartalmaznak miRNS-t, azok
prekurzorait, MRNS-t, és olyan sejtalkotokat (pl. riboszoma), fehérjéket (pl. Ago2) és enzimeket
(pl. Dicerl), amelyek lehetévé teszik akar a de novo fehérjeszintézist bizonyos stimulusok
hataséara. Ezek a komponensek a thrombocytdkba az MK-bol valo lefiizodés soran keriilnek at. A
Dicerl enzim jelenlétében a pre-miRNS-ek érése is bekovetkezhet az Ago2 fehérjéhez
kapcsolodva a RISC komplexen beliil. Roviditések: miRNA: microRNS, mRNA: messenger
RNS, pre-miRNA: prekurzor miRNS, pri-miRNA: primer miRNS. Forras: Boilard E és
munkatarsanak 2016-as kdzleményébol adaptalva [56].

A vérlemezkékben jelenlévd mRNS-ek ¢és a fehérjetranszlaciohoz
nélkiilozhetetlen riboszomak és enzimek lehetévé teszik a sajat fehérjék de novo

szintézisét is, amit altalaban valamilyen stimulus valt ki [45, 57]. Az érett intracellularis
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mMIRNS-ek képesek szabalyozni a thrombocytak sajat cél mRNS-einek funkcidjat, igy
akdr a hemosztazis és a vérlemezke aktivacid szempontjabol fontos fehérjék
szintetizalodhatnak [58, 59]. A vérlemezkéket ért direkt stimulusok, pl.
thrombinaktivacié [59], vagy a kéros metabolikus milieu gy, mint hyperglycemia
diabetes mellitusban a miRNS-ek megvaltozott expresszidjahoz vezet [60], és ezek a
miRNS szintek jol korrelalnak a vérlemezke reaktivitasaval [46]. Hasonloan a
vérlemezkékhez, az MK-k miikodését is modulaljak a miRNS-ek, igy a miR-15a-5p a
GPVI-medialta szignalutvonal befolyasolasan keresztiil kihat az allbB3 integrin
aktivaciora és az a-granulum szekréciora [61]. Ezzel parhuzamosan a miR-126-3p-rol
igazolodott MK kisérletekben, hogy regulalja a disintegrin és metalloproteinase-9
(ADAMDY) felszini receptor és az aktin reguldcioban résztvevd Plexin B2 fehérje
expresszidjat [62]. Mindezen eredményekbdl az kdvetkezik, hogy a thrombocytakban és
az MK-kban a miRNS, a cél mRNS és az altaluk szabalyzott fehérje expresszidja nem
allando, hanem a sejtek fenotipusanak megfeleléen dinamikusan valtozik [45, 60, 63].
Arrdl azonban még kevés adat all rendelkezésre, hogy a ,,MK-vérlemezke-tengely”
miRNS profilja milyen mértékben véltozik meg szepszisben, és ennek eredményeként
mely tovabbi cél mRNS-ek/fehérjék szintje modulalodik, ami a vérlemezke funkciod
eltérését okozza. Korabban csak egy kozlemény sziiletett, mely szepszisben vizsgalta a
miRNS expresszidkat: az analizis exoszomakban, a szérumban és a vér kiilonbozo alakos
elemeiben egylittesen tortént [64]. Mivel a fehérvérsejtek és a thrombocytak nagyon
eltér6 miRNS repertoarral rendelkeznek [49], tovabbi vizsgalatok valtak sziikségessé,
hogy ,tisztitott” vérlemezke mintdkban is megtorténjen a miRNS-ek analizise

szepszisben.

2.6 A vérlemezke-fehérjék expressziojanak indukalt valtozasai

Egy viszonylag régi felismerés, hogy a thrombocytak in vitro thrombin aktivacio
hatasara képesek plazminogén aktivator inhibitor 1-et (PAI-1) termelni [65]. Ennek az
intracelluldris mechanizmusat igazoltdk masok jo néhdny évvel késébb, amikor
kimutattak, hogy a gatld hatast Ago2 fehérje levalva a SERPINE1 mRNS-rdl lehetdséget
teremt arra, hogy a PAI-1 protein expresszalodjon a thrombocytakban [66]. Diabetes
mellitusban a P2Y12 ADP-receptor expresszidjat talaltak négyszer magasabbnak, mint
az egészséges személyekben, amit emelkedett P2ZRY12 mRNS és magasabb receptor

fehérje szinttel magyaraztak hozzajarulva a fokozott vélemezke aktivacids allapothoz
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[67]. Korabbi szepszist modellezd in vitro vizsgalatokban az IL1B (interleukin-1f3, IL-
1B) és az F3 (szoveti faktor) mRNS expresszidja jelentdsen megemelkedett a
vérlemezkékben, és igazolt transzlacidjuk révén nagyobb mennyiségben voltak
kimutathatok a TLR4 agonista LPS hatasara [68, 69]. Azdta in vivo kisérletek alapjan
mind a human, mind az egér vérlemezkék transzkripcids és transzlacios folyamatait a
szepszis képes jelentdsen feliilirni, ami az allb thrombocyta fehérje de novo szintézisét
eredményezte az ollbPB3 integrin aktivaciojaval [70]. Tekintettel arra, hogy szamos
tovabbi fontos fehérje/receptor funkcionalis a vérlemezkékben, 0jabb vizsgalatok

sziikségesek az expressziodjukat regulald folyamatok tisztdzasara.

2.7 Thrombocyta eredetii mikropartikulak szepszisben

A vérlemezkék felszinérdl - aktivalodasuk hatésara - eltéré méretii vezikuldk, igy
kisméretli exoszomék (< 100 nm atmérd), valamint nagyobb méretli mikropartikuldk
(PMP) és apoptotikus testek (100 nm -1000 nm) valnak le [71, 72]. Erdekesség, hogy a
szekretalt mikrovezikuldk mennyisége és tartalma nagyban fiigg a thrombocytat ért
stimulus milyenségétél. Egy tanulményban mig a thrombin valtotta ki a legtdbb
mikropartikula termelddését, addig az LPS joval gyengébb agonistanak mutatkozott ilyen
tekintetben, és kozben eltér6 fehérjedsszetételli mikropartikula populéciok is keletkeztek
a két stimulaciot kovetéen [73]. Ezek a ,sejtdarabkak” szdmos MK-eredetii
citoplazmatikus fehérjén, illetve a membranra még nem expresszalodott receptoron tul
funkcionalis miRNS-eket is hordoznak. Egyfajta vektorként szerepet jatszhatnak a sejtek
kozotti kommunikacidban, akar egy masik sejt mRNS funkciojanak a szabalyozasaban
(5. abra) [43, 74, 75], tovabba kiilonbozo betegségek, igy kardiovaszkularis és szeptikus
korképek kialakulasaban [64, 76]. Ezért a mikropartikula miRNS-ek - parakrin hatasuk
miatt - fontos terapias célpontokka valhatnak, ugyanakkor tjfajta diagnosztikai markerek

is lehetnek a sziv- és érrendszeri, valamint rosszindulat betegségek felismerésében [43].
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5. abra A vérlemezke RNS-ek regulalé szerepe a vaszkulatiraban. 1) Az RNS-rdl torténd
szignal-dependens transzlacio lehetévé teszi a thrombocyta funkcid modosulasat és egyben
elosegiti a vérlemezkék diverzitasat. 2) A vérlemezkékben széllitott RNS molekuldk kozvetlen
»transzfekeio” révén vagy mikropartikulakba csomagolva képesek bejutni a vaszkularis sejtekbe
¢és befolyasolni azok fehérje expresszidjat és homeosztazisat. Forras: Clancy L és munkatarsa
2015-6s kozleményébdl adaptalva [74].

2.8 Az endothelsejt aktivacio szerepe szeptikus koriilmények kozott

Szepszisben az aktivalodott vérlemezkék szamos olyan gyulladdsos mediétort és
citokint bocsatanak ki a kornyezetiikkbe, melyek elsésorban az endothelsejtekre és a
fehérvérsejtekre vannak hatassal [4]. Az endothelsejtek aktivalédasuk soran morfologiai
valtozason mennek keresztiil, melynek soran von Willebrand faktort (VWF) és kiilonb6z6
sejtadhézidos molekuldkat expresszalnak a felszinlikon, pl. intercelluldris adhézids
molekula-1-et (ICAM-1) vagy E-szelektint [4, 77]. Mindez eldsegiti a reaktiv
thrombocytak kitapadasat a gyulladt érfalhoz megzavarva a vaszkularis integritast. A
vérlemezkék mellett aktivalt fehérvérsejtek is interakcidba Iépnek a karosodott
endotheliummal [4]. Az aktivalodott leukocytak neutrophil extracellularis halok (NET)
kialakulasédhoz, és a reaktiv oxigéngyokok (ROS) képzddéséhez vezet, amely tovabb

ronthatja a mikrovaszkultira barrier funkciojat (6. dbra).
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6. abra A mikrovaszkulatira a vérlemezke aktivaci6 egyik kritikus célpontja szepszisben.
A thrombocytak kozel keriilve az érfalhoz érzékelik az endothelium eltéréseit. Szamos cellularis
¢és szolubilis mediator aktivalja az endothelsejteket, melyek f6 induktorai tovabbi vérlemezke
aktivacionak az infekcid, a kialakult gyulladas és az alvadasaktivacié mellett. A kontrollalatlan
vérlemezke aktivacid hozzajarulhat az endothelium barrier karosodasahoz, ami az érintett
szovet/szerv elégtelenségéhez vezethet. ROS: reactive oxygen species, EC: endothelial cells,
NET: neutrophils extracellular traps, PMPs: platelet microparticles, ECM: extracellular matrix.
(Forras: Dewitte A és munkatarsainak 2017-es kozleményébdl adaptalva. [4]

A fehérvérsejtek kitapadasaban, lassu ,rolling” mechanizmusidban az ICAM-
1/LFAL (leukocyte function-associated antigen 1) receptork6tédésnek van fontos szerepe
[78]. Az ICAM-1 tovabba részt vesz a leukocytak transzcellularis diapedesisében is.
Stulyos gyulladasban az ICAM-1 receptor nagy mértékben expresszalodik az
endothelsejtek felszinén az aktivalt thrombocytdk jelenlétében egy IL-1-fiiggd
mechanizmus révén [79], ugyanakkor proteolitikus hasitasra szolubilizalodik [78]. A
keringd ICAM-1 magas koncentracidja a Szepszis megbizhatd biomarkereként

hasznalhato, amely jol korrelal a betegség progresszidjaval €s a klinikai kimenetellel [80,
81].

Az ICAM-1 receptor expresszidjat tobb miRNS is kozvetleniil szabalyozza.

Gidlof O és munkatarsai azt elemezték, hogy myocardialis infarktust kovetéen a

21



vérlemezkék aktivalodasuk miatt miRNS-eket veszitenek, melyek exoszomakba
csomagolva jutnak el az endothelsejtekhez. Ezek koziil az egyik a miR-320b, mely
jelentOs parakrin hatast gyakorolva csokkenti az ICAM-1 expresszido mértékét [82]. A
receptor miR-223 altali finomszabalyozasaval eddig két tanulmany foglalkozott [54, 55],
de nem vizsgaltak annak koriilményeit szeptikus viszonyok kozott. Mivel a miR-223 az
egyik legmagasabb expressziot mutatd thrombocyta miRNS [49] és a PMP-kben is nagy
mennyiségben jelen van [43], ezért felmeriil a kérdés, hogy vajon a vérlemezke-eredet
miR-223 a mikropartikulakon keresztiil képes-e befolyasolni az endothelsejtek ICAM-1
expresszidjat szepszisben. Ez a folyamat annak a miRNS-ek altal kifejtett ellenregulacios
mechanizmusnak lenne a része, amikor a szervezet a thlzott gyulladassal és
szOvetkarosodassal jaro elvaltozasokat probalja fékezni és megakadalyozni a tovabbi
destrukciot [75]. Hasonlot figyeltek meg myocardialis ischaemia-reperfusios (I/R)
karosodast kovetden, amikor a miR-141 jelent6sen csokkentette az ICAM-1 expresszidjat

a sérilt endothéliumon [83].

22



3. Ceélkituzések

A kisérletes munkank célja a megakaryocyta-thrombocyta eredetii miRNS-ek

vizsgalata volt szeptikus koriilmények kozott annak érdekében, hogy jobban

megismerhessiik a megvaltozott miRNS expressziok kialakuldsat és hatasat a kiilonboz6

sejtaktivacioval jar6 kérképben.

3.1 Megakaryocyta-thrombocyta eredetii miRNS-ek vizsgalata szepszisben:

Célunk volt szeptikus betegek vérlemezkéiben a miRNS-profil analizise
Osszehasonlitva egészséges kontrollok mintéival.

Vizsgaltuk a miR-26b és a SELP (P-szelektin) mRNS funkcionalis kapcsolatat
szeptikus koriilmények kozott specifikus mimic segitségével.

Ertékeltik, hogy a thrombocyta miR-26b expresszid valtozasa milyen
Osszefliggést mutat a betegség sulyossagaval és a szepszis okozta haldlozassal.

A szeptikus koriilményeket MEG-01 sejttenyészetekben in vitro modelleztiik LPS
¢s TNF-a kezelés alkalmazasdval és RNS szekvenalassal analizaltuk a
génexpressziok valtozasait.

Vizsgaltuk a Dicerl enzim expresszidjanak valtozdsat a szeptikus

vérlemezkékben és az LPS-stimulalt MEG-01 sejtekben.

3.2 Vérlemezke mikropartikulakon keresztiili miRNS transzfer szerepének

vizsgalata az endothelsejt aktivacio szabalyozasaban:

Célunk volt szeptikus betegekbdl izolalt vérlemezkék, thrombocyta-eredetii
mikropartikulak és plazma mintak miR-223-expresszidjanak kvantalasa és annak
Osszehasonlitasa kontroll személyek mintaival.

In vitro sejtkultira felhasznalasaval vizsgaltuk a szepszises mintakbol kinyert
vérlemezke-eredetli mikropartikulak internalizacidjat az endothelsejtekbe.
Analizéltuk, hogy a mikropartikuldkbol az endothelsejtekbe jutott miR-223
hogyan befolyasolta az ICAM-1 expressziot és a leukocyta adhéziot.
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4. Anyagok és modszerek

A PhD értekezés alapjaul szolgald 2 eredeti tudomanyos kdzleményben szamos

metodikat alkalmaztunk az in vitro kisérletek elvégzése érdekében.

4.1 Betegek és kontrollok

A kutatomunkank soran szeptikus betegekt6l Nas-citratot (0,105 M) tartalmazéd
Vacutainer® mintavételi csdvekbe (Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) vett
vérmintakat, illetve szérum mintakat gyijtottilk 6ssze a Debreceni Egyetem Klinikai
Ko6zpont harom klinikdjanak (Belgyogyaszati Intézet, Aneszteziologiai és Intenziv
Teréapias Klinika és Tiid6klinika) intenziv osztalyairdl. Az elsé vizsgalatba 21 szeptikus
beteget (16 férfi, 5 nd, életkoruk: median [IQR] 64 [51-70] év) (3. tabldzat), mig a
masodik vizsgalatba 13 szepszises személyt (10 férfi, 3 nd, életkoruk: medidn [IQR] 57
[42-81] év) valogattunk be (4. tablazat). A szepszis és szeptikus sokk diagndzisa az
American College of Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus
kritériumai alapjan tortént [84], mely szerint a szisztémas fert6zés bizonyitott és az
alabbiak koziil még két koriilmény teljesiil:

- testhdmérséklet > 38°C vagy < 36°C,

- szivfrekvencia > 90/perc,

- légzési rata > 20 belégzés/perc vagy PaCO2 < 32 Hgmm,

- fehérvérsejtszam > 12.000/mm? vagy < 4000/mm? vagy > 10 % éretlen neutrofil

a vérképben.

A mintavétel a betegek intenziv osztalyra valé bekeriilésiikt6l, illetve a szepszis
diagnozis felallitdsatol szamitott 24 o6ran beliil tortént. A résztvevo klinikus kollégak felé
az volt a kérésiink, hogy azeldtt kapjunk a bevont betegektdl extra vizsgalati mintékat,
mieldtt a kombinalt szepszis-elleni gyogyszeres kezelés megkezdddott volna, hogy a
gyulladdscsokkentd, antimikrobidlis, antikoagulans, esetenként a thrombocyta
funkciogatld kezelés és egyéb beavatkozasok érdemben ne tudjdk befolyasolni az
abnormalis thrombocyta funkciot, és ezen keresztiil az RNS expressziot.

A klinikai SOFA-score (Sequential organ failure assessment) pontértékét a
klinikusok hatdroztak meg, a thrombocyta funkcidt befolyasold gyogyszeres kezelést és
a 28-napos mortalitdsi adatokat a kezeldorvosok dokumentaltdk. A betegek

bevalogatasaban segitséget nyujtott Dr. Nagy Gyorgy, Dr. Kerekes Gyorgy, Dr. Halmi
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Sandor ¢és Dr. Griger Zoltan (Belgyodgyaszati Intézet), Dr. Berhés Mariann
(Aneszteziologiai €s Intenziv Terapids Klinika), é€s Dr. Sztics I1dik6 (Tiidéklinika).
Ezzel parhuzamosan az elsé tanulmanyba 21 korban és nemben illesztett egészséges
kontroll személyt (14 férfi, 7 nd, életkoruk: 58 [42—-65] év) (3. tdblazat), mig a masodik
vizsgalatba 13 kontroll személyt (8 férfi, 5 nd, €életkoruk: 54 [43-60] év) vontunk be (4.
tablazat), akik a Debreceni Egyetem dolgozoi voltak. Az egyének bevalogatasanal
kizarasi kritérium kozé tartozott a rosszindulati daganat, az autoimmun betegség, a
terhesség, a sulyos thrombocytopenia, €s akut myocardialis infarktus vagy akut

ischaemias stroke bekovetkezte 1 honapon beliil.
4.2 Mintavétel és mintafeldolgozas

4.2.1 Leukocyta-depletalt thrombocyta mintdk eldkészitése

A leukocyta-depletalt thrombocyta (LDP) mintakat anti-CD45 antitesttel
konjugalt magneses mikrogyongyokkel (Dynabeads, Invitrogen, Oslo, Norvégia)
tisztitottuk a mintavételtdl szamitott 30 percen beliil. A vérmintdkat el6szor
centrifugaltuk (170 g, 15 perc, szobahdémérséklet) és thrombocyta-dis plazmét (PRP)
kaptunk. Ezt kovetben 2 mL PRP-t a magneses gyongyokkel 30 percig
szobahOmérsékleten inkubaltuk. A mintakat 2x2 percre magneses szeparatorba (Becton
Dickinson) helyeztiik, majd az LDP-t egy 0j cs6ben tovabb centrifugaltuk (1500 g, 15
perc, szobahdmérséklet). A vérlemezke pelletet 750 puL TRI reagenssel (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH, USA) lizaltuk és -20°C-on taroltuk az RNS izolalasa
elott.

4.2.2 Thrombocytak aktivaldasa szepszist mimikalo in vitro koriilmények kozott

Egészséges egyének (n=5) mintajabol készitett LDP mintakat LPS-sel (O55:B5,
100 ng/mL, Sigma-Aldrich), LBP-vel (lipoprotein binding protein) (100 ng/mL, Sigma-
Aldrich) és szolubilis CD14-gyel (150 ng/mL, Sigma-Aldrich) egyiitt, vagy PBS-sel
(negativ kontroll) kezeltiik 4 o6ran keresztiil 37°C-on. Pozitiv kontrollként TNF-a-val
(Tumor nekrozis-faktor-o) (100 ng/mL, Gibco, Grand Island, NY, USA) stimulalt
mintdkat hasznaltunk. A vérlemezkéket ezutan centrifugaltuk (1500 g, 15 perc,
szobahOmérséklet), €s a vérlemezke pellet-et 750 uL. TRI reagenssel lizaltuk €és az 6ssz

RNS izolalasa el6tt -20°C-on taroltuk. Az izolalas utan az RNS koncentraciok egységesen
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20 ng/uL-re lettek beallitva. Azért, hogy igazoljuk a vérlemezkék TLR4-medialta
utvonalon keresztiili aktivaciojat, IL1B mRNS szintet kvantaltunk parhuzamosan a SELP

MRNS-sel valos idejii kvantitativ polimeraz lancreakcié (RT-gPCR) modszerrel.

4.2.3 Thrombocytak in vitro aktivalasa mikropartikula termelédés generdlasa celjabol

Egészséges egyének (n=6) mintajabol készitett LDP mintakat TRAP-pal
(thrombin receptor activating peptide) (40 uM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
kezeltiik 2 6ran keresztiil 37°C-on. A vérlemezkéket ezutan centrifugaltuk (1500 g, 15
perc, szobahdmérséklet), és a vérlemezke pellet-et 1 mL, mig a 250 uL. thrombocyta
feliiluszot 750 pL TRI reagenssel lizaltuk és az 6ssz RNS izolalasa elétt -20°C-on
taroltuk. A mintadkbol RT-qPCR méréssel a miR-223 szintet vizsgaltuk, hogy a TRAP
aktivacio hogyan befolyasolta a vérlemezkék és a beldliik termelddott mikropartikulak

miRNS tartalmat.

4.2.4 Verlemezke-eredetii mikropartikulak izolalasa

A PRP felsd részét egy masik csdbe pipettaztuk — kézben fokozottan iigyelve a
leukocyta kontamindciéra — és tovabb centrifugdltuk (1500 g, 15 perc,
szobahdmérséklet), hogy thrombocyta-szegény plazmat (PPP) kapjunk. A PPP-t még
tovabb centrifugaltuk (13,000 g, 2 perc, szobahdmérséklet), hogy megszabaduljunk a
vérlemezkékbdl szarmazod tormelékektdl. Ezt kovetden a mikropartikuldkat két
centrifugaldsi lépéssel (16,100 g, 45 perc, szobahOmérsé€klet) nyertiik ki. A
centrifugalasok kozott a mikropartikula pellet-et PBS-sel (phosphate buffered saline)
mostuk. A thrombocyta mikropartikuldk mennyiségét aramlasi citometriaval hataroztuk

meg a késdbbiekben leirtak szerint.

4.2.5 Thrombocytdk aktivdcios allapotanak vizsgadlata és a mikropartikuldk kvantaldsa

aramlasi citometriaval

Az aramlasi citometriai vizsgalatokat egy korabbi kozleményiinkben leirt
protokoll alapjan végeztiik el [85]. A vérlemezkék aktivalodasat a felszini P-szelektin
(CD62P) expressziojanak mértékén keresztiil vizsgaltuk éaramléasi citometriaval. A
vizsgalat soran 40 pL teljes vért fixaltunk 1 mL 1% -0s PFA-ban (paraformaldehyde) 1
oréan keresztiil szobahdmérsékleten. A vérlemezkéket fluorescein isothiocyanate (FITC)-

konjugélt anti-CD42a antitesttel azonositottuk (Becton Dickinson). A thrombocyta

26



aktivacio hatasara expresszalodo felszini P-szelektin jelolésére pedig phycoerythrin (PE)
konjugalt anti-CD62 (Becton Dickinson) antitestet hasznaltunk. Izotipus kontrollként PE
konjugalt IgG: antitestet (Becton Dickinson) alkalmaztunk. A vérlemezkéket 20 percig
jeloltiik szobahémérsékleten. A mérést FC-500 aramlasi citométeren (Beckman Coulter,
Pasadena, CA, USA) végeztiikk. Az eredmények analizalasakor a thrombocyta aktivacid
mértékét a dupla pozitiv sejtek eredményébol 10,000 esemény kiértékelésével hataroztuk

meg.

Az izolalt mikropartikuldkat Annexin V-FITC és anti-CD41a-PeCy5 antitesttel
jeloltik, majd a dupla pozitiv események alapjan azonositottuk éket. Minden eldkészitett
mintabol 60 masodperc idotartamig gytjtottiik az dramlési citométeren és az FSC-SSC
(forward scatter-side scatter) paraméterek alapjan tortént a mikropartikulak kapuzasaA
mikropartikulaszamot az egységnyi 1d0 alatt begytijtott eseményszambol hataroztuk meg

a thrombocytaszamra normalizalva.

4.2.6 Szolubilis ICAM-1, P-szelektin és TNF-a koncentrdcioinak meghatdarozasa ELISA-

val

A szepszises ¢és kontroll szérum mintakbo6l, valamint human koronaria artérias
endothelsejtek (HCAEC) feliilusz6ibol az ICAM-1 fehérje koncentraciot ELISA (enzyme
linked immunosorbent assay) kit (Sigma-Aldrich) segitségével mértiik le a gyartd
utasitasait kovetve. Ezen kiviil a TNF-a szinteket is mértiik a beteg és kontroll plazma
mintakban egy TNF-a-ra specifikus ELISA kit segitségével (Quantikine, R&D Systems,
Minneapolis, MN, USA). A szolubilis P-szelektin koncentraciokat 10-10 random modon
kivalasztott szepszises és egészséges plazma mintaban hataroztuk meg egy Quantikine
ELISA kit (R&D Systems) segitségével. A mérések eldtt a kiolvasztott mintakat
centrifugaltuk (10,000 g, 1 perc, szobahdmérséklet).

4.2.7 Ossz RNS izoldlds

Az LDP mintakbol, az izolalt mikropartikulakbol, a plazma mintdkbol, valamint
az MK (MEG-01) és endothelsejt (HCAEC, human coronary arterial endothelial cell)

tenyészetekbdl kinyerhetd 6ssz RNS-t TRI reagenssel izoldltuk a gyarté ajanldsa szerint.

crer

(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) ellendriztiik. Az RNS-mintékat -80°C-on

taroltuk.
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4.2.8 TagMan OpenArray

A szeptikus betegek és kontroll személyek thrombocyta miRNS profiljanak
meghatarozasahoz véletlenszertien kivalasztottunk az LDP mintakbol izolalt 3-3 RNS
mintadt csoportonként ¢és 754-féle miRNS-t elemeztink TagMan OpenArray
technologidval (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a gyartd protokolljat
kovetve (7. abra). Els6 1épésben a szeptikus betegek és kontrollok mintaibol izolalt 6ssz
RNS-b6l (100 ng) komplementer DNS (cDNS) mintdkat készitettiink reverz
transzkripcioval (TagMan microRNA RT kit, Applied Biosystems) Megaplex primer
pool A és B (Megaplex RT Primers Human Pool Set v3.0) felhasznalasaval. Ezutan egy
preamplifikacios reakcid kovetkezett, TagMan PreAmp master mix (Applied
Biosystems) ¢és Megaplex PreAmp primerek (Set v3.0, Applied Biosystems)
felhasznalasaval. Az igy kapott terméket és a TagMan Open Array Real Time PCR
Master Mix-et (Applied Biosystems) tartalmazé PCR reakcioelegyet 384-1yuka lemezre
vittiik fel és az OpenArray AccuFill rendszer betoltotte a mintakat az elokészitett TagMan
OpenArray Human MicroRNA panelekre (Applied Biosystems). Végiil a méréseket
QuantStudio 12 K Flex qPCR késziiléken (Applied Biosystem) végeztiik a gyarto altal
megadott beallitasok szerint. A kapott adatokat a Thermo Fisher Cloud System (Thermo
Fischer Scientific) és az Expression Suite Software v1.0.3 programmal (Applied
Biosystems) analizaltuk. Az adatok normalizalasdhoz az RNU-48-at hasznaltuk. A
méréseket Dr. Poliska Szilard (Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és Molekularis

Biologiai Intézet) vezetésével végeztiik.
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7. abra A TaqMan OpenArray modszer miikodésének és Kkivitelezésének rovid
osszefoglalasa. A TagMan Open Array egy tobblépéses komplex metodikai folyamat, melynek
elokészitd 1épése az 6ssz RNS izolalas. Ezutan cDNS-t szintetizalunk, az erre a célre készitett
primer pool-ok segitségével. Ezt kovetden egy preamplifikacios 1épés kovetkezik, mely soran a
templatokat felsokszorozzuk. A mintakat 384 lyuku plate-be pipettdzzuk és hozzdadjuk a master
mix-et. A miRNS-ekre specifikus assay-ket tartalmaz6 OpenArray lemezre a késziilék viszi fel a
mintakat, majd elinditjuk a kvantitativ PCR reakciot. Az eredmények analizisét a Thermo Fisher
Cloud System és az Expression Suite Software v1.0.3 program segitségével végezhetjik.

4.2.9 Az mRNS és prekurzor miRNS expressziojanak meghatdrozasa

A cDNS készitéséhez a High Capacity cDNA RT kitet (Applied Biosytems)
hasznaltuk a gyartd ajanlasanak megfeleléen. A kiinduldsi RNS mennyiség a
vérlemezkék esetén 200 ng, az endothelsejtek esetében 500 ng, az MK mintak esetén
1000 ng volt. Az RNS-ek mennyiségét SYBR Green I Master mix (Roche) és az RNS-
ekre specifikus primer parok (forward: 10 uM, reverse: 10 puM Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium) segitségével hataroztuk meg QuantStudio 12 K Flex
gPCR késziiléken (Applied Biosystems). Az eredmények validalasdhoz az RPLPO (36B4)
referencia gént hasznaltuk. A hasznalt primerek szekvencidit az aldbbi tdblazatban

foglaltuk 6ssze (1. tablazat).

mRNS_, Forward primer (5’ - 3°) Reverse primer (5’ —3’)
pre-miRNS

SELP CCATTGTCTAGAGGGCCAGT GGGCTTCCTGGATAGTCAATG
DICER1 TGTTCCAGGAAGACCAGGTT ACTATCCCTCAAACACTCTGGAA
IL1B AGCCAGGACAGTCAGCTCTC AGAGGCCTGGCTCAACAA
ICAM1 CCTTCCTCACCGTGTACTGG AGCGTAGGGTAAGGTTCTTGC
pre-miR-223-3p | CGCTCCGTGTATTTGACAAG CGCACTTGGGGTATTTGACA
RPLPO (36B4) ATGCAGCAGATCCGCATGT TCATGGTGTTCTTGCCCATCA

1. tablazat Az mRNS és prekurzor miRNS expresszioinak méréséhez hasznalt primerek
szekvenciai.

4.2.10 A miRNS expressziok meghatarozasa specifikus stem loop primerekkel

A mMiRNS-ek expresszidjat Czimmerer Z és munkatarsai altal kifejlesztett miRNS-
specifikus Universal ProbeLibrary (UPL)-proba alapt stem loop RT-qPCR modszerrel
mértiik [86]. Ez a moddszer két 1épésbol all (8. abra). Elsé 1épésben a miRNS-eket
specifikusan irjuk 4 cDNS-sé. Ehhez a lépéshez TagMan microRNA reverz
transzkripcios kitet (Applied Biosystems), miRNS specifikus stem loop primereket (500
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nM, Sigma) és 10 ng 6ssz RNS-t hasznalunk. Mésodik 1épésben a miRNS-ek mennyiségi

meghatarozasahoz univerzalis reverz primert (100 puM, Sigma), stem loop primer
specifikus UPL-21 probat (10 uM, Roche) és miRNS specifikus forward primert (100
uM, Sigma), Taq polimeraz enzimet (5 U/uL, Thermo Scientific) és ANTP-ket (2,5 mM,

Thermo Scientific) hasznaltunk.

Erett mikroRNS

1. Stem-loop RT-qPCR

Erett mikroRNS

P ESESESETENN N
c¢DNS

2. UPL proba alapu
RT-qPCR

\. Forward primer

@

UPL préba #21

. Univerzalis

reverse
primer

8. abra Az UPL-alapu (Universal ProbeLibrary) valésidejii kvantitativ polimeraz
lancreakcio (RT-qPCR) lépései. Els6 1épés: reverz transzkripcio (RT-PCR: reverse transcription
polymerase chain reaction) futtatisa miRNS specifikus stem-loop primert hasznalva. Masodik
1épés: valosidejii kvantitativ PCR reakcié futtatasa. Forrds: Czimmerer Z és munkatarsainak
2013-as kozleményébol adaptalva. [86]

A miRNS-ek kvantitativ meghatarozasat QuantStudio 12 K Flex qPCR

késziiléken (Applied Biosystems) végeztiik és az eredmények validalasahoz az RNU-43

referencia gént hasznaltuk. A miRNS-ek méréséhez hasznalt primereket a miRNA Primer

Designed Tool (http://genomics.dote.hu:8080/mirnadesigntool) szoftverrel terveztiik,

melyek szekvenciait a 2. tablazat foglalja dssze.

. . . Univerzalis reverse
MiRNS Stem loop RT primer Forward primer .
primer
. 5
hsa-miR- | 5°- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG 5’- GTGCAGGGTCCGAGGT
223-3p TATTCGCACCAGAGCCAAC TGGGGT -3° CTTGGGTGTCAGTTTGTC -3
AAAT -3
. 5°-
hsa-miR- | 5°- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG 5’- GTGCAGGGTCCGAGGT
26b-5p TATTCGCACCAGAGCCAAC ACCTAT -3° CTTTGCGTTCAAGTAATT -3
CAGG -3
. 5 -
hsa-miR- | 5- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG 5'- GTGCAGGGTCCGAGGT
TTTGGAAACCGTTACCA
451 (5°) | TATTCGCACCAGAGCCAAC AACTCA -3 CTTTGGAAACCGTTACC -3
TTAC -3
5
hsa- 5’- GTTGGCTCTGGTGCAGGGTCCGAGG 5’- GTGCAGGGTCCGAGGT
RNU-43 | TATTCGCACCAGAGCCAAC AATCAG -3’ iTGAACTTATTGACGGGCG -3
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2. tablazat A miRNS mérésekhez hasznalt primerek szekvencii. A reverz transzkripcioban
hasznalt stem-loop primerek szekvenciaiban piros szinnel keriilt kiemelésre a miRNS specifikus
rész. RT: reverz transzkripcio.

4.3 Sejtkulturak tenyésztése és kezelése

4.3.1 Megakaryocytak (MEG-01) tenyésztése gyulladasos koriilmények kozott

A szepszises koriilmények in vitro modellezéséhez human megakaryoblastos
leukémia (MEG-01, Sigma-Aldrich) szuszpenzids sejteket 10% FBS-t (fetal bovine
serum, Sigma-Aldrich), 100 U/mL Penicillin és 100 pg/mL Streptomycin antibiotikumot
(Sigma-Aldrich), valamint 2 mM L-glutamint tartalmazé6 RPMI-1640 médiumban
(Sigma-Aldrich) 5% CO2 ¢és 95% relativ paratartalom mellett 37°C-os termosztatban
tenyésztettiik. A MEG-01 sejtvonal egy régota alkalmazott, konnyen fenntarthaté és jol
kezelhetd in vitro sejtmodellje az MK funkcidknak. [59, 60, 87, 88, 89]

A kisérletek alatt a sejtszamot 0,3x10° sejt/mL-re allitottuk be. A MEG-01
sejteket LPS-sel stimulaltuk (O55: B5, 100 ng/mL, Sigma-Aldrich) LBP (100 ng/mL,
Sigma-Aldrich) és szolubilis CD14 (150 ng/mL, Sigma-Aldrich) jelenlétében 4-24 6ran
keresztiil a szeptikus milieu modellezése érdekében hasonld koriilmények kozott, mint
amit egy korabbi vizsgalatban masok hasznaltak [68]. A kisérletben pozitiv kontrollként
a MEG-01 sejteket TNF-a-val (100 ng/mL, Gibco) kezeltik, mig a negativ kontroll
mintakban a sejtekhez PBS-t adtunk. A kezelési id6 lejarta utan a sejteket steril PBS-sel
mostuk, majd 750 pLL TRI reagensben lizaltuk €s az RNS izolalasaig a mintkat -20°C-
on taroltuk. A gyulladasos stimulusok hatdsara az MK-sejtekben bekovetkezd NF-«xB-
utvonal aktivaciojat IL1B mRNS szint meghatarozassal igazoltuk RT-qPCR modszerrel.

4.3.2 Endothelsejtek tenyésztése és inkubdldsa szepszises és normal vérmintdakbol izolalt

mikropartikuldkkal, illetve in vitro TRAP-indukalt PMP mintakkal

A human koronaria artérias endothelsejteket (HCAEC, Cell Applications, San
Diego, CA, USA) haszndlatra kész MesoEndo Cell Growth médiumban (Cell
Applications) tenyésztettik 5% CO2 és 95% relativ paratartalom mellett 37°C-0s
termosztatban hasonloan, mint kordbban a munkacsoportunk [90], illetve masok is egyéb
vizsgalatsorozatban [91]. A 24-lyuku lemezben letapasztott HCAEC sejteket 1x10%/lyuk
sejtstiriség mellett ezutan szeptikus betegek vagy kontroll személyek plazméjabol izolalt

mikropartikuldkkal inkubaltuk 24 o6raig. Ezzel parhuzamosan normal vérlemezke
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mintdkbol indukalt, majd izolalt mikropartikulakkal is elvégeztik a HCAEC sejtek
Kontroll mintanak a sejteket 24 6ran at csak TNF-a-val (100 ng/mL, Gibco) kezeltiik. A
kezelés utan a sejteket egyszer steril HBSS oldattal (Sigma-Aldrich) mostuk, majd 1 mL
TRI reagensben lizaltuk és -20 °C-on taroltuk az RNS izoldlasaig. Az endothelsejtek
kiilonb6z6 mikropartikula mintadkkal vald interakciojanak hatdsat a miR-223 és az

ICAM1 mRNS szint meghatarozaséaval igazoltuk RT-qPCR modszerrel.
4.4 Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok

4.4.1 Az NF-kB-utvonal aktivalodasdanak vizsgalata MEG-01 sejtekben

Az NF-kB-utvonal aktivaciojat a MEG-01 sejtekben a p65 transzkripcios faktor
sejteket 6 lyuka lemezben tenyésztettiik 2 napig, majd LPS-sel (100 ng/mL) és
kontrollként PBS-sel kezeltiik 4 6ran keresztiil 37°C-on. Ezutdan HBSS oldattal (Sigma-
Aldrich) mostuk a sejteket és jéghideg metanol-acetonnal (50 v/v %) fixaltuk 10 percig 4
°C-on. A sejteket ezutan steril mikroszkép iiveglemezre vittik at 5x10* sejt/lemez
sejtstiriség kialakitasaval. A nem specifikus antitest kotOhelyeket FBS-el (Sigma-
Aldrich) blokkoltuk 15 percig szobahdmérsékleten. Az NF-kB p65 alegység elsddleges
jelolésére nyulban termelt anti-human p65 antitestet (100 pg/mL, Sigma-Aldrich)
hasznaltunk 1 6rdn keresztiil, majd masodlagos antitestként Alexa Fluor 488-konjugalt
kecskében termelt anti-nyul IgG (5 pg/mL, Sigma-Aldrich) antitestet hasznaltunk szintén

1 orén at.
4.4.2 A Dicerl fehérje szintjének vizsgalata MEG-01 sejtekben

MEG-01 sejtekben fluoreszcens mikroszkdppal a Dicerl fehérje szintjét is
vizsgaltuk a fenti koriilmények beéllitdsa utan. A szuszpenzios sejttenyészetet 24 dran at
LPS-sel és kontrollként PBS-sel kezeltiik 37°C-on. A fixalt sejteket egérben termelt anti-
human Dicerl antitesttel (2 pg/mL, Abcam, Cambridge, UK) jel6ltiik, majd masodlagos
antitestként Alexa Fluor 488-konjugalt kecskében termelt anti-egér IgG antitestet (5
ug/mL, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) alkalmaztunk.
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4.4.3 A thrombocyta-eredetii mikropartikulik endothelsejtekbe valo internalizaciojanak

vizsgalata

Annak érdekében, hogy megvizsgalhassuk ¢€s igazoljuk az izolalt szepszis eredetli
mikropartikuldk internalizacidjat az endothelsejtekbe, a HCAEC sejteket 8-lyuku
lemezeken (Millipore, Sigma-Aldrich) tenyésztettik 2 napig beallitva az optimalis
sejtstirtiséget (0,25x10° sejt/lyuk). Ezt kdvetéen a sejteket szepszises vagy kontroll
személyek mintaibol izolalt mikropartikuldkkal vagy PBS-sel (kontroll minta) kezeltiik
24 o6ran keresztil 37°C-on. A mikropartikulak endothelsejtekbe vald bejutasanak
megakadalyozéasa érdekében a HCAEC sejteket 6 oraig 4°C-on inkubaltuk a szeptikus
plazma mintakbdl nyert mikropartikulakkal, igy megelézve a PMP-k endocit6zisat, mint
ahogyan masok korabban végezték. [92, 93] A fluoreszcens jeloléshez a HCAEC sejteket
anti-CD146-PE antitesttel (Becton Dickinson) inkubaltuk 1 oran at, mig a
mikropartikulédkat anti-CD42a-FITC antitesttel (Becton Dickinson) jeloltiik.

mikroszkopiaval

Ehhez a vizsgalathoz a sejteket 8-lyukt lemezeken (Millicell” EZ slide,
Millipore, Sigma-Aldrich) tenyésztettiik 2 napig 0,25x10° sejt/lyuk sejtsiiriiséget
alkalmazva. A HCAEC sejteket ezutan szepszises mintabol nyert mikropartikuldkkal
vagy PBS-sel (kontroll minta) el6kezeltiik 24 6ran 4t 37°C-on. A kisérlethez periférias
mononukledris sejteket (PBMC) szepardltunk normél mintdk ,.buffy coat” részébdl
Ficoll-Histopaque-1077 felhasznalasaval (Sigma-Aldrich). Az izolalt fehérvérsejteket
TNF-a-val (10 ng/mL) stimulaltuk 30 percig, majd 1 6ran at 37°C-on a HCAEC sejtekhez
adtuk. Az inkubacié utan a nem kotddott leukocytakat haromszor mostuk HBSS-sel. A
HCAEC sejteket anti-CD146-PE antitesttel (Becton Dickinson), mig a leukocytakat anti-
CDA45-FITC antitesttel jeloltiik (Becton Dickinson).

A fentiekben bemutatott Gsszes fluoreszcens mikroszkopos kisérlet soran a
sejtmagokat Hoechst 33342 (Invitrogen) festékkel jeloltiik. A mintdkat minden esetben
Zeiss Axio Scope. Al fluoreszcens mikroszkoppal (Carl Zeiss Microimaging GmbH,
Gottingen, Németorszag) vizsgaltuk és a képeket a ZEN 2012 szoftver (1.1.0.0 verzio)
segitségével elemeztiik (Carl Zeiss Microscopy GmbH) a kovetkezd hulldmhosszon:

DAPI: excitacio 365 nm, emisszio BP 445/50 nm; fluorescein: excitacio BP 470/40 nm,
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emisszié BP525/50 nm, PE: excitacio BP 546/12 nm, emisszio 575-640 nm. Az NF-xB
p65 festésnél kiszamitottuk a sejtmag és a citoplazma fluoreszcencia intenzitdsanak az
aranyat. Az LPS-sel és TNF-a-val kezelt MK sejtkulturak Dicerl fehérjeszintjét a MEG-
01 sejtek citoplazmajaban mért specifikus fluoreszcencia intenzitas alapjan hataroztuk
meg. A fluoreszcens mikroszkdppal végzett kisérletek kivitelezését, valamint az
eredmények értékelését Dr. Fenyvesi Ferenc, Dr. Varadi Judit és Dr. Rusznyak Agnes

(Debreceni Egyetem, GYTK, Gydgyszertechnologiai Tanszék) segitségével végeztiik el.

4.5 A Dicerl enzim és a P-szelektin fehérje mennyiségi meghatarozasa

Western blot-tal

A szeptikus betegek és egészséges egyének mintaibol szeparalt vérlemezkéket egy
protedz-inhibitor keveréket tartalmazé RIPA pufferben lizaltuk (Sigma-Aldrich). A
fehérjéket 7,5%-os poliakrilamid gélen elektroforézissel elvalasztottuk, majd
nitrocellul6z membranra vittiik at a fehérjéket (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). A nem
specifikus kotédések elkeriilése érdekében (blokkolas) 5%-0s BSA (bovine serum
albumin) (Sigma-Aldrich) tartalmt TBST puffert (Tris-buffered saline/Tween; 20 mM
Tris, 140 mM NacCl, 0,1% (vol/vol) Tween 20) hasznaltunk. Els6édleges antitestként a
Dicerl enzim vizsgalatakor egy monoklonalis egér anti-humén Dicerl1 (1:100) (ab14601,
Abcam) antitestet, a szeptikus ¢és kontroll thrombocytdk P-szelektin tartalmanak
detektalasakor egy monoklonalis egér anti-human P-szelektin (1:100) (sc-19672, Santa
Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) antitestet alkalmaztunk. A kiilonb6zé mintak
egységes fehérjefelvitelének igazolasaért anti-fB-aktin antitestet (1:1000) (ab8227,
Abcam) hasznaltunk egy ¢éjszakan keresztiil. Masodlagos antitestként Horseradish
Peroxidase (HRP)-konjugalt kecske anti-egér antitestet (1:100.000, Bio-Rad) hasznaltunk
¢s a membranokat 1 6rdn 4t inkubaltuk. Az immunreakciét az Immobilon Western
Chemiluminescent HRP szubsztrattal (Millipore) tettiik lathatova. Végiil a P-szelektin,
illetve a Dicerl fehérjesdvok relativ intenzitdsanak meghatdrozasat a P-aktin savok

intenzitdsahoz torténd normalizacioval végeztiik.
4.6 A Dicerl enzim expresszidjanak represszalasa siRNS transzfekcidval
kétféle sejtvonalban

A Dicerl expresszio artificialis manipulalasat, csendesitését kétféle okbol is

elvégeztik két kiilonbozd sejtvonal bevondsaval: 1) annak érdekében, hogy
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megvizsgaljuk a MEG-01 sejtekben, hogy szepszisben a vérlemezkében a miR-26b szint
csokkenésének hatterében a Dicerl enzim alacsonyabb expresszidja all-e, valamint 2) a
masik kisérletsorozatban a szepszises mikropartikulakkal kezelt HCAEC sejtekben a
miR-223 expressziodjanak fokozodasahoz miRNS-sel Osszefliggd mas intracellularis

folyamat hozzajarul-e valamilyen médon.

Ennek kivitelezése érdekében a MEG-01 ¢és kiilon a HCAEC sejtekbe specifikus
Dicerl ellenes siRNS-t (ID: S23756, 40-80 pmoL) ¢és negativ kontrollként NEG-01
SiIRNS-t (Silencer Select Negative Control No. 1) (Invitrogen) transzfektaltunk
Lipofectamine RNAIMAX transzfekcios reagenssel (Invitrogen) és inkubaltuk vele 24-
48 oran keresztiil 37°C-on. A MEG-01 transzfekciot 6 lyuku lemezen végeztiik és a
sejtszamot 0,3x108/mL-re 4llitottuk be, mig a HCAEC sejteket 1x10%lyuk sejtstiriiség
mellett tapasztottuk le 24 oraig a transzfekcio eldtt. Az optimalis koriilményekhez 3%-0s
FBS-t (Sigma-Aldrich), valamint 100 U/mL penicillint és 100 pg/mL streptomycint
(Sigma-Aldrich) tartalmazé OPTI-MEM médiumot hasznaltunk. A transzfekcio utan a
mintakbol 6ssz RNS-t izolaltunk. A transzfekcié hatékonysagat a Dicerl siRNS szint
mérésén keresztiil TagMan siRNA assay-vel (ID: S23756 asy, Invitrogen) ellendriztiik.
A transzfekciot kovetéen a MEG-01 sejtes kisérletben a miR-26b, a Dicer]l mitkodésétol
fliggetlen miR-451, valamint a DICER1 és SELP mRNS-ek expressziojat, tovabba a
HCAEC-mikropartikula interakciot kovetéen a miR-223, a pre-miR-223 és a DICER1
mRNS expressziot kvantaltuk RT-qPCR modszerrel (1. és 2. tablazat).

4.7 A miR-26b és a SELP mRNS funkcionalis kapcsolatanak igazolasa

szeptikus koriilmények kozott

A MEG-01 sejtekben - specifikus miRNS mimic segitségével - ,,miRNS-
feliilexpresszalodas (overexpression)” révén kivantuk igazolni, hogy a miR-26b
modulalja a SELP mRNS szintet. A sejteket LPS-sel (100 ng/mL), illetve TNF-a-val (100
ng/mL) kezeltiik 4 6rén at 37°C-on. A transzfekcidohoz az elézéekben bemutatott 3%-0S
FBS-t (Sigma-Aldrich) tartalmazé OPTI-MEM médiumot hasznaltunk. A miRVana miR-
26b mimic-et (40 pmoL, Ambion, Austin, TX, USA) Lipofectamine RNAIMAX
transzfekcios reagens (Invitrogen) hasznalataval juttattuk be a sejtekbe és inkubaltuk 24
oran keresztiil. Negativ kontrollként NEG-01 mimic-et (40 pmoL, Ambion)
transzfektaltuk a MEG-01 sejtekbe. A transzfekcio utan a sejtekbdl 6ssz RNS-t izolaltunk
¢s RT-qPCR modszerrel mértiik a miR-26b €s a SELP mRNS expresszigjat.
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4.8 A miRNS expressziok Dicerl fiiggoségének vizsgalata calpain gatlasa

révén MEG-01 sejtekben

A MEG-01 sejtekhez calpain inhibitort, calpeptint (40 umol/L, Sigma-Aldrich)
adtunk 24 6raig 37°C-on. A kiilonbdz6 sejtmintakat csak LPS-sel, LPS-sel és calpeptinnel
egyiitt, valamint pozitiv kontrollként 6nmagaban calpeptinnel kezeltiik. A mintdkbol a
kezelés utan 6ssz RNS-t izolaltunk, majd RT-qPCR modszerrel vizsgaltuk a miR-26b
expressziokat RT-qPCR mddszerrel.

4.9 RNS szekvenalas és a szekvenalasi adatok elemzése

Az LPS-sel kezelt MEG-01 sejtek globalis transzkripcios adatainak
meghatdrozasdhoz RNS szekvenalast végeztiink az Illumina Sequencing Platformon
(lllumina, San Diego, CA, USA). Ehhez a sejteket (0,3x10° sejt/mL) LPS-sel és negativ
kontrollként PBS-sel kezeltiik 4 6raig 37°C-on. Ezt kovetden a mintakbol 6ssz RNS-t
izolaltunk és az RNS minta mindségét az Agilent BioAnalyzer segitségével ellendriztiik
az Eukaryotic Total RNS Nano Kit (Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA)
alkalmazéséaval a gyarto ajanlasa szerint. A mintdk RNS-integritas (RIN) értéke > 7 volt,
amely megfelelt a tovabbi lépésekhez. Ezt kovetden az RNS mintdkbol (200 ng)
konyvtarakat készitettiink NEBNext® Ultra 11 RNS Sample Preparation Kit for Illumina
(New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) hasznalataval a gyarto utasitisa szerint.
Roviden, a poly-A végii RNS molekulakat oligo-dT-vel konjugalt magneses gyongyokon
izolaltuk és 94°C-on 15 percig fragmentaltuk. Az egyszali cDNS mintak ,,random
priming” reverz transzkripcidval késziiltek, és a masik szal szintézise is elkésziilt, hogy
duplaszalt cDNS-t kapjunk. A végek javitasa utan és az adapter ligacios 1épést kovetden
ezek a fragmentek amplifikdciora keriiltek, €s végiil konyvtarkészitést végeztiink. A 75
ciklusbol all6 szekvenalast [llumina NextSeq500 késziiléken (Illumina) végeztiik el Dr.
Poliska Szilard (Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és Molekularis Biolégiai Intézet)
vezetésével.

A nyers szekvenalasi adatokat, az igynevezett fastq fajlokat a HISAT?2 algoritmus
segitségével Osszehasonlitottuk a GRCh37 human referencia genommal. Az elemzést a
StrandNGS szoftver segitségével végeztiik el. A szekvenalt mintakban eltéré mértékben
expresszalodo gének azonositasahoz €s elemzéséhez R-programcsomagokat (pheatmap

és ggplot2) haszndltunk. A nem kezelt és LPS-sel kezelt sejtekben mért gének
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expresszidjaban 1évé kiilonbséget Tukey post hoc teszttel kiegészitett ANOVA teszttel
allapitottuk meg.

4.10 Egyéb rutin laboratoriumi vizsgalatok

A fehérvérsejtszamot, a thrombocytaszamot €s az atlagos thrombocyta térfogatot
(MPV) Advia® 2120 Hematology System automatan (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NJ,
USA) hataroztuk meg. A szérum CRP és PCT szintje elektro-kemilumineszcens
immunoassay modszerrel Cobas® 8000 automatian (Roche Diagnostics, Mannheim,

Németorszag) keriiltek lemérésre rutin diagnosztikai vizsgalatkérés keretén beliil.

4.11 Statisztikai kiértékelés

Annak érdekében, hogy megvizsgaljuk, hogy az adataink normal vagy nem
normal eloszlast mutatnak, Kolmogorov-Smirnov tesztet, esetenként Shapiro-Wilk
tesztet hasznaltunk. Az eredményeket atlag + szoras (standard deviation, SD vagy
standard error of the mean, SEM), illetve medidn és interkvartilis tartomany (IQR)
formaban fejeztiik ki. Két csoport 6sszehasonlitasara - normal eloszlas esetén — Student-
féle t-probat hasznaltunk, mig nem normal eloszlas esetén Mann-Whitney U-tesztet vagy
Chi-négyzet probat alkalmaztunk. Kettonél tobb csoport esetén ANOVA vagy Kruskal—
Wallis tesztet végeztiink kiegészitve a relevans post hoc teszttel. Ha csak 4 minta volt egy
csoportban, ez esetben mind t-probaval, mind Mann-Whitney teszttel elvégeztik az
Osszehasonlitast. Az els6faju hiba csokkentése érdekében ANOVA-t és post-hoc
(Bonferroni) tesztet hasznaltunk. Statisztikailag szignifikdnsnak tekintettik  a
kiilonbséget, amennyiben a p érték kisebb volt, mint 0.05 (p <0.05). A statisztikai
szamitasok és az abrak a GraphPad®Prism szoftverrel (6.01 verzié ,GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA) késziiltek .
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5. Eredmények

5.1 A szepszises betegek és kontroll személyek fobb klinikai jellemzoi

A gyulladéasos laboratoriumi paraméterek ugy, mint a fehérvérsejtszam, szérum
CRP ¢s PCT szintek szignifikansan emelkedettek voltak a szeptikus betegek mintdiban a
kontrollokhoz képest (3. tablazat). A 21 beteg koziil tizennyolc szenvedett
tiidogyulladéssal jard szepszisben. A thrombocytaszam szignifikdnsan alacsonyabb volt
a szepszises csoportban (p < 0,01). Kiemelendd, hogy a két csoport kozott nem volt
kiilonbség a vérlemezkefunkciot gatld gyogyszerek (pl. aspirin, clopidogrel stb.)
hasznalata tekintetében. A betegcsoportban 14 személy szenvedett szepszisben, mig 7

esetben szeptikus sokk alakult ki. A kontroll személyekben a gyulladdsos paraméterek

nem voltak emelkedettek.

Parameéterek Szeptikus betegek (n=21) |Kontrollok (n=21) | p-érték
Kor (év) 64 (51-70) 58 (42-65) n.s.
Nem Férfi/n6 (n) 16/5 14/7 n.s.
Fehérvérsejtszdm (G/L) 11,4 (8,3-16,2) 7,6 (6,2-8,9) p <0,001
Thrombocytaszam (G/L) 218 (175-264) 332 (290-365) p<0,01
Szérum CRP (mg/L) 210,5 + 98,2 1,4+£1,0 p <0,001
Szérum PCT (ug/L) 27,4 +£11,7 n/a -
SOFA-score 12,1+2,6 n/a -
Szepszis/szeptikus sokk (n) 14/7 n/a -
Intenziv terdpias osztalyon tolt6tt napok 251+144 n/a -
28 napos halalozas (n) 9 n/a -
Infekcio eredete - pneumonia (n) 18 n/a -
Infekcid eredete - urogenitalis traktus (n) 3 n/a -
Organizmus - Gram-pozitiv baktérium (n) 6 n/a -
Organizmus - Gram-negativ baktérium (n) 12 n/a -
Ismeretlen infekci6 (n) 3 n/a -
Thrombocyta gatlé terapia (n) 16 12 n.s.

3. tablazat A szepszises betegek és a kontrollok legfontosabb demografiai és klinikai
jellemzéinek osszefoglalo tablazata. Az adatokat median (IQR) formaban vagy atlag + SD
értékkel fejeztiik ki. A klinikai allapot sulyossaganak jellemzésére SOFA-score-t alkalmaztunk.
A statisztikai elemzéshez t-probat vagy Mann-Whitney U-tesztet, illetve Chi-négyzet probat
hasznaltuk. CRP: C-reaktiv fehérje; PCT: prokalcitonin; n.s.: nem szignifikans; n/a.: nem elérhetd
adat.

Fokozott vérlemezke aktivaciot észleltiik a szeptikus betegekben a magas felszini
P-szelektin expresszio (p < 0,0001) ¢és az emelkedett szolubilis P-szelektin
plazmakoncentraciok (p < 0,0001; n=10/csoport) alapjan, szemben az egészséges

kontrollokkal (9. abra; A és B). Ezen kiviil megnovekedett atlagos thrombocyta-térfogat
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(MPV) értékeket (p <0,0001) is mértiink a szeptikus csoportban a normal kontrollokhoz
képest (9. abra; C).
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9. abra A vérlemezke aktivaciés allapot analizise kiilonb6zé paramarkerek segitségével
szeptikus és kontroll személyekben. A thrombocytak aktivacios allapotat felszini P-szelektin (n
= 21) pozitivitason (A) és szolubilis P-szelektin koncentracion (B) keresztiil vizsgaltuk (n = 10).
A vérlemezkék atlagos térfogatat is elemeztiik (C). Mindezek a paraméterek szignifikansan
magasabbak voltak a szeptikus betegek esetén, mint a kontrollokban, ami a vérlemezkék fokozott
aktivalodasara utal. A pontok 1-1 minta eredményét, a vizszintes vonalak a median értéket jelolik.
Az dsszehasonlitasokhoz Mann-Whitney U tesztet végeztiink.

5.2 Eltéro thrombocyta miRNS expressziok szepszisben

A miRNS expressziot el0szor szeptikus betegek thrombocyta mintaiban
analizaltuk. Megvizsgaltuk, hogy az aktivalodott thrombocytdkban melyek azok a
mMIiRNS-ek, amelyek a legnagyobb mértékii expresszido valtozast mutatjak. A miRNS
profil atfogd elemzését TagMan OpenArray segitségével végeztilkk. Random mddon
kivalasztottunk 3-3 RNS mintat mindkét vizsgalati csoportbol annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk, mely vérlemezke miRNS-ek expresszidja valtozott meg szignifikansan
szepszisben a kontroll egyénekhez képest. Azt tekintettiik jelentds eltérésnek, ha legalabb
1,5-szeres valtozast tapasztaltunk. Az array hasznélataval a 754 detektalhatdé miRNS-bol
390 miRNS-t tudtunk kimutatni ezekben a mintakban. Ezek koziil 121 miRNS szintje
jelentésen csokkent, mig 61 expresszidja szignifikdnsan emelkedett (10. abra; A).
Jelentésen csokkent az expresszidja az alabbi miRNS-eknek, pl. miR-221, miR-223, miR-
30b, miR-27b stb. Ezek koz¢€ tartozott a miR-26b is, melyet tovabb vizsgaltunk, mivel a
vérlemezkék 10 legintenzivebben expresszalt miRNS-ei koz¢é tartozik [63]. Ugyanakkor
emelkedett szintet mutatott tobbek kdzott a miR-155, a miR-133a, miR-96 stb. Predikcios
programok (pl. www.targetscan.org) alapjan a miR-26b egyik cél génje a SELP, és
diabeteses kornyezetben a miR-26b szabalyozta a SELP mRNS szintjét €s ezen keresztiil
a P-szelektin fehérje expressziojat [60]. A vérlemezke miR-26b szintjét szepszisben eddig

még nem vizsgaltak, ezért a bevalogatott szeptikus betegek LDP mint4jaban kvantaltuk,
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¢és a betegkohorszban szignifikansan csokkent expressziot (p = 0.002) tapasztaltunk a
kontrollokhoz hasonlitva (10. &bra; B).
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10. abra Szepszis altal indukalt vérlemezke miRNS expresszio analizise. A vérlemezkék
miRNS-profiljat TagMan OpenArray modszerrel harom szeptikus és harom kontroll LDP
mintaban (A) vizsgaltuk. A 390 detektalt miRNS koziil 121 jelentdsen csdkkent és 61 miRNS
emelkedett expressziot mutatott a szeptikus vérlemezkékben. Validalas céljabol a miR-26b
expressziojat (B) mindkét vizsgalati csoportban meghataroztuk (n=21/csoport), ami a szepszises
csoportban csokkend tendenciat mutatott a kontrollokhoz képest. A miRNS expresszidjanak
valtozasat a szepszises csoportban tovabb korrelaltattuk a betegség sulyossagaval (C) és a
szepszis miatt bekdvetkezo halalozassal (D). Azoknal a betegeknél, akiknél még alacsonyabb volt
a miR-26b szint, nagyobb aranyban kovetkezett be szeptikus sokk és hunytak el a betegség miatt.
Az abran a median értékeket (vizszintes vonal) tiintettiik fel. A pontok 1-1 minta eredményét
jelolik. Az 6sszehasonlitdsokhoz Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.

5.3 A vérlemezke miR-26b expresszidja korrelal a szepszis stulyossagaval és a

mortalitassal

Célunk ezt kdvetden az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a thrombocyta csdkkent
mMiR-26b szint dsszefligghet-e a szepszis sulyossagaval €s a betegség kimenetelével a
magas P-szelektin expresszid jelenlétében. A betegeket elemeztiik a betegségiik
sulyossaga alapjan (szepszis, N = 14) ¢s szeptikus sokk, n = 7). Szignifikdnsan még
alacsonyabb miR-26b expressziokat kvantaltunk azoknal a betegeknél, akiknél szeptikus
sokk alakult ki szemben a szepszises betegekkel (p =0.036) (10. abra; C). Amikor a teljes
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betegkohorszot taléld (n = 9) és nem tulélé (n = 12) alcsoportba osztottuk a 28 napos
mortalitasi adatok alapjan, szintén alacsonyabb thrombocyta miR-26b expressziokat (p =
0.022) mértiink azoknal a betegeknél, akik belehaltak a betegségbe szemben a talélokkel
(10. abra; D). Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a stlyosabb stadiumu és kimeneteli
szepszisben a vérlemezke jelentds fenotipusvaltozasa kovetkezik be, ami kifejezett
miRNS expresszio atrendezOdéssel jar egyiitt, igy a miR-26b expresszid jelentds

csokkenésével is.

5.4 Thrombocyta aktivaciohoz kotédé RNS expresszio valtozasok in vitro

modellezése

A szeptikus allapot altal indukélt megvaltozott vérlemezke miR-26b expresszid
tovabbi igazolasara egészséges személyek tisztitott vérlemezke mintait LPS-sel in vitro
aktivaltuk LBP és szolubilis CD14 jelenlétében vagy PBS-sel a negativ kontroll mintdban
37 °C-on 4 6ran keresztiil. Pozitiv kontrollként TNF-a-t alkalmaztunk a vérlemezke
aktivacidjara. A miR-26b expresszioja a vérlemezkékben jelentésen csokkent mindkét
agonista hatasara (11. abra; A). Ezek az eredmények Osszhangban vannak az ex Vvivo
szeptikus vérlemezkékbdl szarmazo miRNS eredményekkel, amibdl arra kovetkeztetiink,

hogy az LPS képes moduldlni az aktivalodott vérlemezkék RNS tartalmanak

s
expressziojat.
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11. abra LPS-sel és TNF-a-val in vitro aktivalt thrombocytak RNS expressziéjanak
vizsgalata. A miR-26b (A) csokkent expresszioja figyelheté meg mind LPS, mind TNF-a kezelés
hatasara, mig a SELP (B) és az IL1B (C) mRNS expresszio szignifikansan emelkedett az
agonistak hatasara. (n = 4-6/kisérlet). Atlag + SEM-et abrazoltunk, * p < 0,05, ** p < 0,01 vs.
nem kezelt kontroll mintdk Mann-Whitney U teszt, illetve t-teszt alapjan.

Ezt kovetden vizsgaltuk azt is, hogy a miR-26b cél mRNS expresszidjanak
valtozasa is bekovetkezik-e ezekben az in vitro ,,szepsziszes” thrombocytakban, igy a

SELP mRNS expresszigjat RT-qPCR modszerrel kvantaltuk. Mivel kordbban
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beszamoltak arrdl, hogy az IL1B gén expresszidja fokozodik szepszises vérlemezkékben
[68], ezért parhuzamosan mi is vizsgaltuk az IL1B mRNS expresszidjat mint kontroll
gént, amely jelentés emelkedést mutatott (p < 0,05) a gyulladdsos stimulusok hatasara
(11. abra; C). A miR-26b altal szabalyzott SELP mRNS expresszid - a csékkent miR-26b
jelenlétében - szignifikansan emelkedett mind az LPS, mind a TNF-a altal (p < 0,05) (11.
abra; B). Ezek az eredmények is arra utalnak, hogy szepszises koriilmények kozott a
vérlemezkék egy kifejezett fenotipus valtozason esnek at, mely RNS szint

atrendezodésével is egyiitt jar.

5.5 Indukalt SELP mRNS expresszio a szeptikus thrombocytakban

Az in vitro aktivalt thrombocyta mintdk utdn megvizsgaltuk a SELP és IL1B
mRNS expressziot az ex Vivo szepszises mintakban is, és mindkét mRNS szint jelentdsen
emelkedettebb volt szepszisben, mint a kontrollokbdl szarmazd thrombocytakban (p <
0,002; p <0,001) (12. abra; A, B). Ugyanakkor nem szignifikdnsan, de magasabb volt
azoknal a betegeknél, akiknél szeptikus sokk alakult ki (12. abra; C), vagy akik belehaltak
a betegségbe (12. abra; D). Tovabb elemezve a SELP expresszidkat a vérlemezkék MPV
értékei alapjan szignifikansan magasabb SELP mRNS szintet (p = 0,008) talaltunk
azoknal a betegeknél, akiknél nagyobb volt az MPV-érték (> 11,1 fL), vagyis reaktivabb
thrombocytéai voltak, mint ahogy azt korabban mas kdérképben mi is taldltuk az MPV

paraméter vizsgalataval [94] (12. dbra; E).
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12. abra Fokozott SELP mRNS szint és P-szelektin fehérje expresszio a szeptikus
vérlemezkékben. A szeptikus betegek (n = 21) thrombocyta mintaiban az IL1B (A) és a SELP
mRNS (B) expresszioja emelkedett volt a kontroll vérlemezkékhez képest. A vérlemezke SELP
mRNS expresszidja emelkedd tendenciat mutatott azokndl a szepszisben szenvedd betegeknél,
akiknél szeptikus sokk (C) alakult ki, vagy akik végiil belehaltak a betegségbe (D). Szignifikansan
emelkedett SELP mRNS-szintet figyeltink meg a nagyobb MPV értékeket mutatd
vérlemezkékben (n = 8) (E). Szepszises thrombocyta lizitumbol (n = 5) Western blot technikaval
detektalt P-szelektin fehérje mennyiségi emelkedést mutatott a normal mintakhoz képest (F).
Atlag + SEM-et abrazoltunk, * p < 0,05 vs kontroll mintdk. Az Gsszehasonlitasokhoz Mann-
Whitney U tesztet vagy parositatlan t-probat hasznaltunk.

A szepszises betegek vérlemezkéiben kimutatott megemelkedett SELP mRNS
expresszid miatt arra voltunk kivancsiak, hogy vajon fehérje szintjén is nagyobb
mennyiségben van jelen a P-szelektin receptor, amit Western blot technikéaval

vizsgaltunk. Azt tapasztaltuk, hogy a szepszises betegektdl nyert thrombocyta lizatumok
szignifikdnsan nagyobb mennyiségli P-szelektin fehérjét tartalmaztak (p < 0,05) a
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kontroll mintdkhoz képest, ami szepszisben egy eldaktivalt, prokoaguldns &llapotot

biztosit a vérlemezkéknek (12. abra; F) [95].

5.6 Az NF-kB-ttvonal aktivalédasanak vizsgalata LPS hatiasaira MEG-01
sejtekben

Szepszisben a TLR4 receptoron keresztiil aktivalodik az intracellularis NF-kB
szignalatvonal [15], mely MK-ban is egy aktiv mechanizmus [20]. MEG-01 sejtekben
vizsgaltuk, hogy LPS aktivacio hatasara a p65 transzkripcios faktor bejut-e a sejtmagba
fokozva ezzel a gyulladasos gének transzkripcidjat. Fluoreszcens mikroszkoppal
vizualizaltuk a p65 pozivititast és a festddés intenzitdsanak aranyat a sejtmag és a
citoplazma kozott. Pozitiv kontrollként TNF-o kezelést végeztiink a sejtkulturaban
ugyanolyan kisérleti koriilmények kozott. Azt tapasztaltuk, hogy mind az LPS (p < 0,01),
mind a TNF-a kezelés (p < 0,001) hatasara jelentdsen nétt a p65 pozitivitas és ezaltal a
sejtmag/citoplazma fluoreszcencia intenzitasanak aranya a nem kezelt sejtekhez képest,

mely a p65 nukledris internalizacidjara utalt mindkét agonista hatasara (13. abra; A, B).
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13. abra Az NF-kB-iitvonal aktivacigjanak vizsgalata LPS-sel és TNF-a-val kezelt MEG-01
sejtekben. A sejteket PBS-sel (negativ kontroll), 100 ng/mL LPS-sel vagy 100 ng/mL TNF-a-

crcr

festéssel figyeltiik meg. Z5ld: p65 festés; kék: sejtmag. Skala mérete: 20 um (A). Elemeztiik a
sejtmagokban és a citoplazmaban a p65 fluoreszcencia intenzitasanak aranyat (B). Atlag = SEM-
et abrazoltuk, n = 6-10/mintatipus. ** p < 0,01 és *** p < 0,001 vs nem kezelt kontroll sejtek. Az
Osszehasonlitasokhoz parositatlan t-probat hasznaltunk.

5.7 Génexpresszios valtozasok analizise LPS-sel kezelt MEG-01 sejtekben

Szepszisben nemcsak a keringd vérlemezkék, de a csontveldi sejtek, igy az MK-
k is ki vannak téve a gyulladdsos medidtorok hatasanak [20], ami az MK-k abnormalis
mikodéséhez és ennek eredményeként a thrombocytdk fokozott granzyme B fehérje
expresszidjahoz és kovetkezményes lymphotoxicitashoz vezetett [96]. Ennek a
folyamatnak a modellezéséhez a MEG-01 sejteket 4 6ran keresztiil LPS-sel stimulaltuk

in vitro, és analizaltuk a génexpresszid valtozasokat RNS szekvenalassal. Az RNS
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szekvenalas eredményének elemzésekor 1414 gén jelentdsen eltéré expressziot (DE)
mutatott (14. abra; A). Ezen beliil 354 gén szignifikansan emelkedett és 1060 gén
szignifikansan csokkent az LPS-aktivalt MEG-01 sejtekben a kezeletlen sejtekhez képest.

A 14. dbra B része az 50 legnagyobb mértékben expresszalt gént abrazolja,
melyek kozé tartozott a részletesen vizsgalt SELP gén is (14. abra; B). Ezek az
eredmények Osszhangban allnak az ex vivo szeptikus vérlemezkékben tapasztaltakkal.
Ezek az in vitro eredmények azt mutatjak, hogy szeptikus csontvel6i kornyezetben az

MK-k érintettsége révén jelentds RNS expresszio valtozasok jatszodnak le.
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14. abra A TLR4 utvonalon Kkeresztiil bekovetkez6 mRNS és miRNS expresszié valtozasok
a MEG-01 sejtekben. Az LPS-sel kezelt MEG-01 sejtek RNS szekvenalasi eredményét a DESeq
analizis alapjan készitett Volcano plot mutatja be. Az x tengely a fold change értéket, az y tengely
pedig a statisztikai szignifikanciat (p érték) mutatja 10-es alapa logaritmikus skalan. Az abra a
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jelentdsen megvaltozott expressziot mutatdé géneket abrazolja a kezeletlen és az LPS-sel kezelt
MEG-01 sejtekben (n = 3/kezelés). 354 (kékkel jelolve) szignifikansan csokkent, mig 1060
(pirossal jelolve) emelkedett transzkriptumot detektaltunk az LPS-aktivalt MEG-01 sejtekben a
kontroll sejtekhez képest. A szaggatott vonalak jelzik a ,,fold change” (FC) hatarértékét (A). Az
50 legnagyobb mértékben expresszalt gén hotérképe kozottiik a SELP génnel (piros négyzetben)
(B). A MEG-01 sejtekben kvantaltuk az emelkedett SELP mRNS szintet LPS kezelés utan (n =
6-8/kezelés). Pozitiv kontrollként TNF-a kezelést hasznaltunk (C). Ezzel parhuzamosan a miR-
26b szignifikansan csokkent az LPS, illetve a TNF-o kezelés hatasara a kezeletlen sejtekkel
szemben (D). A miR-26b és a SELP mRNS kozotti funkcionalis kapcsolat megerdsitésére
specifikus miRNS mimic transzfekciot végeztiink — az adott miR-26b ,,overexpresszaltatasa”
érdekében - LPS-sel kezelt MEG-01 sejtekben. A miR-26b mimic hatasara (E) csokkent a SELP
mRNS expresszi6 a kontroll NEG-01 mimic-el kezelt mintakhoz képest (F). Atlag = SEM értéket
abrazoltunk. Az 6sszehasonlitashoz Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk. *p < 0,05, **p < 0,01
vs nem kezelt (vagy NEG-01 kontroll mimic-kel kezelt) kontroll mintak.

5.8 Az emelkedett SELP mRNS szinthez hozzajarul a csokkent miR-26b

expresszio a MEG-01 sejtekben szepszises koriilmények kozott

Az ex Vvivo szepszises vérlemezkékben tapasztaltakhoz hasonléan a MEG-01
sejtekben az LPS, valamint a TNF-o hatasara a SELP mRNS szint jelentdsen magasabb
volt, mig a miR-26b expresszio jelentdsen csokkent (14. abra; C, D). Ez arra utal, hogy
ezek a szepszis mediatorok az MK-ban is kivaltjak az RNS expresszio valtozasokat. Bar
volt korabbi bizonyitékunk arra vonatkozdan, hogy a miR-26b képes szabalyozni a SELP
expressziot hiperglikémias sejtes kornyezetben [60], célunk volt megerdsiteni a miR-26b
¢s a SELP mRNS kozotti funkcionalis kapcsolatot szeptikus koriilmények kozott is.
Mivel az LPS alacsonyabb miR-26b szintet eredményezett a MEG-01 sejtekben, a fentiek
1gazolasara specifikus miRNS mimic-et alkalmaztunk a miRNS ,,overexpresszaltatasara”
a SELP expresszio valtozasanak vizsgalata érdekében (14. abra; E). Azt tapasztaltuk,
hogy a jelentds mértékben megemelt miR-26b expresszio (p < 0,01) jelenlétében
szignifikansan csokkent a SELP mRNS szintje (p < 0,05) a MEG-01 sejtekben
Osszehasonlitva a NEG-01 mimic-kel kezelt kontroll mintakkal (14. abra; F). Ezek az
eredmények aldtdmasztjak azt a tényt, hogy a miR-26b szorosan dsszefiigg a SELP gén
expresszioval, és a csokkent miR-26b hozzéjarul az MK-k és a vérlemezkék SELP mRNS

expresszidjanak emelkedéséhez szepszisben.
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5.9 Szepszisben a csokkent Dicerl fehérjeszint megvaltozott miRNS

expressziokat okoz a megakaryocytakban és a vérlemezkékben

A citoplazmaban miikddd Dicerl enzim regulélja a miRNS érési folyamatanak
utolsd 1épését, ezért csokkent szintje/aktivitdsa jelentdsen befolyasolhatja az érett
mMIRNS-ek expresszidjat, ahogy ezt diabetes mellitusban is tapasztaltuk mar [60]. Jelen
kisérleteinkben a Dicerl enzim fehérjeszintjét el6szor szeptikus betegekbdl és egészséges
kontrollokbol izolalt vérlemezke mintdkban analizaltuk Western-blot technikaval. A
szeptikus betegek thrombocyta mintdiban jelentdsen alacsonyabb Dicerl fehérje szintet
(p <0,05) detektaltunk a kontrollokhoz képest. (15. abra; A). Fluoreszcens mikroszkopos
vizsgalattal hasonl6 eredményt figyeltiink meg a MEG-01 sejtekben, miszerint az LPS-
sel kezelt sejtek jelentdsen kisebb Dicerl pozitivitast (p < 0,001) mutattak a nem kezelt
mintdkhoz képest (15. abra; B és C).
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15. abra A Dicerl enzim fehérjeszintjének vizsgalata szeptikus vérlemezke lizatumokban és
LPS-sel kezelt MEG-01 sejtek mintaiban. E18szor szeptikus vérlemezkék (n = 5) Dicerl fehérje
szintjét vizsgaltuk Western-blot technikdval (A). A szeptikus vérlemezke mintakban
szignifikansan alacsonyabb Dicerl fehérjeszintet detektaltunk. Ezt kovetden a MEG-01 sejtekben
a Dicerl pozitivitast intracelluldrisan vizsgaltuk fluoreszcens mikroszképpal, melyek az LPS
kezelés utan csokkent fluoreszcencia intenzitast mutattak a nem kezelt mintakhoz képest (B). A
sejtmag/citoszol Dicerl fluoreszcencia intenzitasanak aranyat elemeztiikk (n = 15/kisérlet) (C).
761d: Dicerl festés; kék: sejtmagok. Skala mérete: 20 pum. Atlag £ SEM-et abrazoltunk. Az
Osszehasonlitashoz Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk. *p < 0,05; ***p < 0,001 vs nem kezelt
kontroll mintak.
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Ezt kdvetden tovabb vizsgaltuk a koros Dicerl fehérjeszintnek az érett miR-26b-
re gyakorolt hatdsat szepszisben. Ahhoz, hogy modellezziik a szepszisben megvaltozo
Dicerl szintet, siRNS segitségével csendesitettiik a Dicerl expressziojat MEG-01
sejtekben ¢és a calpain specifikus gatlasaval, calpeptinnel gatoltuk a Dicer hasitasat. A
csendesités érdekében a MEG-01 sejtekbe 24 6ran keresztiil Dicerl specifikus siRNS-t
transzfektaltunk. A transzfekcié hatékonysagat RT-qPCR modszerrel ellendriztik. A
kezelés eredményeként a Dicer siRNS expresszioja jelentésen megemelkedett, ami azt
jelenti, hogy az siRNS sikeresen bejutott a sejtekbe (16. abra; A). Az siRNS transzfekcid
alacsonyabb DICER1 mRNS expressziot eredményezett a kontroll mintdkhoz képest (16.
abra; B). Ennek kovetkeztében a miR-26b szignifikansan csokkent (p < 0,05) (16. abra;
C), mig a SELP mRNS expresszioja emelkedést mutatott (p < 0,05) (16. abra; E). Ezzel
valtozott a kontroll mintdkhoz képest (16. abra; D). Annak érdekében, hogy tovabb
vizsgaljuk, hogy az alacsonyabb Dicerl szint csokkent thrombocyta miRNS expressziot
okoz, a MEG-01 sejtekhez calpeptint adtunk, ami gatolta a megndvekedett intracellularis
Ca?* koncentracid altal kivaltott calpain-funkciét az LPS vagy a TNF-o kezelés hatasara
[97]. Amikor a calpain mikddését gatoltuk és a Dicerl enzim hasitdsat a calpeptin
megakadalyozta LPS jelenlétében (16. abra; F), az érett miR-26b szint rendezddott a
MEG-01 sejtekben. Ezek az adatok aldtdmasztottak azon hipotézisiinket, hogy a koros
Dicerl enzim aktivitas/szint a szepszisben csokkenti a miRNS-ek, igy pl. a miR-26b

expressziot mind a vérlemezkékben, mind a megakaryocytakban.
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16. abra A Dicerl enzim funkcionalis szerepének vizsgalata szepszises koriilmények kozott
a miR-26b expresszio kialakitasaban. Annak érdekében, hogy modellezziik a szepszis soran
megvaltozott Dicerl enzim szint hatdsit a miRNS-ekre, a DICER1 génexpressziot siRNS
transzfekcioval csokkentettik MEG-01 sejtekben. A Dicerl specifikus siRNS-t sikeresen
transzfektaltuk. RT-qPCR (A) moddszerrel emelkedett Dicerl siRNS expressziot mértiink, ami
csokkent DICER1 mRNS expressziot eredményezett a NEG-01 siRNS-sel transzfektalt kontroll
sejtekhez képest (B). Ezekben a sejtekben csokkent a miR-26b (C) és emelkedett a SELP mRNS
expresszioja (E). A Dicerl-fiiggetlen miR-451 expresszidja nem valtozott (D). Ezutan a calpaint
gatoltuk calpeptinnel MEG-01 sejtekben. A calpeptin szignifikdnsan kompenzalta a miR-26b (F)
szintjét, amikor LPS kezelést alkalmaztunk, ami arra utal, hogy a koros Dicerl funkcio szerepet
jatszik a szepszis indukalta miRNS expresszi6 valtozasban. Atlag + SEM értéket abrazoltunk. (n
= 4-6/kisérlet). *p < 0,05, **p < 0,01 vs NEG-01 siRNS-sel kezelt vagy nem kezelt mintak. Az
Osszehasonlitashoz Mann-Whitney U-tesztet vagy t-probat hasznaltunk.

5.10. Az LPS-indukalta gének ontologiai elemzése MEG-01 sejtekben

A MEG-01 sejtekben a szeptikus koriilmények kozott bekdvetkezett

génexpresszid valtozasok hatasat tovabb vizsgaltuk, hogy jobban megértsiik milyen
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utvonalak aktivalodnak és milyen intracellularis folyamatok jatszodnak le szepszis soran.
Ennek érdekében a megvaltozott expressszioji gének utvonalanak elemzésével, gén
ontologiai analizist végeztiink. Azt tapasztaltuk, hogy az LPS kezelés szignifikdnsan
befolyésolta azokat a géneket, amelyek szamos gyullad4sos Gtvonal aktivalasaval jartak
egylitt, ideértve a TNF-a-ra, az IL-1B-ra és az LPS-re adott sejtvalaszokat, valamint a
fehérvérsejt migracioval és kemotaxissal jar6 génvaltozasokat (17. abra). A MK-ban a
TLR4 agonistara adott fontos valaszreakciok kozé tartoztak tobbek kozott a lipidek
homeosztazisdhoz, az angiogenezishez, a MAPK, ERKI1 és ERK2, valamint a JNK
medialta jelatviteli utvonalakhoz kothetd génvaltozasok. Fontos, hogy a SELP mRNS,
amelynek expresszioja a MEG-01-ben jelentds emelkedést mutatott az LPS kezelés
hatasara (14. abra; B, C), tobb kiilonb6z6 ttvonalban is szerepet jatszhat, amelyeket a 17.
abran lathatunk. Ide tartoznak az LPS-re és a gyulladasos triggerekre, a fehérvérsejt-
adhéziora és a migraciora adott valaszok is. Osszeségében a TLR4-fliggd szignaltitvonal
Iényegesen modosithatja a gének expressziojat az MK-ban [20]. Ezek az eredmények azt
is alatamasztottdk, hogy a P-szelektin fehérjereceptort kodolo SELP génnek kozponti

szerepe lehet az MK gyulladasos szignalizacidjanak szabalyozasaban a szepszis soran.
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17. abra: A TLR4 medialta szignalitvonalak gén ontoldégiai elemzése az LPS-stimulalt
MEG-01 sejtekben. Az LPS kezelés szignifikansan befolyasolta azokat a géneket, amelyek
szamos gyulladasos utvonal aktivalasaval jartak egyiitt, ideértve a TNF-a-ra, az IL-1p-ra és az
LPS-re adott sejtvalaszokat, valamint a fehérvérsejt migracioval és kemotaxissal jard
génvaltozasokat. A MK-ban a TLR4 agonistara adott fontos valaszreakciok kozé tartoztak tobbek
kozott a lipidek homeosztazisahoz, az angiogenezishez, a MAPK, ERK1 és ERK2, valamint a
JNK medialta jelatviteli utvonalakhoz kotheté génvaltozasok. A SELP mRNS, amelynek
expresszioja a MEG-01-ben jelentdés emelkedést mutatott az LPS kezelés hatasara, tobb
kiilonb6z6 utvonalban is szerepet jatszhat (zolden jeldlve). Ide tartoznak az LPS-re, a gyulladasos
triggerekre, a fehérvérsejt-adhéziora és a sejtmigraciora adott valaszreakciok is.

5.11 Szepszisben a vérlemezkék miR-223 expresszioja csokkent, mig a

plazmaban és a thrombocyta mikropartikulakban jelentésen magasabb

A disszertacid alapjat jelentd masik vizsgalatunkba 13 szeptikus beteget és
kontrollként 13 korban és nemben illesztett egészséges személyt valogattunk be. A f6
demografiai paramétereket a 4. tabladzat foglalja Ossze. Szeptikus betegeknél a
fehérvérsejtszam emelkedett, mig a vérlemezkeszam csokkent a kontrollokhoz képest (p
< 0,01). Emellett - a vartnak megfeleléen — rendkiviil magasak voltak a szérumban
mérheté CRP és PCT szintek a szeptikus betegekben, melyek stlyos gyulladést jeleztek.
A két csoport kozott nem volt szignifikans kiilonbség a thrombocyta-gatld terapia
hasznalataban: 10 szeptikus beteg kapott aspirint vagy clopidogrelt, mig a sziv- és

érrendszeri betegségek megeldzésére 9 kontroll egyén szedett ilyen gyogyszert (4.

tablazat).
Paraméterek Szeptikus betegek (n=13)| Kontrollok (n=13) | p-érték
Kor (év) 57 (42-81) 54 (43-60) n.s.
Nem (férfi/n6) 10/3 8/5 n.s.
Fehérvérsejtszam (G/L) 145+6,8 8019 p <0,01
Thrombocytaszam (G/L) 176 (150-241) 297 (251-353) p <0,01
Szérum CRP (mg/L) 230,0 £ 109,7 1,44+0,9 p <0,001
Szérum PCT (ug/L) 17,0+94 n/a -
SOFA-score 12 (11-14) n/a -
Gram pozitiv baktérium (n) 4 n/a -
Gram negativ baktérium (n) 7 n/a -
Ismeretlen infekcid (n) 2 n/a -
Szepszis/szeptikus sokk (n) 5/8 n/a -
Talé16/nem talélds (n) 3/10 n/a -
Thrombocyta gatld terapia (n) 10 9 n.s.

4. tablazat A szeptikus betegek és kontrollok demografiai és fébb klinikai jellemzdinek
osszefoglalo tablazata. A Dbetegség sulyossaganak megitélésére SOFA-score keriilt
meghatarozasra. Az eredményeket atlag + SEM-ben vagy median interkvartilis tartomany (IQR)
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formaban fejeztiik ki. Parositatlan t-probat vagy Mann-Whitney U-tesztet és Osszehasonlitas
céljabol Chi-négyzet tesztet végeztiink. CRP: C-reaktiv fehérje; PCT: prokalcitonin; n.s.: nem
szignifikans; n/a.: nem elérhetd adat.

Elészor a vérlemezkék aktivacios allapotat elemeztiik felszini P-szelektin
expresszid mérésével aramlasi citometridval [11]. A dolgozatom elsé részében bemutatott
eredményekhez [98] hasonldan, a thrombocyta P-szelektin pozitivitas jelentdsen megndott
a szeptikus thrombocytak felszinén a kontrollokhoz képest (6,1 [3,0-10,2] vs. 1,5 [1,1-
2,8] %; p < 0,0001) (18. abra; A). Ezt kovetéen analizaltuk a mikropartikulak
mennyiségét a szepszises és a kontroll plazma mintakban aramlasi citométer segitségével.
Azt tapasztaltuk, hogy szepszisben a mikropartikuldk szdma szignifikdnsan magasabb
volt, mint a kontroll mintakban [117 (62-171) vs. 23 (16-48)/10° vérlemezke; p < 0,0001]
(18. abra; B), amely szintén a vérlemezkék fokozott aktivaltsagi allapotat jelezte
szepszisben. Ezzel parhuzamosan meghataroztuk a szolubilis ICAM-1 szintet szeptikus
¢és kontroll szérum mintdkban, hogy megvizsgaljuk az endothelsejtek aktivacidjanak
mértékét [77]. Szepszisben az ICAM-1 fehérje koncentracidja jelentdsen emelkedett volt
[519 (397-1142) vs. 174 (141-229) ng/mL; p < 0,0001] (18. abra; C). Ezen eredmények
alapjan a vizsgalt szeptikus betegekben nemcsak thrombocyta, hanem endothelse;jt

aktivacio is kimutathato volt.
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18. abra Vérlemezke és endothelsejt aktivacio vizsgalata szeptikus és kontroll egyének
mintidiban. A felszini P-szelektin pozitivitas (A), a thrombocyta-eredeti mikropartikuldk (PMP)
(B) és a szolubilis ICAM-1 koncentracidja (C) jelentésen magasabb volt a szeptikus betegek
mintaiban, mint a kontrollokban (n = 13/csoport). A vérlemezke miR-223 expresszioja
szignifikansan alacsonyabb volt szepszisben (D), azonban a plazma (E) és a mikropartikula
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mintak (F) magasabb miR-223 szintet mutattak a kontrollokhoz képest. A pontok 1-1 minta
eredményét, a vizszintes vonalak a median értéket jelolik. Az elemzéshez Mann-Whitney U-
tesztet hasznaltunk.

A miR-223 expresszidjat RT-qPCR moddszerrel vizsgaltuk a vérlemezkékben, a
plazmamintaban és az izolalt mikropartikulak mintajaban. Megallapitottuk, hogy a miR-
223 expresszio a szepszises vérlemezkékben a kontrollokhoz képest alacsonyabb volt (p
< 0,0001) (18. abra; D), mig a keringd miR-223 expresszidja szignifikansan magasabb
volt a plazma mintakban (p < 0,0001) (18. abra; E) és a mikropartikulakban (p < 0,016)
(18. &bra; F). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az alacsonyabb vérlemezke miR-
223 expresszid egyik oka lehet az aktivacid soran megvaldsuld fokozott mikropartikula
képzddés és ez altal az adott miRNS-nek a kdrnyezetbe torténd kiszabadulasa stlyos
gyulladésos koriilmények kozott.

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a szeptikus vérlemezkékbdl szarmazd miR-
223 kijutasat a thrombocytakbol, in vitro kisérleteket végeztiink. A kontroll LDP mintakat
TRAP-al aktivaltuk 2 6ran keresztiil, majd a thrombocyta feliiliszobdl és a pellet-bol
mértik le a miR-223 expressziot. A TRAP-aktivalt vérlemezkékben a miR-223
expresszi6 szintje szignifikansan csokkent a nem kezelt mintaval szemben (p = 0,046),
mig a feliilluszoban magasabb miR-223 szintet figyeltiink meg (p = 0,023) a kezelés utan
(19. abra). Ezen eredmények alapjan azt gondoljuk, hogy a vérlemezke aktivacid a
thrombocyta mMiRNS-ek jelent6s externalizaciojat eredményezi szepszisben ¢és a
kiszabadult miRNS-ek - mint vektorok - kiilonb6z6 informaciokat kozvetithetnek a
kornyezetiikbe.
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19. abra A miR-223 expresszio kvantalasa vérlemezkékben és a feliilisz6 mintakban TRAP-
pal tortént in vitro sejtaktivacio elétt és utan. Az izolalt vérlemezkéket TRAP-pal (40 pmol/L)
stimulaltuk 2 6ran keresztiil. A vérlemezkéket ezutan centrifugaltuk és a vérlemezke pellet-bol és
a feliiluszobol miR-223 expresszidt mértiink. A stimulacié utan a vérlemezkék (vildgossziirke
oszlop) csokkent miR-223 szintet mutattak a nem aktivalt vérlemezkékhez (fekete oszlop) képest.
A feliiliszokban ezzel szemben emelkedett miR-223 szinteket detektaltunk a TRAP-pal aktivalt
mintdban (sziirke oszlop) (n = 7-8 minta/kisérlet). Atlag + SEM értéket abrazoltunk. Az
Osszehasonlitashoz Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.

5.12 A szepszis eredetii mikropartikulak internalizacioja az endothelsejtekbe

A vaszkulédris endothelium a véraram utjan keringd mikrovezikuldk egyik
legfontosabb célpontja a sziv- és érrendszeri, valamint a gyullad4dsos megbetegedésekben
[75], ezért kivancsiak voltunk arra, hogy szepszisben a miRNS transzfer a
vérlemezkékbdl a mikropartikulakon keresztiill az endothelsejtekbe vajon nagyobb
mértékben valdsul-e meg. Erre a célra a HCAEC sejteket szeptikus betegekbdl, illetve
kontroll egyénekbdl izolalt mikropartikulakkal 24 o6ran keresztiil 37°C-on kezeltik. A
HCAEC sejteket anti-CD146-PE antitesttel, a vérlemezke-eredetii mikropartikulakat
pedig anti-CD42a-FITC (GPIX-receptor specifikus) antitesttel jeloltik.

A mikropartikuldkat intracellularisan detektaltuk a HCAEC sejtekben. Azt
tapasztaltuk, hogy a szepszises mikropartikuldkkal egyiitt tenyésztett endothelsejtekben
magasabb volt a zold fluoreszcencia intenzitds a normal mikropartikuldkkal kezelt
sejtekhez képest (20. abra; A). A negativ kontroll minték esetén a HCAEC sejtekhez nem
adtunk mikropartikulakat, igy ott anti-CD42a-FITC pozitivitas nem volt megfigyelhetd.
Ezen kivill statisztikailag elemeztiik az Osszes analizalt mintdban a fluoreszcencia
intenzitas kiilonbségét a szepszises €s a kontroll mikropartikuladkkal kezelt sejtekben, és
szignifikans kiilonbséget (p = 0,0046) talaltunk a két csoport kozott (20. abra; B). Ezen
eredményeink azt mutatjak, hogy a szepszisben termel6dd vérlemezke mikropartikuldk

fokozottabban jutnak be az endothelsejtekbe, mint az egészséges mintakbol szarmazoak.
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20. abra Vérlemezke-eredetii mikropartikulak endothelsejtekbe torténé
internalizaciéjanak vizsgalata. Az endothelsejteket (HCAEC) szepszises és kontroll
vérlemezkékbdl szarmazd mikropartikulakkal (PMP) inkubaltuk 24 6raig 37°C-on, majd a
HCAEC-sejteket anti-CD146-PE antitesttel (piros), a mikropartikulakat anti-CD42a-FITC
antitesttel (z6ld) festettilk. A mikropartikulak internalizacidjat fluoreszcens mikroszkoppal (A)
vizsgaltuk. Kék szinnel megfestve a sejtmagok lathatok. Azokban a mintdkban, amelyekhez
szepszis eredetll mikropartikulakat adtunk, szignifikansan magasabb fluoreszcencia
intenzitasvaltozast detektaltunk, mint a kontroll mikropartikuldkkal kezelt mintakban (B). Skala
mérete: 20 um. (n = 5-6 sejt/kisérlet). Atlag = SEM értéket dbrazoltunk. Az 6sszehasonlitishoz
Mann-Whitney U tesztet hasznaltunk.

5.13 A magas miR-223 tartalmi mikropartikulak képesek csokkenteni az

indukalt ICAM-1 receptor expressziot a HCAEC sejteken gyulladasos

koriilmények kozott

Szerettiikk volna tovabb vizsgalni a mikropartikuldk funkcionalis hatasat
szepszisben, hogy vajon az altaluk szallitott nagyobb mennyiségli miR-223 képes-e
befolyasolni az endothelsejtek mikodését. Ezért a HCAEC sejteket eldszor izolalt
szepszises mikropartikuldkkal inkubaltuk 24 6rdig és az endothelsejtekben emelkedett
miR-223 expressziot talaltunk (p = 0,016) a kontroll PMP mintakkal kezelthez képest (21.
abra; A), ezzel szemben ezekben a mintakban az ICAM1 mRNS expresszioja jelentdsen
csokkent (p = 0,031) (21. abra; B). Ezen eredmények megerdsitésére a HCAEC sejteket
in vitro TRAP-aktivalt vérlemezkékbdl izolalt mikropartikulakkal kezeltiik. Mivel

szignifikansan magasabb volt a plazma TNF-a szint a szepszisben szenvedd betegekben
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a kontrollokhoz képest (28,6 = 3,7 vs. 12,4 £ 1,1 pg/mL, p < 0,0001), ezért a szeptikus

crer

A TNF-a el6kezelés csokkentette a miR-223 expresszidjat és nétt az ICAM1
mRNS szint a kontroll HCAEC mintakhoz képest, mig az emelkedett miR-223-t (p =
0,017) csokkent ICAM1 mRNS expresszioval (p = 0,010) detektaltuk a TRAP-aktivalt
PMP-k jelenlétében (21. abra; C és D). A szolubilis ICAM-1 koncentraciokat a HCAEC
sejtek feliiluszdjaban ELISA-val lemértiik. A TNF-o hatdsara emelkedett az ICAM-1
fehérje mennyisége, mig a TNF-a és a mikropartikulak egyiittesen szignifikdnsan
csokkentették (p = 0,006) az ICAM-1 fehérje koncentracidjat (21. abra; E). Ezek az
adatok azt hangsulyozzak, hogy a miR-223-t szallit6 PMP-k képesek befolyasolni a
tulzott fehérje/receptor expresszidt az endothelsejtekben gyulladasos koriilmények

kozott.
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21. abra A nagyobb mennyiségii miR-223-t hordozéo mikropartikulak szeptikus
koriilmények kozott jelentésen csokkentik az emelkedett ICAM-1 szintet HCAEC
sejtekben. Megemelkedett miR-223 (A) és csokkent ICAM1 mRNS expressziot (B) talaltunk
szepszises vérlemezkékbdl szarmazd mikropartikulak (sziirke oszlopok) és a kontroll
mikropartikulak (fekete oszlopok) altal stimulalt endothelsejtekben. A TNF-o dnmagaban
(vilagossziirke oszlopok) alacsonyabb miR-223 és magasabb I[CAM1 mRNS és fehérje szintet
eredményezett. A TRAP altal indukalt mikropartikulak (sotétsziirke oszlopok) jelenlétében
emelkedett miR-223 (C) és csokkent ICAM1 mRNS (D) és fehérje szintet (E) talaltunk. Atlag +
SEM-et tiintettiik fel. (n = 7-8 minta/csoport). Az 6sszehasonlitishoz Mann-Whitney U-tesztet
vagy t-probat hasznaltunk.
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5.14 A mikropartikulak internalizaciojanak gatlasa megakadalyozza az

endothelsejtek miRNS expresszidjanak valtozasat

Annak megallapitdsara, hogy a megvaltozott miR-223 expresszid ténylegesen
Osszefligg a mikropartikuldk endothelsejtekbe torténd internalizacidjaval €és miRNS
»transzfekcidjaval”, a HCAEC sejteket 4°C-on inkubaltuk a szepszises plazma mintakbol
kinyert mikropartikulakkal, vagy anélkiil (kontroll) azért, hogy megakadalyozzuk a PMP-
k endocitozisat hasonldéan, mint kordbban masok ezt alkalmaztak [93]. Kontrollként az
endothelsejteket egyidejiileg 37°C-on mikropartikulaval vagy anélkiil tenyésztettiink. A
HCAEC sejteket és a mikropartikuldkat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk a
kordbban leirtak szerint. A fluoreszcens jelolés azt mutatta, hogy a szepszises
mikropartikuldk HCAEC-be torténd felvétele jégen (4°C-on) szinte teljesen gatolt volt a
37°C-on inkubalt sejtekhez képest (22. abra; A és B). Ezzel szemben 37°C-on jelentdsen
emelkedett a HCAEC sejtekbe jutott mikropartikuldk mennyisége. A 4°C-on torténd
blokkoldsos vizsgalathoz 6 Oras mikropartikula kezelést alkalmaztunk, mivel az
endothelsejtek 6 6randl hosszabb ideig, jégen torténd kezelése szembetlind morfologiai
valtozasokon mentek keresztiil, amelyek befolyasoltdk volna a mikropartikuldk
internalizacidjat. Ezen kiviil a HCAEC sejtekbdl 6ssz- RNS-t izolaltunk a miR-223
kvantalasahoz. Megallapitottuk, hogy a jégen tartott HCAEC mintdkban nem kovetkezett
be jelentés miRNS expresszio valtozas (p = 0,969), mig a szepszises mikropartikulaval
inkubalt sejtek normal sejttenyésztési koriilmények kozott megemelkedett miR-223
értéket mutattak a kontroll mintdkhoz képest (p = 0,004) (22. éabra; C). Ezek az
eredmények megerdsitik, hogy a megndvekedett miR-223 expressziot a HCAEC-ekben

kozvetleniil a miRNS-t hordozé mikropartikuldk endocit6zisa okozta.
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22. abra: A mikropartikuldk internalizaciéjanak gatlasa megakadailyozza az endothelsejt
mMiR-223 expressziojanak valtozasat. A HCAEC sejteket thrombocyta eredetii
mikropartikuldkkal inkubaltuk jégen (4°C-on) 6 oran keresztiil, hogy megakadalyozzuk a
mikropartikulak  endocitézisat. Ezzel parhuzamosan az endothelsejteket 37°C-on
mikropartikulaval egyiitt vagy anélkiil (kontroll) tenyésztettiik. Az endothelsejteket anti-CD146-
PE antitesttel (piros) festettiik, a mikropartikulakat pedig anti-CD42a-FITC antitesttel (zold). A
mintakat fluoreszcens mikroszkoppal vizsgaltuk és azt tapasztaltuk, hogy a mikropartikulak
felvételét gatolta az alacsony homérséklet (A, B). Kék: sejtmagok. A sejteket Osszegyiijtottik és
RT-gPCR moédszerrel mértiik a miR-223 expressziot. A 4°C-on tartott mintadkban a miRNS
expresszid nem valtozott, mig a 37°C-on tartott sejtek megemelkedett miR-223 expressziot
mutattak a mikropartikuldk nélkiili kontroll mintakhoz képest (C). Skala mérete: 20 um. Az
eredményeket atlag + SEM-ben fejeztiik ki. (n = 4-5 minta/kdriilmény). Az 6sszehasonlitashoz
Mann-Whitney U-tesztet, illetve t-tesztet hasznaltunk.
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5.15 A mikropartikulak altal megvaltoztatott endothelsejt miR-223
expresszio nem az emelkedett Dicerl enzim szint kovetkezménye a HCAEC

sejtekben

Ezt kovetéen megvizsgaltuk, hogy a miRNS-ek mikddésével Osszefiiggésbe
hozhaté6 mas sejtes folyamatok hozzajarultak-e barmilyen mértékben a szepszises
mikropartikulaval kezelt HCAEC sejtekben a miR-223 expresszidjanak fokozasdhoz.
Ebbdl a célbol két in vitro kisérleti megkozelitést alkalmaztunk. Célunk volt a pre-miR-
223 expressziojanak elemzése az in vitro TRAP-stimulalt PMP-k jelenlétében vagy
hidanyaban. A Dicerl enzim expresszidjanak ¢és ezaltal funkcidjanak csokkentése a
HCAEC sejtekben Dicerl specifikus siRNS transzfektalassal a PMP-vel torténd
inkubacid el6tt tortént. El6szor az érett és a pre-miR-223 expressziokat parhuzamosan
kvantaltuk RT-qPCR modszerrel TRAP-aktivalt PMP-vel kezelt és nem kezelt HCAEC
sejtekben. A miR-223 érett formajanak expresszidja szignifikansan (p = 0,025)
emelkedett a TRAP-aktivalt PMP-vel kezelt mintakban, mig a pre-miR-223
expresszidjaban nem volt kiilonbség, tehat nem tortént transzkripeio (p = 0,929) (23. abra;
A és B). Ezt kovetéen az endothelsejteket Dicerl siRNS-sel vagy NEGO1 siRNS-sel
transzfektaltuk és izolalt PMP-ket adtunk a sejtekhez 24 o6rdig. Az RNS izolalas utan
ellendriztiik a transzfekcid hatékonysagat (23. dbra; C). A transzfekcid alacsonyabb
DICER1 mRNS-t eredményezett a NEGO1 siRNS-sel kezelt mintakhoz képest (23. abra;
D). Azokban a sejtekben, amelyekben a Dicerl expressziojat modulaltuk, az érett miR-
223 szint még mindig jelentésen megemelkedett (p = 0,023) a PMP-k jelenlétében a
HCAEC sejtekben (24. abra; E). A megnovekedett miR-223 szint a miRNS PMP-k altali
bejuttatasanak volt koszonhetd és semmilyen miRNS transzkripcié vagy indukalt Dicerl
enzim aktivitds nem jarult hozza a szeptikus endothelsejtek megvaltozott miR-223

expresszidjahoz.
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23. abra A PMP-k altal modulalt miR-223 expresszioban a miRNS érés vagy a fokozott
Dicer1 enzim funkci6 esetleges szerepének vizsgalata a HCAEC sejtekben. A TRAP aktivalt
thrombocytakbol szarmazdé PMP-k (sziirke oszlopok) jelenlétében magasabb lett a miR-223
expresszio az endothelsejtekben (HCAEC) a kontroll PMP-vel kezelt mintakhoz képest (fekete
oszlop) (A). Nem talaltunk kiilonbséget a pre-miR-223 expressziojaban a két csoport kozott (B).
A Dicerl specifikus siRNS-t sikeresen transzfektaltuk az endothelsejtekbe (C), ami csokkent
DICER1 mRNS (D) expresszidt eredményezett. A csokkent Dicerl expresszio ellenére a miR-
223 szint tovabbra is szignifikdnsan emelkedett a TRAP-aktivalt PMP-k jelenlétében az
endothelsejtekben Osszehasonlitva a PMP nélkiili (E) mintakkal. Atlag + SEM értéket
abrazoltunk. (n = 4-5 minta/kisérlet). Az dsszehasonlitaishoz Mann-Whitney U-tesztet, illetve t-
probat alkalmaztunk.

5.16 A szepszis eredetii PMP-vel torténo kezelés utan csokken a leukocytak

adhézioja az endothelsejtek felszinéhez

Kivancsiak voltunk arra, hogy a miR-223 tartalmiit PMP-k bejutasa az
alacsonyabb ICAM-1 expresszié mellett. Ebben a kisérletben a HCAEC sejteket TNF-a
aktivalt és nem aktivalt PBMC-vel inkubaltuk 1 6ran at. A PBMC-k hozzdadasa el6tt
szepszises PMP-vel kezeltik, illetve PMP nélkiil tenyésztettiik a sejteket 24 oran
keresztiil.

A negativ kontroll sejteket PBMC hozzédadasa nélkiil tartottuk fenn. A HCAEC
sejteket anti-CD146-PE antitesttel jeloltiik, mig a PBMC-ket anti-CD45-FITC antitesttel
jeloltiik. Fluoreszcens mikroszkoppal értékeltiik a festett leukocytakat. Megallapitottuk,
hogy a PBMC-k az endothelsejtek felszinéhez kapcsolodtak és ez 30%-kal csokkent
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abban az esetben, ha PMP-ket adtunk a HCAEC sejtekhez (24. abra; A). A szepszisbol
szarmaz6 PMP-k nélkiili elokezeléskor ktddott PBMC-k szama latoterenként 14 + 2 sejt
volt, szemben a PMP-vel el6kezelt mintakkal, ahol 10 + 2 sejt/latomez6 volt (24. abra;
B). Ezek az adatok arra engednek kovetkeztetni, hogy a PMP-k szallitotta miR-223 altal
csokkentett ICAM-1 receptor szint a leukocytak alacsonyabb mértékli kotdédését vonta

magaval az endothelsejtek felszinén.
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24. abra A PBMC-k csokkent adhézidjanak vizsgilata az endothelsejtekhez a szepszis
eredeti PMP-kel torténo kezelés utan. A HCAEC sejteket elOkezeltik szepszises
thrombocytakbol szarmazé PMP-vel. A sejteket ezt kovetden 1 éran at TNF-a aktivalt PBMC-
vel inkubaltuk. Az endothelsejteket anti-CD146-PE antitesttel (piros) és a PBMC-ket anti-CD45-
FITC antitesttel (z61d) festettiik. A PBMC-k adhéziojat az endothelsejtek feliiletéhez fluoreszcens
mikroszkoppal (A) vizsgaltuk. Kék: sejtmagok. Kevesebb adheziv PBMC detektalhaté a PMP-
vel elékezelt sejtekben a nem kezelt sejtekhez képest (B). Skala méret: 20 pm. Az eredményeket
atlag + SEM-ben fejeztiik ki. Az 6sszehasonlitaishoz Mann-Whitney U-tesztet hasznaltunk. (n =
5-6 sejt/ allapot).
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6. Megbeszélés

A szervezet kiilonféle ingerekre tulzott mértékben fejthet ki szisztémas
valaszreakciot. Amennyiben ez fert6zés miatt alakul ki, szepszisnek nevezziik, aminek
szamos vaszkularis, metabolikus és cellularis rendellenesség, st esetenként extrém
mennyiségli citokin termelddés és felszabadulas (un. citokin-vihar) lehet a
kovetkezménye [1, 99]. A szepszises folyamatok altal indukalt kiterjedt endothelsejt
aktivacioé és karosodas vaszkularis gyulladassal €s fokozott permeabilitdssal, mig a
thrombocyték talzott aktivalodasa hemosztazis zavarral és thrombotikus komplikaciokkal
jéarhat egyiitt [ 100]. Az aktivalt vérlemezkék nemcsak a thrombusképzddés elésegitésében
jatszanak fontos szerepet, hanem mikrovezikuldk és szamos bioaktiv anyag (pl. ADP,
citokinek, kemokinek stb.) szekretalasadval kdzvetleniil befolydsoljdk a sziv- és érrendszer
sejtjeinek funkcioit [4]. Habar a thrombocytdk sejtmaggal nem rendelkeznek, az MK-
eredetli RNS-ek nagy készletét hordozzak magukban ¢és juttatjdk el mas sejtekhez

bizonyos stimulusok hatdséra [43, 49].

A gyulladasos folyamatokban kulcsszerepet jatszo TLR-ek koziil a TLR4 receptor
is megtalalhaté mind a thrombocytakon, mind az MK-k felszinén [17, 20]. Szepszisben a
thrombocytdkat az LPS képes direkt modon stimuldlni a TLR4-en keresztiil a
keringésben, ami mas vérlemezke agonistak altal kivaltott sejtaktivacid potencirozasat
jelenti [95, 101]. Ezért a TLR4 receptornak fontos szerepe van a thrombocytak
szepszisben bekdvetkezo fenotipusdnak és abnormalis miikodeésének kialakitdsaban [21].
Ezen felil a TLR2 receptoron keresztiil indukalodd intracellularis folyamatok
szabalyozzak az MK-k mikodését is, ami kihathat az MK-thrombocyta vonal
mikodésére, igy pl. fokozott GPIb és COX-2 fehérje expressziot okozva [19].
Ugyanakkor a TLR4-medialta MK funkcio eltérésekrél és annak thrombocytakban
¢észlelhetd kovetkezményeirdl még kevés informacid all rendelkezésre. Két korabbi
vizsgalat soran, amikor egereket 1 hétig alacsony szubletalis dozisu LPS-nek tettek ki, az
ex vivo thrombocytak az ido elérehaladtaval fokozatosan novekvd aktivaciot mutattak,
ami emelked6 felszini P-szelektin pozitivitast és nagyobb aggregacios hajlamot jelentett.
Mindezt a szerzok az LPS MK-ra kifejtett direkt hatdsanak és az ezéltal megvaltozott

------

olyan trigger, amely az MK-t érinti a csontveldben, a thrombocytak ,,eléaktivalt”,
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prothrombotikus fenotipusat eredményezheti szepszisben, ami a vér nagyobb

prokoaguléns aktivitdsdhoz is vezethet [4, 20, 95, 98].

Az elmult években a miRNS-ek potencialis szerepe a tudoméanyos érdeklddés
kozéppontjaba keriilt mind a thrombocytak, mind az MK-k mikddésének vonatkozasaban
[60, 62, 63, 104]. A kozelmultban kertilt publikalasra, hogy a thrombocyta miR-27b képes
szabalyozni a trombospondin-1 szintézisét [59], a miR-96 reguldlja a vérlemezke
szekrécio szabalyozasaban kozremiikod6 VAMP-8 protein expressziot [105], vagy a
miR-15a modulalja a GPVI altal kozvetitett allbB3 integrin aktivaciot és az a-granulum
szekréciot az MK-ban [61]. Ugyanakkor szamos vérlemezke fehérje/receptor

expresszidja esetében még nem ismert a miRNS-ek finomszabalyozo szerepe.

A disszertacid alapjat képezd elsé vizsgéalatsorozatunkban ezért szeptikus
betegektdl izoldltunk nagy tisztasagl, fehérvérsejt-depletalt thrombocyta mintakat, és
elsd 1épésként a miRNS-profilt analizaltuk. El6szor hdrom szeptikus beteg és 3 kontroll
személy random moédon kivalasztott vérlemezke mintdjaban hataroztuk meg a miRNS
expressziokat TagMan OpenArray modszer segitségével. Az egészséges személyekhez
viszonyitva 121 miRNS csokkent, mig 61 fokozott mértékben expresszalddott a szeptikus
vérlemezkékben. A szeptikus csoportban a fokozott thrombocyta aktivacio hatterében
detektaltuk a fokozott SELP (P-szelektin) génexpresszidjat szabalyozo miR-26b csokkent
expressziojat, mint ahogyan korabban diabeteses vérlemezke és hyperglikémids MK
sejtkultiraban tettiik [60]. A miR-26b expresszidja raadasul jelentdsen alacsonyabb volt
azoknal a betegeknél, akiknél szeptikus sokk alakult ki, illetve szepszisben elhaldlozott.
Ezért ez a thrombocyta miRNS egy érzékeny 0 biomarkernek tlinik a szepszishez tarsuld
thrombocyta reaktivitas elérejelzésében gy, mint a thrombocyta miR-223 és miR-146a
koronériabetegségben vagy diabetesben [106, 107]. Ezen tilmenden a periférids vérsejtek
mMiR-199b szintje jol korrelalt a szepszis sulyossagaval, mig az exoszomalis miR-125b,
valamint a plazma miR-150 el6re jelezte a szepszis progressziojat [64, 108].

A szeptikus vérlemezkék a magas felszini P-szelektin pozitivitds mellett
szignifikdnsan megnovekedett SELP mRNS expressziot is mutattak a kontrollokhoz
képest megemelkedett IL1B expresszio mellett, amely utobbit kordbban szeptikus
vérlemezkékben leirtak [68]. Fontos kiemelni, hogy amikor a thrombocytak méretét és
reaktivitasat kifejezo MPV értékek [109] alapjan tovabb elemeztiik a SELP expressziot a
betegek vérlemezke mintdiban, magasabb SELP mRNS szintet talaltunk azoknal, akiknél

64



a vérlemezkék nagy MPV értéket mutattak (> 11,1 fL). A nagyobb vérlemezkék altalaban
tobb szekrécids granulumot és tobb RNS-t is tartalmaznak, ezaltal valoban reaktivabba
valhatnak, mint a kisebb thrombocytak [110]. Bar ezeknél a betegeknél a SELP
expresszio nem korrelalt szignifikansan a szepszis kimenetelével, a megnovekedett MPV
értékek elore jelezték a betegség prognozisat [111]. A fehérje expresszio valtozasat jelzo,
megnovekedett SELP mRNS szint mellett magasabb P-szelektin fehérjetartalmat
detektaltunk a szepszises thrombocyta lizdtumokban, ami a MK-k és a vérlemezkék
megvaltozott miRNS és mRNS expresszidjanak a kovetkezménye. Egy allatkisérletes
tanulményban az egér vérlemezkék peritonealis szepszisben 48 o6ran at fokozott P-
szelektin pozitivitast mutattak [112]. Két korabbi vizsgalat soran, amikor az egereket 1
hétig alacsony szubletalis LPS dozisnak tették ki, az ex vivo thrombocytak az id6
elorehaladtaval fokozatosan aktivalodtak, ami nemcsak emelkedd felszini P-szelektin
pozitivitassal, de nagyobb aggregacios hajlamot jelentett, és mindezt az LPS MK-ra
tulajdonitottak [102, 103]. Az aktivalt thrombocytak felszinén a fokozott P-szelektin
expresszid nagymértékben részt vesz a heterotipusos aggregatumok kialakulasaban, ami
mikrovaszkularis trombozishoz vezethet [12]. A thrombocyta P-szelektin blokkolasa a
CD11b receptor egyideji gatlasaval a neutrophileken hatékonyan gatolta a thrombocyta-
neutrophil kdlcsonhatisokat szeptikus sokkban [113]. Osszeségében a vérlemezkékben
indukaldédo SELP génexpresszid hozzajarulhat a sejt-sejt interakciok nagyobb mértéki
kialakulasahoz, és ezaltal a P-szelektin receptor 10 terapias célpontot jelenthet

szepszisben [11].

A szepszisnek a vérlemezke funkcidt érinté hatasat szamos vizsgalatban
karakterizaltak mar [11, 21], ugyanakkor csak kevés tanulmany foglalkozott eddig a MK-
t kozvetleniil érintd szepszises folyamatokkal, amely megvaltozott RNS expressziot
eredményez a keringd vérlemezkékben [70, 96]. Ezért részleteiben megvizsgaltuk az LPS
altal kivaltott transzkripcios valtozasokat egy MK modellrendszerben, a MEG-01
sejtekben, mivel a szepszis soran a vérlemezkékben emelkedett ITGA2B mRNS
expressziot figyeltek meg mind a human, mind az egér vérlemezkékben, ami az allb
thrombocyta fehérje de novo szintézisét eredményezte az allbB3 integrin aktivacidjaval
[70]. Ennek érdekében a MEG-01 sejtkulturakat 4 6ran keresztiil LPS-sel stimulaltuk az
MK transzkriptoma elemzésére. Az LPS indukélja az NF-kB utvonalat a MEG-01

crer
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mikroszkoppal vizualizaltunk. RNS szekvenaldssal 1060 szignifikdnsan csokkent és 354
nagyobb mértékben expresszalodo transzkriptet detektaltunk. Ezen eredmények alapjan
a SELP-et az 50 legnagyobb mértékben expresszalodd gén kozott azonositottuk. Ezt
kovetden validaltuk a SELP expresszio valtozasat LPS-stimulalt MEG-01 sejtekben RT-
gPCR-ral, ami szignifikdns emelkedést mutatott. A fenti adatokbol arra
kovetkeztethetiink, hogy a szepszis kialakuldsa soran a csontveld érintettsége okéan
jelentds intracellularis folyamatok és génexpresszids valtozasok kovetkeznek be az MK-
ban [20]. A megvaltozott génexpresszid transzkripcids és transzlacios eseményeket
eredményezhet az MK-thrombocyta tengelyben, ami valtozatos fenotipusu vérlemezkék
termelddéséhez vezethet. Ezt a mechanizmust a fokozott vérlemezke aktivaciora

vonatkozo6an akut koronaria szindromaban is felvetették korabban [109].

Jelen kisérleteinkben az LPS-sel aktivalt MEG-01 sejtekben a miR-26b szint a
normalhoz képest jelentésen alacsonyabb volt, hasonldoan az ex vivo szeptikus
vérlemezkékhez. A 2-es tipusti cukorbetegség ugyantigy a thrombocyta miR-26b
expresszio csokkenésével jart egylitt megemelkedett SELP mRNS expresszidval, ami itt
is magasabb vérlemezke reaktivitdst eredményezett [60]. Ezzel szemben
cardiopulmonalis bypass mitét utan a thrombocyta miR-10b és miR-96 fokozott
expresszioja csokkentette a GPIB és a VAMP8 mRNS expressziojat, valamint az azok
altal kodolt fehérjék szintjét, ami thrombocyta diszfunkciot okozott [114]. A miR-26b-
nek a SELP mRNS expresszidra gyakorolt hatdsat ezen gyulladasos koriilmények kozott
MEG-01 sejtekben megerdsitettiik specifikus miRNS mimic segitségével.

Szepszisben nem voltak korabbi adatok arrdl, hogy a koros Dicerl enzim
aktivitas/szint miként valtoztatja meg az intracellularis miRNS expressziot. Vizsgalataink
soran a Dicerl fehérjeszint csokkenését figyeltiik meg a szeptikus betegek thrombocyta
lizatumaban. Hasonloképpen az LPS-stimuldlt MEG-01 sejtek csokkent Dicerl
expressziot mutattak. A Dicerl enzim milkodésének kozvetlen vizsgalata siRNS-sel
végzett géncsendesitéssel tortént, valamint a calpain 1 és calpain 2 specifikus inhibitorral,
a calpeptinnel. Eredményeink alapjan szepszisben csokkent Dicerl szint alakul ki, ami
csOkkentheti a miR-26b szintet, és ezaltal emelkedik a SELP mRNS expresszié mind a
vérlemezkékben, mind az MK-ban. Ennek megfeleléen az LPS-re vagy TNF-a-ra adott
vélaszként megemelkedett intracellularis Ca®*-koncentracié olyan calpain funkcidhoz

vezet, amely hasitja a Dicerl enzimet, és igy kevesebb érett miRNS termelddik [97].
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Amikor a calpain aktivitasat blokkoltuk, és a Dicer] hasitasat a calpeptin megakadalyozta
a fenti gyulladasos mediatorok barmelyikének jelenlétében, az érett miR-26b szintek
visszarendezOdtek a MEG-01 sejtekben. Ennek megfeleléen a szepszises
vérlemezkékben és a MK-ban jelentdsen csokkenhet a Dicerl aktivitas, jelentsen atirva
a miRNS-ek profiljat. Csokkent Dicerl enzim szintet diabetes mellitusban is kimutattunk,
amikor hyperglikémids kornyezetben a MEG-01 sejteket vizsgéltuk [60]. Jelen
eredményeink alapjan intenziv gyulladasos kornyezetben, szepszisben az MK-ban és a
vérlemezkékben a lecsokkent Dicerl szint alacsony miR-26b expresszidt eredményez
emelkedett SELP expresszioval, ami hozzajarulhat a vérlemezkék még fokozottabb
aktivacios allapotanak kialakuldsdhoz. Gén ontologiai elemzést is végeztiink, mely
alapjan a SELP gén részt vesz a gyulladasos vélaszreakciok kialakitdsdban. A periférids
vérsejtekben kimutatott magas SELP expresszidt kockazati tényezdként irtak le rheumas
iziileti gyulladasban [115], valamint a SELP gén S290N és N562D polimorfizmusat
Osszefliggésbe hoztdk a myocardialis infarktus magasabb kockazataval [116], illetve
nemrégiben a SELP gén Asp603Asn polimorfizmusat hoztdk Osszefiiggésbe stlyos
thrombotikus szovédmények kialakulasaval COVID-19 betegekben [117]. Ugyanakkor
az indukalt SELP expresszid jelentdségét bakterialis szepszisben kordbban még nem

vizsgaltdk sem a vérlemezkék, sem az MK-k miitkodése szempontjabol.

A stimuldlodott thrombocytak aktivalodasat egyrészt a mikropartikulak
lefliz6dése, masrészt — részben ennek részjelenségeként — a vérlemezke miRNS-ek
szekrécioja kiséri a keringésben. A kiszabadult miRNS-ek bejuthatnak a macrophagokba
[118] és az endothelsejtekbe [52], ahol szabalyozzdk a kiilonb6zé gyulladasos
folyamatokat és a sejtadhézidos molekuldk expresszidjat [119]. Korabbi eredmények
alapjan kidertilt, hogy a miR-223 HDL-hez kotott formaban képes in vitro reguldlni az
ICAM-1 expressziot HCAEC sejtekben [54], mig a thrombocyta miR-320b jelentds
parakrin hatast kifejtve az endothelsejteken szintén az ICAM-1 receptor felszinen valo
megjelenését modulalja myocardialis infarktusban [82]. Ezek a korabbi adatok is azt
bizonyitjak, hogy a keringéd miRNS-ek - bejutvan mas sejtekbe - képesek kivaltani az
apoptozist, a sejtproliferaciot, a migraciot €s az inflammatorikus folyamatok lejatszodéasat
az endothelsejtekben [75]. Azonban nem 4llnak rendelkezésre olyan eredmények, hogy a
thrombocyta miR-223 kifejezetten szeptikus koriilmények kozott miként tudja
befolyasolni az endothelium ICAM-1 expresszidjat. Ezért in vitro kisérleteket végeztiink

13 szeptikus beteg és 13 egészséges kontroll személy mintijanak a bevonasaval. A
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vérlemezkék fokozott aktivalodasat ezuttal is a magas felszini P-szelektin expresszioval
igazoltuk, hasonléan a masik szepszises vizsgalatunkhoz [98] és megndvekedett PMP
mennyiséget detektaltunk szepszisben a kontrollokhoz képest. A szolubilis ICAM-1
szintet vizsgalva a szeptikus szérumokban szignifikans emelkedést talaltunk a kontroll
csoporthoz képest, ami az endothelsejtek fokozott aktivaciojat jelzi [77]. Ezt kdvetden a
miR-223  expresszidjat RT-qPCR segitségével vizsgaltuk a bevont Dbetegek
vérlemezkéiben, plazmajaban €s izolalt mikropartikula mintadiban. A miR-223 expresszio
csokkent szintet mutatott a szeptikus thrombocytdkban, mig a keringdé miR-223
expresszid0 mind a szeptikus plazma mintadkban, mind az izoladlt PMP mintdkban
emelkedett volt a kontroll mintdkhoz képest. Feltételeztiik, hogy az alacsonyabb
thrombocyta miR-223 szint masik oka - az el6zéekben bemutatott mechanizmosok
mellett - a miRNS felszabadulésa lehet a plazmaba részben a PMP-ken keresztiil ilyen
sulyos gyulladasos koriilmények kozott. Ezért LDP mintdkat magas TRAP
koncentracioval in vitro stimuldltuk, amely modellezte a szepszisben fokozott
trombinképzddés altal indukalt vérlemezke aktivaciot [120], és a thrombocyta pelletben
¢s feliiliszoban 1s megvizsgaltuk miR-223 expressziét. A TRAP-pal aktivalt
thrombocytakban a miR-223 expresszid szignifikdnsan csokkent a nem kezelt mintahoz
képest, mig a feliiluszoban megemelkedett miR-223 szintet figyeltiink meg a kezelés
utdn. Ennek megfeleléen azt gondoljuk, hogy a thrombocyta aktivalédasakor a
mikropartikuldkban 1évé miRNS atvitele valoban megtorténik a keringésbe. Egy hasonlo
tanulmanyban beszamoltak arr6l, hogy a thrombin altal kivaltott vérlemezke aktivacidkor
keletkezett exoszomak is miR-223-ban gazdagok [91]. Masok vizsgalata szerint a
thrombin aktivacio a cel-miR-39 expresszidjanak jelentds emelkedését okozta a
vérlemezkék feliilluszojaban, ami az intracellularis cel-miR-39 tartalom kikeriilését
jelentette [82]. Mivel az endothelium a keringd mikrovezikula tartalom fontos célpontja
a sziv- ¢és érrendszeri megbetegedésekben, valamint a gyulladdsos korképekben [75],
ezért mi 1s megvizsgaltuk ¢és detektaltuk a miRNS-ek thrombocyta eredetll
mikropartikuldkon keresztiili bejutasat az endothelsejtekbe. A HCAEC sejteket egyiitt
tenyésztettiik szepszises, illetve kontroll egyének mintdibdl izolalt mikropartikuldkkal.
Azt tapasztaluk, hogy 24 ora elteltével nagyobb mértékii volt a szepszises PMP-k
felvétele az endothelsejtekbe, mint a kontroll PMP-k esetében. Korabbi tanulmanyok
dokumentéltdk a normal PMP-k és exoszomak internalizaciojat a HUVEC sejtekbe [52,

91]. Jelen tanulmanyunkban a szepszis eredeti PMP-k fokozott internalizacidjarol
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szamoltunk be az endotheliumba, amely 4°C-on gatolhat6 volt. Ezt az inhibiciot korabban
mas kutatok is alkalmaztak, ahol a cél az endocitézis megakadalyozasa volt [92, 93].
Ezutan megfigyeltiik a szepszises PMP-k hatdsat az endothelsejtek miikodésére
»szekretalt” miRNS-ek révén. A HCAEC sejteket el6kezeltiik szepszises PMP-vel,
amelyek megnovekedett miR-223 expressziot mutattak, mig az ICAM1 mRNS
expresszid csokkent. Ezzel parhuzamosan a TNF-a-val eldkezelt HCAEC sejteket
inkubaltuk in vitro TRAP stimulacioval ,,el6allitott” PMP-vel. Maga a TNF-a el6kezelés
csokkentette a miR-223 expresszidjat és emelte az ICAM1 mRNS szintet a kontroll
mintdhoz képest, mig a TRAP-aktivalt PMP-k jelenlétében a magasabb miR-223-at
csokkent ICAM1 expresszidval detektaltuk. Az endothelsejtek feliiliszojaban a szolubilis
ICAM-1 protein mennyiségét a TNF-a ndvelte, mig a TNF-a és PMP-k egyiittes kezelése
24 ora elteltével szignifikansan csokkent fehérje koncentraciot eredményezett. Ezen kiviil
a jégen (4°C-on) tartott HCAEC sejtekben a miRNS-expresszio nem valtozott, mig 37°C-
on a miR-223 szint emelkedett volt a PMP-k nélkiili kontroll endothelsejt mintakhoz
képest. Ezek az eredmények egyiittesen meger6sitik, hogy a miR-223-at hordozé PMP-k
endocitdzisa egyértelmiien noveli a miRNS expressziojat az endothelsejtekben. Ezen
kiviil a PMP-k altal atjutott miR-223 képes a gyulladdsos koriilmények miatt indukalt

ICAM-1 receptor expresszidjat csokkenteni az endothelsejtekben.

Mivel a mikrovezikuldk legnagyobb része a thrombocytakbol szarmazik, a
keringd miRNS-ek egy jelent6s hanyada az aktivalt vérlemezkékbdl mas sejttipusokba
keriil és befolyasolja azok génexpressziojat [121]. Koradbbi eredmények alapjan a
thrombocyta eredetli miR-223 szabélyozza az EFNAL ¢s FBXW?7 gén expressziojat is
MRNS szinten HUVEC sejtekben [52]. Szintén kiemelendd, hogy az ICAM-1 expressziot
nemcsak a miR-223 szabalyozza, hanem mas miRNS-ek, példaul a miR-141 is. A miR-
141 csokkentette az ICAM-1 expresszidjat a szivizom ischaemia-reperfiizios sériilésének
kivédése érdekében [83]. Masrészt a miR-223 mas receptorok, igy pl. az inzulinszerii
novekedési faktor 1 receptoranak expresszidjat is szabalyozza a vaszkularis

simaizomsejteken [122].

A miRNS expresszidjanak molekularis mechanizmusénak tovabbi tisztdzasa
érdekében ezekben a kisérletekben is vizsgaltuk, hogy torténik-e fokozott miRNS
transzkripcid, illetve a Dicerl enzim esetleges fokozott aktivitdsa/szintje hozzajarul-e a

szepszises PMP-vel kezelt HCAEC sejtek fokozott miR-223 expresszidjahoz. Ennek
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érdekében az elébbi célbol megmértik az érett miR-223 mellett a pre-miR-223
expresszidjat is a TRAP-stimulalt PMP-k jelenlétében és hidnyaban. Az utobbi okbol
pedig a HCAEC sejtekbe Dicerl siRNS-t transzfektaltunk a PMP-k hozzaadasa el6tt. Azt
tapasztaltuk, hogy az érett miR-223 jelentésen emelkedett, mig a pre-miR-223 szint nem
valtozott a PMP-k jelenlétében, és a DICER1 gén csendesitése utan is az érett miR-223
szint még mindig jelentdsen emelkedett volt a PMP-k jelenlétében a HCAEC sejtekben.
Osszességében tehat a megndvekedett miR-223 szint a PMP-k altal szallitott miRNS
kovetkezménye volt, ami arra is utal, hogy sem a transzkripcio, sem az indukalt Dicerl
enzim szint nem jarult hozza ezen gyulladasos koriilmények kozott tartott endothelsejtek

megvaltozott miR-223 expresszidjahoz.
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25. abra A felallitott sejtmodell legfontosabb eredményeinek Gsszefoglaldsa arrol, hogy
miként csokkentheti a PMP-k altal szallitott miR-223 az endothelsejt ICAM-1 expressziojat
silyos gyulladdsos koriilmények kozott. A szeptikus milieu indukalja az ICAM-1 receptor
expressziojat mar a szepszis korai fazisaban (bal oldal). A betegség elorehaladtaval a fokozottan
képz6dd thrombin vérlemezke aktivacidhoz és nagymennyiségii PMP termelddéshez vezet, mely
a miRNS tartalom transzferét okozza. A miRNS-t tartalmazo PMP-ket az endothelium felveszi,
egyfajta védekezd/kompenzatorikus folyamat lehet a talzott vaszkularis gyulladas
megakadalyozasa érdekében (jobb oldal). A vastag nyilak jelolik a fobb utvonalakat, melyek
befolyasoljak az ICAM-1 expressziot. Roviditések: ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1,
Thr: thrombin, TNF-a: tumor necrosis factor alpha, PMP: platelet microparticle, RISC: RNA-
induced silencing complex.

Végiil a miR-223 leukocyta-endothelsejt interakciora gyakorolt funkcionalis

hatdsanak megértése ¢€rdekében végeztiink kisérletet, amely sordn arra voltunk
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kivancsiak, hogy a szepszises PMP-k a miR-223 bejuttatasaval csokkentik-e valamilyen
kotott izolalt PBMC-k mennyisége 30%-kal csokkent, amikor elokezelésként szepszisbdl
szarmaz6o PMP-ket adtunk a HCAEC sejtekhez. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PMP-
k altal a miR-223-on keresztiil mérsékelt ICAM-1 receptor expresszid a leukocytdknak
az endotheliumhoz valé kisebb mértéki kotddését eredményezik (25. abra). Mivel tobb
mas receptor is részt vesz a leukocyta-endothelsejt interakcidoban [78], ennél nagyobb
mértékli csokkenésre nem szadmitottunk. A 25. abra bemutatja a fenti eredményeink
alapjan kialakitott modelliinket arrél, hogy miként csokkentheti a PMP-k altal szallitott
miR-223 az endothelialis ICAM-1 expressziot sulyos gyulladasos koriilmények kozott.
A disszertacid alapjat képezd két szepszises vizsgalatsorozat eredményeinek
Osszesitésébdl azt gondoljuk, hogy a szepszis sordn felszabaduld bakteridlis medidtorok
(pl. LPS) nemcsak a vérlemezkéket stimulaljak a keringésben, ami fokozott thrombocyta
aktivaciohoz és akar thrombusképzddéshez vezethet, hanem az LPS a keringés utjan
bejuthat a csontveldbe, ahol az MK sejteket direkt modon tudja aktivalni, és ez
prothrombotikus 1) vérlemezkék termelddéséhez vezet. Ezek a nagyobb méretii
thrombocytdk mar eleve ,eldaktivalt” allapotban vannak. Megvaltozott RNS
expresszioval (pl. csokkent miR-223-, miR-26b-szint stb.) birnak, melynek révén a
prokoagulans fehérjék, pl. P-szelektin termelddése is fokozodhat és konnyebben tudnak
okozni thrombotikus komplikacidkat. Ezzel parhuzamosan az aktivalodott vérlemezkék
tobbek kozott mikropartikuldkat szekretdlnak, melyekbe a miRNS tartalmuk is
bepakolodik, ami eljut a keringésen keresztiil mas sejtekhez, pl. az endothelsejtekhez
megvaltoztatva azok miikodését, fehérje expressziojat. Tehat szepszisben a megvaltozott
thrombocyta MIRNS expressziok kialakitasaban mindkét mechanizmus egyszerre
résztvehet. Ugyanakkor érdekes adat az is, hogy az aktivalodott vérlemezke funkcid
kovetkezménye nemcsak a koros alvadasi zavarok bekovetkezte, hanem a tulzott
mértéki, akar elhuzodd endothelsejt aktivacid/karosodds kompenzacidja is (26. abra).

Ezeken komplex folyamatok részleteinek a vizsgélatara tovabbi kutatasok sziikségesek.
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26. abra A thrombocytak aktivacidjanak és funkcionalis miRNS-einek ,,kettds élete” siilyos
gyulladasos koriilmények kozott. Szepszis soran az LPS nemcsak a vérlemezkéket stimulalja a
keringésben, hanem a keringés utjan bejuthat a csontvelébe, ahol a MK sejteket direkt mdodon
tudja aktivalni, és ez prothrombotikus 0 vérlemezkék termelddéséhez vezet. Ezek a nagyobb
méretli thrombocytak megvaltozott RNS expresszioval (pl. csokkent miR-223-, miR-26b-szint
stb.) birnak, melynek révén pl. a P-szelektin (SELP) termelddése is fokozodhat. Ezzel
parhuzamosan az aktivalodott vérlemezkék mikropartikulakat szekretalnak, melyekbe a miRNS
tartalmuk is bepakolddik, amely eljut az endothelsejtekhez megvaltoztatva azok miikodését,
ICAM-1 expressziojat. Kiemelendd, hogy az aktivalodott vérlemezke funkcio kdvetkezménye
nemcsak a koros alvadasi zavarok, hanem az endothelsejt aktivacid/karosodas kompenzacioja is.
A nyilak jelolik a fébb utvonalakat. Roviditések: ICAM-1: intercellular adhesion molecule-1,
SELP: P-szelektin gén, LPS: lipopoliszacharid.
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7. Osszefoglalas

A szepszis egy fertdzés kovetkeztében kialakulo sulyos szisztémas valaszreakcio,
melynek soran gyulladasos citokinek szabadulnak fel. Ennek hatasara karosodhatnak az
endothelsejtek, ami fokozott fehérvérsejt és thrombocyta aktivaciot idézhet eld, és ez akar
thrombotikus komplikaciokhoz is vezethet. Az aktivaldodott vérlemezkék nemcsak
prothrombotikus folyamatokban vesznek részt, hanem a mikropartikulak és szamos
biologiailag aktiv mediator kibocsatasaval kozvetleniil befolyasoljak mas sejtek
funkcigjat. A miRNS-eknek fontos szereplik van a sejtek miikodéséhez sziikséges gének
expresszidjanak szabalyozasaban, igy szamos patofiziologiai folyamat kialakitasaban is
részt vesznek. Szepszis sordn a megakaryocytdk is érintettek lehetnek, mely
kovetkeztében mar eleve megvaltozott funkciojo és RNS tartalmi vérlemezkék
keletkezhetnek. Munkank célja a megakaryocyta-thrombocyta eredeti miRNS-ek ¢és

MRNS-ek vizsgalata volt szeptikus koriilmények kozott.

A szepszis eredetli thrombocytak jelentds mértékben megvaltozott miRNS profilt
mutattak. A csokkent thrombocyta miR-26b korreldlt a szepszis stlyossdgaval és
mortalitassal, igy hasznos biomarker lehet a fokozott vérlemezke aktivalodasi allapot
jelzésére szepszisben. A csokkent miR-26b expresszio hatterében a Dicerl enzim
csokkent mitkddése all. A szeptikus vérlemezkék a magas felszini P-szelektin pozitivas
mellett jelentdsen emelkedett SELP ¢és ILIB mRNS expressziot is mutattak a
kontrollokhoz képest. Az LPS-sel stimulalt MEG-01 sejtekben markéans génexpresszio
valtozast tapasztaltunk, és a szepszises vérlemezkékhez hasonloan alacsonyabb miR-26b
¢s magasabb SELP expressziot detektaltunk a nem kezelt sejtekhez képest. A miR-26b és
a SELP kapcsolatat ezen gyulladasos koriilmények kozott MEG-01 sejtekben igazoltuk
specifikus miRNS mimic segitségével. Az aktivalodott thrombocytakbol megndvekedett
mennyiségben termelddott mikropatikulat detektaltunk szepszisben a kontrollokhoz
képest. A szeptikus thrombocytakban a csokkent miR-223 expresszid mellett emelkedett

keringd miR-223 szint volt a szeptikus plazma mintdkban és a mikropartikulakban.

Detektaltuk a thrombocyta miRNS-ek mikropartikulakon keresztiili bejutasat az
endothelsejtekbe. Nagyobb mértékli volt a szepszises mikropartikulak felvétele az
endothelsejtekbe a kontrollokhoz képest, €s az endothelsejtekben a mikropartikulék éltal
megndtt miR-223 szint csokkentette a gyulladas indukalta ICAM-1 expressziot.
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8. Summary

Sepsis is a severe systemic response to an infection, when a large amount of
inflammatory cytokines is released. This can cause the damage of endothelial cells
leading to increased leukocyte and platelet activation and even thrombotic complications.
Activated platelets are not only involved in prothrombotic processes, but also directly
influence the function of other cells via releasing microparticles and a number of
biologically active mediators. MicroRNAs (miRNA) play an important role in the
regulation of gene expression in connection with cellular functions and the development
of many pathophysiological processes. In sepsis, megakaryocytes may also be affected
resulting in new platelets with already altered function and RNA content. The aim of our
study was to investigate miRNAs of megakaryocyte/platelet origin under septic
conditions.

Sepsis-derived platelets demonstrated a markedly altered miRNA profile. We
detected decreased platelet miR-26b in platelets and megakaryocytes. The level of miR-
26b correlated with sepsis severity and mortality, thus this miRNA can be used as a
biomarker of increased platelet activation in sepsis. Decreased miR-26b expression is due
to reduced level of Dicerl enzyme. In addition to high surface P-selectin positivity, septic
platelets also showed significantly elevated SELP and IL1B mRNA expression compared
to control samples. LPS-stimulated MEG-01 megakaryocytes showed substantially
changed gene expression and similar to sepsis platelets, lower miR-26b and higher SELP
expression were detected in compared to untreated cells. The relationship between miR-
26b and SELP gene under these inflammatory conditions was verified in MEG-01 cells
using specific microRNA mimic. We detected increased level of micropaticles released
from activated platelets in sepsis compared to controls. In sepsis, in addition to decreased
platelet miR-223 expression, there were elevated circulating miR-223 levels in plasma
samples and within platelet microparticles.

Finally, internalization of platelet miRNAs was detected into endothelial cells via
platelet microparticles. There was a higher uptake of sepsis microparticles into
endothelial cells compared to controls, and increased miR-223 levels by microparticles

decreased the inflammation induced ICAM-1 expression in endothelial cells.
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9. Az értekezés uj tudomanyos eredményei, a jelolt sajat megallapitasai

1. A szepszis eredetli thrombocytdkban jelentdsen megvaltozott miRNS profil
detektalhatd, melyek koziil a miR-26b jelentdsen alacsonyabb expressziot mutatott.

2. Az LPS-sel kezelt MEG-01 megakaryocytakban a csokkent miR-26b expresszid
mellett markans génexpresszio valtozas is kimutathato in vitro szeptikus koriilmények
kozott.

3. A csokkent miR-26b expresszio megnovekedett SELP mRNS ¢és P-szelektin
expresszioval jar egyiitt mind a thrombocytakban, mind a megakaryocytakban, melyet a
MEG-01 sejtekben specifikus miRNS mimic hasznélataval erdsitettiik meg.

4. A gén ontolodgiai vizsgélat igazolta, hogy a SELP gén fontos szerepet jatszik a
gyulladésos valaszreakciok kialakitdsaban.

5. Az alacsonyabb vérlemezke miR-223 mellett a keringdé miR-223 szintje
jelentésen emelkedik a szepszises plazmaban ¢€s a thrombocyta eredetli
mikropartikuldkban.

6. A vérlemezke mikropartikuldk altal szallitott miR-223 képes jelentdsen
csokkenteni a gyulladas indukalta ICAM-1 expressziot az endothelsejtek felszinén, amely

kisebb fehérvérsejt adhéziot eredményez.
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