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Bevezetés és irodalmi attekintés

A szepszis vagy régies nevén vérmérgezes egy nagyon sulyos klinikai korkép,
amelynek soran a fertézés hatasara egy kontrollalatlan szisztémas reakcid 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 lehet0ségek ¢és terapias beavatkozasok ellenére, ezért a korai
felismerésnek €s a hatékony gyogyszeres beavatkozasnak nagy népegészségiigyi
jelentésége van. A szepszis kialakulasdban az extrém gyulladds, az abnormalis
immunologiai folyamatok és kiilonboz6 sejtek aktivacioja jatszanak donté szerepet.
Ebben az inflammatorikus kornyezetben gyakran jelentés mértékii vérlemezke- és
endothelsejt-aktivacio, illetve karosodas kovetkezik be, és mindez révid idén beliil
sokszervi elégtelenséghez, illetve a beteg korai haldlozasahoz vezethet.

Az aktivalodott vérlemezkék prothrombotikus allapotanak kialakitasdhoz
nemcsak a korokozd ¢és a gyulladasos medidtorok 4ltal kozvetleniil indukalt
thrombocyta aktivacid jarul hozza, hanem a csontvelében a megakaryocytdk is ki
vannak téve ezen stimulusoknak, ami megvaltozott fenotipusu ¢és funkcidju
vérlemezkék termelddéséhez vezet. Mindebben a megakaryocyta-eredetii fehérjéknek,
enzimeknek, valamint RNS molekuldknak, koztik a nem kodolé mikroRNS-eknek
(miRNS) is nagy szerepe van, melyek képesek befolyasolni a thrombocytak
fehérje/receptor expresszidjat, igy hozzajarulva az ,.eldaktivalt” cellularis allapothoz.
Ugyanakkor a  stimuldlt vérlemezkék nagy mennyiségben  szekretalnak
mikropartikulakat a keringésbe, ami a thrombocyta miRNS-ek szallitasat is lehet6vé
teszi a véraramon keresztiil. A keringd vérlemezke- mikropartikuldk internalizécioja
révén ezen miRNS-ek tobbek ko6zott az endothelsejtek génexpressziojat és mikdodését is
modulalhatjak. Ezek a folyamatok tehat hozzajarulhatnak a szepszis miatt bekdvetkezd
tulzott mértéki és akar tartdosan fennallé endothelsejt aktivacid visszaszoritasaban mint
kompenzatorikus valaszreakcio.

A disszertacioban a sulyos gyulladdsos kornyezetben a megakaryocyta-
thrombocyta tengelyben bekovetkezd szamos RNS-expresszid-valtozasok koziil a miR-
26b-SELP interakcié mechanizmusat és szerepét, illetve a vérlemezke miR-223-nak az

endothelidlis ICAM-1 receptor expressziot modulalo hatasat vizsgaltuk. Célunk az volt,



hogy ezen finomszabalyozé folyamatokrol minél tobb informaci6 4alljon a
rendelkezésiinkre a szepszis komplex korfolyamatainak jobb megismerése és megértése

érdekében.

A vérlemezkék aktivalodasa és annak szerepe szepszisben

A szepszis egy ¢letet veszélyeztetd klinikai allapot, amely a szervezet fertézés
altal kivaltott kontrollalatlan szisztémas valaszreakcidja eredményeként alakul ki. A
szepszistol megkiilonboztetjlik a szeptikus sokkot, amely még stilyosabb metabolikus és
cellularis rendellenességekkel jar egylitt. A szepszis patofiziologiai alapjat a tulzott
mértékli gyulladas és az ezzel Osszefiiggd sejtaktivaciok, illetve az abnormalis
immunoldgiai folyamatok jelentik. Az eldbbi eltérés tobbek kozott a koagulacios
kaszkad indukéldsahoz és az ezt kivédd ellenregulaciés mechanizmusok, valamint a
fibrinolizis gatlasdhoz vezethet, ami sulyos komorbiditdsba, Un. disszeminalt
intravaszkularis koagulopathiaba (DIC) torkollhat. Ebben a hyperinflammatorikus
kornyezetben Ohatatlanul jelentés mértékli endothelsejt kéarosodds és vérlemezke-
aktivacio kovetkezik be, amit tovabb fokozhat a thrombocytak pathogénnel vald
interakcidja. A szepszishez gyakran tarsuld alacsony thrombocytaszam és abnormalis
vérlemezke-funkcid6 pedig tovabb ronthatja a betegség kimenetelét. A fentiek
eredményeképpen akar rovid idon beliill bekovetkezd sokszervi elégtelenség a beteg
korai haldlozasadhoz vezethet.

A thrombocytdk aktivalédasa kozponti szerepet jatszik a kiilonboz6 szepszis
indukalta cellularis folyamatok parhuzamos lejatszodasaban. A reaktiv vérlemezkék
ugyanis Osszehangoljak a hemosztatikus, a proinflammatorikus, a pathogén elleni
immunoldgiai és a szoveti helyredllitdo (,,repair”) folyamatokat. Maguk az aktivalt
vérlemezkék ¢és az altaluk kibocsatott medidtorok nemcsak a vérzés mieldbbi
elallitasaban vesznek részt, hanem direkt, illetve indirekt modon a fert6zés
elimindldsaban ¢s az immunsejtek funkcidjanak kialakuldsdban is, s6t a késdbbi
fazisban a szoveti ,remodeling”-ben. A reaktiv vérlemezkékbdl emellett kiilonbdzd
méretli vezikuldk, igy pl. mikropartikuldk fizddnek le, amelyek tobbféle thrombocyta
funkciot képesek kozvetiteni.

Mindezek ellenére a szepszises thrombocyta funkcidra vonatkozoan némileg
ellentmondasos adatokat publikaltak. Egyrészt a vérlemezkék fokozott felszini P-

szelektin receptor (CD62P) expressziot mutattak, ami a szolubilis P-szelektin magas
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plazmaszintjéhez vezetett. Ezen eredmények a thrombocytdk emelkedett aktivaltsagi
allapotat jelezték, amit magas trombospondin szinttel, illetve egy thrombocyta funkcios
teszttel (VerifyNow assay) emelkedettnek talalt thrombocyta reaktivitasi index értékkel
is alatdmasztottak mar a betegség korai szakaszaban. Ezzel szemben masok hiporeaktiv
thrombocytakrol szamoltak be szepszisben csokkent ex vivo aggregacios képességgel,
ami a vérlemezke aktivacio idobeni ,kimeriilését” jelezheti. A szepszis elsd fazisaban
tehat a vérlemezkék fokozott aktivacios allapota nem kérdéses, 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. A fentiekben emlitett megvaltozott thrombocyta funkcids eredmények
hatterében - a betegség kiilonbozd fazisdban 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 keringé vérlemezkéken
csak nagyon kis mennyiségben van jelen, ugyanakkor stimuldcié hatdsara perceken
beliil jelentds mértékben expresszalodik a sejtfelszinre és igy részt vesz az un.
heterotipikus (pl. thrombocyta-leukocyta) aggregatumok képzddésében. A kiilonb6zo
fehérvérsejt alakokkal kialakitott sejt-sejt interakciok tovabb segitik szepszisben a
proinflammatorikus és protrombotikus folyamatok lejatszodasat. A vérlemezkék
fokozott P-szelektin expresszidja magasabb haldlozasi kockazattal jart kiilonosen
idosebb szeptikus betegek esetén, raadasul a szolubilis P-szelektin emelkedett
koncentracioja szoros Osszefliggést mutatott a szepszishez tarsult véralvadasi
rendellenességek gyakorisagaval és a korkép sulyossagaval. A fentiek alapjan a
vérlemezke P-szelektin expresszidjanak valtozasa jelent0s hatassal bir a szeptikus
korfolyamatok lejatszodasaban.

Szepszisben a korokozok invazidjara els6 vonalban a velesziiletett
immunrendszer sejtjei, igy a monocytdk/macrophagok, a granulocytak és a természetes
0losejtek (NK-sejtek) reagalnak, de a velesziiletett immunrendszer részét képezik a
vaszkularis endothelsejtek is. Ezeknek a sejteknek a felszinén un. mintazatfelismerd
receptorok (Toll-szerli receptorok, TLR) expresszalodnak. Ezekhez kotédnek a

korokozok kiilonboz6 komponensei (pathogen-associated molecular pattern, PAMP),



valamint az elhalt sejtekbél felszabadulé molekulak (damage-associated molecular
pattern, DAMP), ¢és ezen interakciok a TLR-eken keresztiil intracellularis
szignalitvonalak aktivalodasahoz vezetnek. Szamos TLR receptor, pl. a TLR4 a
vérlemezkéken, sOt azok anyasejtjein, a megakaryocytakon (MK) is expresszalodik és
funkcional is. A vérlemezkék TLR4-dependens aktivalédasa, az érfalhoz vald
kitapadéasa ¢és igy a keringésbdl vald kikeriilése akar sulyos thrombocytopenidhoz
vezethet, amihez az aktivalt vérlemezkék neutrophilek altali szekvesztralodasa is
hozzajarul. Egy Gram-pozitiv bakteridlis fert6zés a TLR2-n keresztiil is képes
modulalni nemcsak a vérlemezke aktivaciot, hanem a thrombopoézist és a MK-¢érést is.
Ezen adatok is azt igazoljak, hogy a vérlemezkék és az MK-K is aktivan részt vesznek a
szepszishez  tarsuld  gyulladasos  folyamatok  kialakitasaban  és  annak

kovetkezményeiben.

A mIRNS-ek biologiai jelentosége, keletkezése és miikodése

A miRNS-ek erdsen konzervalt, kb. 20-25 nukleotid hosszisagu, egyszalu nem
kodolo RNS molekuldk, melyek fontos szerepet jatszanak a sejtek megfeleld
mikodéséhez sziikséges gének milkodésének szabalyozasaban. A  miRNS-eken
keresztiil megvaldsuld génszabalyozas egy komplex folyamat, mivel egy miRNS akéar
tobb tucat cél messenger vagy hirvivé RNS (mRNS) miikodését befolyasolhatja,
masrészt egy mRNS-t akar tobb miRNS is szabalyozhat. A miRNS-ek az emberi
fehérjéket kodoldo gének kb. 60 %-at regulaljak a cél mRNS és fehérje szintek
csokkentése révén €s részt vesznek olyan alapvetd cellularis folyamatokban, mint
sejtproliferacid, differencialodas, illetve apoptdzis, de befolyadsoljak az dssejtképzodést
¢s az izomsejt-differenciacio folyamatat is.

A miRNS-ek biogenezise soran elsé 1épésben az elsddleges (primer) miRNS-ek
(pri-miRNS) keriilnek atirasra az RNS-polimeraz II aktivitasa révén a sejtmagban . Ezt
koveten a pri-miRNS-ekbdl az RNaz Ill-as tipusti Drosha endonukleaz aktivitasanak
koszonhetdéen 70 bp-os hajtliszerkezetii miRNS-prekurzor (pre-miRNS-ek) alakul ki.
Ezt a reakciot a DGCRS (DiGeorge syndrome critical/chromosomal region 8) komplex
katalizalja. A pre-miRNS-ek a Ran-GTP-fiiggé Exportin-5 transzporter fehérjéhez
kotddnek, amelynek segitségével a pre-miRNS-ek a sejtmagbol a citoplazmaba
kertilnek. Itt zajlik a miRNS-ek masodik érési folyamata. Az Ill-as tipusa RNz Dicerl

endonukleaz enzim a TRBP (transactivation-responsive RNA-binding protein) kofaktor



jelenlétében lehasitja a hajtliszerkezetet. Ennek a 1épésnek az eredményeként érett
miRNS duplexek jonnek létre, amelyek kb. 22 nukleotid hosszsaguak. Ezek koziil a
vezetd szal beépiil az an. 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.

A miRNS-ek a génexpressziora kifejtett gatlo hatasukat oly modon 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) részéhez kotddik. A génexpresszid szabalyozasa ezt kovetden
tobbféle mddon torténhet. A cél mRNS sorsa a seed région kiviili komplementaritastol
¢s a RISC komplexben taldlhaté Ago2 fehérje aktivitasatol fiigg. Amennyiben a miRNS
¢és a c¢l mRNS kozotti bazisparosodas tokéletesen komplementer és a miRISC komplex
tartalmazza az endonukledz aktivitassal bird Ago2-t, az mRNS szekvenciafiiggden
hasitodik 1gy, mint pl. a ndvényekben. Ezzel szemben a nem tokéletes

komplementaritds, ahogy altaldban az allatvilagban és az emberben is jelen van, a

crer

Az extracellularis miRNS-ek funkcidja

A miRNS-ek jelenlétét szamos testnedvben azonositottdk, mint példaul
szérumban, plazmaban, vizeletben, liquorban, nyéalban, konnyben, anyatejben és a
magzatvizben. Kimutattak, hogy egyes miRNS-ek funkcionalis szerepet jatszanak a
kornyezd szovetekben 1évd sejtek miitkodésének befolyasolasaban, valamint a
testfolyadékokban keringd miRNS-ek alkalmas biomarkereknek bizonyultak kiilonféle
betegségek, igy a szepszis diagnosztizalasara és monitorozasara. A MIRNS-ek
tobbféleképpen is kijuthatnak az anyasejtekbdl a kdrnyezetiikbe és stabilak maradnak a
keringésben. A kiilonboz6 sejttipusokbdl aktiv transzport révén exoszomakba és
apoptotikus testekbe, a vérlemezkék esetén foként mikropartikuldkba csomagolodva
szallitodnak. A miRNS-ek egyik sejtbél a masikba torténd szallitasa torténhet RNS-kotd
fehérjékhez, pl. Ago2-héz vagy HDL-hez (high density lipoprotein) kétotten is. Ezen
transzportmechanizmusok révén a miRNS-ek eljuthatnak és bekeriilhetnek a kornyezd

vagy akar tavoli sejtekbe €s megvaltoztathatjak azok miikodését.



A vérlemezke miRNS-ek jelentosége

A keringd vérlemezkék — bar sejtmaggal nem rendelkeznek — mégis
nagyszamban hordoznak miRNS-t, mMRNS-t, tovabba a miRNS-ek érésében szerepet
jatszo fehérjéket (pl. Dicerl), illetve a fehérjetranszlaciohoz nélkiilozhetetlen egyéb
komponenseket (pl. riboszomak, enzimek), amelyek az MK-bdl keriilnek a képz6dd
vérlemezkékbe a csontveldben. Landry P €s munkatérsai 2009-ben szamoltak be eldszor
a thrombocyta miRNS-ek 1étezésérél, és a miR-223-at irtak le az egyik legmagasabb
expresszios szintet mutatd vérlemezke miRNS-nek. Mara tobb, mint 500 miRNS-t
azonositottak a vérlemezkékben, melyek koziil a let-7 csalad adja a teljes miRNS
allomany kb. felét. Azdota a miR-223 az egyik legszélesebb korben vizsgalt miRNS-¢
valt, mivel megvaltozott szintje - sok mas kozott - hozzajarul a sziv- és érrendszeri
betegségekben az endothelium-diszfunkcid és az endothelsejt apoptozis kialakulasahoz
Is. Predikciés programok (pl. www.targetscan.org) szerint a szekvencia

komplementaritas alapjan a miR-223 egyik célgénje az ICAM1, ezaltal képes modulalni

crer

Thrombocyta eredetii mikropartikulak szepszisben

A vérlemezkék felszinérol - aktivalodasuk hatasara - eltéré méretii vezikulak,
igy kisméretli exoszomak (< 100 nm 4tmérd), valamint nagyobb méretli mikropartikulak
(PMP) és apoptotikus testek (100 nm -1000 nm) valnak le. Erdekesség, hogy a
szekretalt mikrovezikuldk mennyisége €s tartalma nagyban fligg a thrombocytat ért
stimulus milyenségétdl. Ezek a ,,sejtdarabkdk™ szdmos MK-eredetii citoplazmatikus
fehérjén, illetve a membranra még nem expresszalddott receptoron tul funkcionalis
miRNS-eket is hordoznak. Egyfajta vektorként szerepet jatszhatnak a sejtek kozotti
kommunikécidban, akar egy masik sejt mRNS funkciojanak a szabalyozasaban, tovabba
kiilonbozd betegségek, igy kardiovaszkularis és szeptikus korképek kialakuldsdban.
Ezért a mikropartikula miRNS-ek - parakrin hatasuk miatt - fontos terapias célpontokka
valhatnak, ugyanakkor Ujfajta diagnosztikai markerek is lehetnek a sziv- és érrendszeri,

valamint rosszindulat betegségek felismerésében.

Az endothelsejt aktivacio szerepe szeptikus koriilmények kozott

Szepszisben az aktivalodott vérlemezkék szamos olyan gyulladdsos mediatort és

citokint bocsatanak ki a kornyezetiikbe, melyek elsdsorban az endothelsejtekre és a
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fehérvérsejtekre vannak hatdssal. Az endothelsejtek aktivalodasuk soran morfologiai
valtozason mennek keresztiil, melynek sordn kiilonbozd sejtadhézios molekuldkat
expresszalnak a felsziniikon, pl. intercellularis adhézios molekula-1-et (ICAM-1).
Mindez eldsegiti a reaktiv thrombocytak kitapadasat a gyulladt érfalhoz megzavarva a
vaszkularis integritast. A vérlemezkék mellett aktivalt fehérvérsejtek is interakcioba
lépnek a karosodott endotheliummal. Az aktivalédott leukocytdk neutrophil
extracellularis halok (NET) kialakuldsahoz, és a reaktiv oxigéngyokok (ROS)

képzddéséhez vezet, amely tovabb ronthatja a mikrovaszkultura barrier funkcidjat.

Az ICAM-1 receptor expresszidjat tobb miRNS is kozvetleniil szabalyozza.
Gidlof O ¢és munkatarsai azt elemezték, hogy myocardialis infarktust kovetden a
vérlemezkék aktivalodasuk miatt miRNS-eket veszitenek, melyek exoszomakba
csomagolva jutnak el az endothelsejtekhez. Mivel a miR-223 az egyik legmagasabb
expressziot mutatd thrombocyta miRNS és a PMP-kben is nagy mennyiségben jelen
van, ezért felmeril a kérdés, hogy vajon a vérlemezke-eredeti miR-223 a
mikropartikulakon keresztiil képes-e befolyasolni az endothelsejtek ICAM-1
expresszi®jat szepszisben. Ez a folyamat annak a miRNS-ek altal kifejtett
ellenregulécidos mechanizmusnak lenne a része, amikor a szervezet a tulzott gyulladassal
¢és szovetkarosodassal jard elvaltozasokat probalja fékezni és megakadalyozni a tovabbi
destrukciot. Hasonlot figyeltek meg myocardialis ischaemia-reperfusios (I/R)
karosodast kovetden, amikor a miR-141 jelentdsen csokkentette az ICAM-1

expressziojat a sériilt endothéliumon.



Célkitizések

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 korképben.
Megakaryocyta-thrombocyta eredetii miRNS-ek vizsgalata szepszisben:

e (¢lunk volt szeptikus betegek vérlemezkéiben a miRNS-profil analizise
Osszehasonlitva egészséges kontrollok mintéival.

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

o FErtékeltiik, hogy a thrombocyta miR-26b expresszié véltozasa milyen
Osszefliggést mutat a betegség sulyossagaval és a szepszis okozta haldlozassal.

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

e Vizsgaltuk a Dicerl enzim expresszidjanak valtozdsat a szeptikus

vérlemezkékben és az LPS-stimulalt MEG-01 sejtekben.

Vérlemezke mikropartikulakon Kkeresztiili miRNS transzfer szerepének

vizsgalata az endothelsejt aktivacio szabalyozasaban:

e Célunk volt szeptikus betegekbdl izolalt vérlemezkék, thrombocyta-eredetii
mikropartikulak és plazma mintak miR-223-expressziojanak kvantitalasa és
annak osszehasonlitasa kontroll személyek mintaival.

e In vitro sejtkultara felhasznalasaval vizsgaltuk a szepszises mintakbol kinyert
vérlemezke-eredeti mikropartikuldk internalizaciojat az endothelsejtekbe.

e Analizaltuk, hogy a mikropartikulakbol az endothelsejtekbe jutott miR-223
hogyan befolyasolta az ICAM-1 expressziot és a leukocyta adhéziot.

10



Anyagok és modszerek

A PhD értekezés alapjaul szolgald 2 eredeti tudomanyos kdzleményben szamos

metodikat alkalmaztunk az in vitro kisérletek elvégzése érdekében.

Betegek és kontrollok

A kutatomunkank soran szeptikus betegekt6l Nas-citratot (0,105 M) tartalmazéd
Vacutainer® mintavételi csévekbe (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), mig a masodik
vizsgalatba 13 szepszises személyt (10 férfi, 3 n6, életkoruk: median [IQR] 57 [42-81]
¢év) valogattunk be. A szepszis és szeptikus sokk diagnézisa az American College of
Chest Physicians/Society of Critical Care Medicine Consensus kritériumai alapjan
tortént, 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 PaCO, < 32 Hgmm,

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

a vérképben.
A mintavétel a betegek intenziv osztalyra vald bekeriilésiiktol, illetve a szepszis
diagnozis felallitasatol szamitott 24 oran beliil tortént.

Ezzel parhuzamosan az elsd tanulmanyba 21 korban és nemben illesztett egészséges
kontroll személyt (14 férfi, 7 n6, életkoruk: 58 [42—65] év), mig a masodik vizsgalatba
13 kontroll személyt (8 férfi, 5 nd, életkoruk: 54 [43-60] év) vontunk be. Az egyének
bevalogatasanal kizarasi kritérium kdz¢ tartozott a rosszindulata daganat, az autoimmun
betegség, a terhesség, a stlyos thrombocytopenia, és akut myocardialis infarktus vagy

akut ischaemias stroke bekovetkezte 1 honapon beliil.
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Mintavétel és mintafeldolgozas

Leukocyta-depletadlt thrombocyta mintak elékészitése

A leukocyta-depletalt thrombocyta (LDP) mintakat anti-CD45 antitesttel
konjugélt magneses mikrogyongyokkel (Dynabeads, Invitrogen, Oslo, Norvégia)
tisztitottuk a mintavételtél szamitott 30 percen belil. A vérmintakat elészor
centrifugaltuk (170 g, 15 perc, szobahdmérséklet) €s thrombocyta-dis plazmat (PRP)
kaptunk. Ezt kovetéen 2 mL PRP-t a magneses gyongyokkel 30 percig
szobahomérsékleten inkubaltuk. A mintdkat 2x2 percre magneses szeparatorba (Becton
Dickinson) helyeztiik, majd az LDP-t egy 01j csében tovabb centrifugaltuk (1500 g, 15
perc, szobahdmérséklet). A vérlemezke pelletet 750 pL TRI reagenssel (Molecular
Research Center, Cincinnati, OH, USA) lizaltuk és -20°C-on taroltuk az RNS izolalasa
elott.

Thrombocytak aktivalasa 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 6ran keresztiil 37°C-on. Pozitiv kontrollként TNF-a-val
(Tumor nekrozis-faktor-o) (100 ng/mL, Gibco, Grand Island, NY, USA) stimulalt
mintakat hasznaltunk. A vérlemezkéket ezutdn centrifugdltuk (1500 g, 15 perc,
szobahOmérséklet), és a vérlemezke pellet-et 750 uL TRI reagenssel lizaltuk és az 0ssz

RNS izolalasa el6tt -20°C-on taroltuk.

Thrombocytak in vitro aktivaldsa mikropartikula termelddés generdlasa céljabol

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, szobahdmérseklet), €s a vérlemezke pellet-et 1 mL, mig a 250 pL thrombocyta
feliiluszot 750 pL TRI reagenssel lizaltuk és az 6ssz RNS izolalasa elétt -20°C-on
taroltuk. A mintakbol RT-qPCR méréssel a miR-223 szintet vizsgaltuk, hogy a TRAP
aktivacioé hogyan befolyésolta a vérlemezkék és a beldliik termelddott mikropartikulak

miRNS tartalmat.
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Veérlemezke-eredetii mikropartikuldk izolaldsa

A PRP felsé részét egy masik csdbe pipettaztuk — kdzben fokozottan tigyelve a
leukocyta kontaminaciora — ¢és tovabb centrifugaltuk (1500 g, 15 perc,
szobahOmérséklet), hogy thrombocyta-szegény plazmat (PPP) kapjunk. A PPP-t még
tovabb centrifugaltuk (13,000 g, 2 perc, szobahdmérséklet), hogy megszabaduljunk a
vérlemezkékbdl szarmazd tormelékektdl. Ezt kovetden a mikropartikuldkat két
centrifugalasi lépéssel (16,100 g, 45 perc, szobahOmérséklet) nyertiik ki. A
centrifugalasok kozott a mikropartikula pellet-et PBS-sel (phosphate buffered saline)

mostuk.

Thrombocytak aktivacios dllapotinak vizsgdlata és a mikropartikulak kvantitilasa

aramlasi citometriaval

Az aramlési citometriai vizsgalatokat egy kordbbi kozleményiinkben leirt
protokoll alapjan végeztik el. A vérlemezkék aktivalodasat a felszini P-szelektin
(CD62P) expresszidjanak mértékén keresztiil vizsgaltuk aramlasi 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)-
konjugalt anti-CD42a antitesttel azonositottuk (Becton Dickinson). A thrombocyta
aktivacio hatdsara expresszalodo felszini P-szelektin jeldlésére pedig phycoerythrin
(PE) konjugalt anti-CD62 (Becton Dickinson) antitestet hasznaltunk. Izotipus
kontrollként PE konjugalt IgG; antitestet (Becton Dickinson) alkalmaztunk. A
vérlemezkéket 20 percig jeloltiik szobahdmérsékleten. A mérést FC-500 aramlasi
citométeren (Beckman Coulter, Pasadena, CA, USA) végeztik. Az eredmények
analizalasakor a thrombocyta aktivacio mértékét a dupla pozitiv sejtek eredményebdl

10,000 esemény kiértékelésével hataroztuk meg.

Szolubilis ICAM-1, P-szelektin és TNF-o koncentrdcioinak meghatarozasa ELISA-val

A szepszises ¢€s kontroll szérum mintdkbdl, valamint human korondria artérias
endothelsejtek (HCAEC) feliilaszoibol az ICAM-1 fehérje koncentraciot ELISA
(enzyme linked immunosorbent assay) kit (Sigma-Aldrich) segitségével mértiik le a
gyart6d 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
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random moédon kivalasztott szepszises €s egészséges plazma mintaban hataroztuk meg

egy Quantikine ELISA kit (R&D Systems) segitségével.

Ossz RNS izoldlds

Az LDP mintakbol, az izolalt mikropartikulakbol, a plazma mintakbol, valamint
az MK (MEG-01) és endothelsejt (HCAEC, human coronary arterial endothelial cell)
tenyészetekbdl kinyerhet6 0ssz RNS-t TRI reagenssel izolaltuk a gyartd ajanlasa szerint.
(Thermo Scientific, Wilmington, DE, USA) ellendriztiik. Az RNS-mintékat -80°C-on

taroltuk.

TagMan OpenArray

A szeptikus betegek és kontroll személyek thrombocyta miRNS profiljanak
meghatarozasdhoz véletlenszerlien kivalasztottunk az LDP mintakbol izolalt 3-3 RNS
mintat csoportonként és 754-féle miRNS-t elemeztink TagMan OpenArray
technoldgiaval (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a gyart6 protokolljat
kovetve. Elso 1épésben a szeptikus betegek és kontrollok mintaibol izolalt 6ssz RNS-bdl
(100 ng) komplementer DNS (cDNS) mintakat 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
preamplifikacidos reakcid kovetkezett, TaqMan 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) tartalmazd PCR reakcioelegyet 384-1yuka lemezre
vittiik fel €s az OpenArray AccuFill rendszer betoltdtte a mintdkat az eldkészitett
TagMan OpenArray Human MicroRNA panelekre (Applied Biosystems). Végiil a
méréseket QuantStudio 12 K Flex qPCR késziiléken (Applied Biosystem) végeztiik a
gyartd 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 normalizalasahoz az RNU-48-at

hasznaltuk.
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Az mRNS és prekurzor miRNS expressziojanak meghatdrozasa

A cDNS készitéséhez a High Capacity cDNA RT kitet (Applied Biosytems)
hasznaltuk a gyartd ajanlasanak megfeleléen. A kiindulasi RNS mennyiség a
vérlemezkék esetén 200 ng, az endothelsejtek esetében 500 ng, az MK mintdk 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 uM Integrated DNA
Technologies, Leuven, Belgium) segitségével hataroztuk meg QuantStudio 12 K Flex
gPCR késziiléken (Applied Biosystems). Az eredmények validalasahoz az RPLPO
(36B4) referencia gént hasznaltuk.

A miRNS expressziok meghatarozasa specifikus stem loop primerekkel

A miRNS-ek expressziojat Czimmerer Z ¢és munkatarsai altal kifejlesztett
miRNS-specifikus Universal ProbeLibrary (UPL)-proba alapti stem loop RT-gPCR
modszerrel mértik. Ez a modszer két 1épésbol all. Elsé 1épésben a miRNS-eket
specifikusan irjuk 4t CDNS-sé. Ehhez a l1épéshez TagMan microRNA reverz
transzkripcios kitet (Applied Biosystems), miRNS specifikus stem loop primereket (500
nM, Sigma) és 10 ng 0ssz RNS-t hasznalunk. Masodik 1épésben a miRNS-ek
mennyiségi meghatarozasahoz univerzalis reverz primert (100 uM, 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.

A miRNS-ek kvantitativ meghatarozasat QuantStudio 12 K Flex gqPCR
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.
Sejtkultirak tenyésztése és kezelése

Megakaryocytak (MEG-01) tenyésztése gyulladdsos koriilmények kozott

A szepszises koriilmények in vitro modellezéséhez human megakaryoblastos
leukémia (MEG-01, Sigma-Aldrich) szuszpenzios sejteket 10% FBS-t (fetal bovine
serum, Sigma-Aldrich), 100 U/mL Penicillin és 100 pg/mL Streptomycin
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antibiotikumot (Sigma-Aldrich), valamint 2 mM L-glutamint tartalmaz6 RPMI-1640
médiumban (Sigma-Aldrich) 5% CO, és 95% relativ paratartalom mellett 37°C-0s
termosztatban tenyésztettik. A MEG-01 sejtvonal egy régota alkalmazott, konnyen
fenntarthato és jol kezelhet6 in vitro sejtmodellje az MK funkcioknak.

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. A
kisérletben pozitiv kontrollként a MEG-01 sejteket TNF-a-val (100 ng/mL, Gibco)
kezeltiik, mig a negativ kontroll mintdkban a sejtekhez PBS-t adtunk. A kezelési id6
lejarta utan a sejteket steril PBS-sel mostuk, majd 750 uL TRI reagensben lizaltuk és az
RNS izolalasaig a mintakat -20°C-on taroltuk. A gyulladasos stimulusok hatasara az
MK-sejtekben bekovetkez6 NF-kB-utvonal aktivaciojat IL1B  mRNS  szint

meghatdrozassal igazoltuk RT-qPCR modszerrel.

Endothelsejtek tenyésztése és inkubdldsa szepszises és normal vérmintakbol izolalt

mikropartikulakkal, illetve in vitro TRAP-indukalt PMP mintakkal

A human koronaria artérids endothelsejteket (HCAEC, Cell Applications, San
Diego, CA, USA) hasznélatra kész MesoEndo Cell Growth médiumban (Cell
Applications) tenyésztettiik 5% CO; és 95% relativ paratartalom mellett 37°C-0s
termosztatban hasonléan, mint kordbban a munkacsoportunk, illetve masok is egyéb
vizsgalatsorozatban. A 24-lyuki lemezben letapasztott HCAEC sejteket 1x10°/lyuk
sejtstirliség mellett ezutan szeptikus betegek vagy kontroll személyek plazméjabol
1zolalt mikropartikuldkkal inkubéltuk 24 o6raig. Ezzel parhuzamosan normal vérlemezke
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 izolalasaig. Az endothelsejtek
kiilonb6z6 mikropartikula mintdkkal valé interakciojanak hatidsat a miR-223 ¢és az

ICAM1 mRNS szint meghatarozasaval igazoltuk RT-qPCR mddszerrel.
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Fluoreszcens mikroszkopos vizsgalatok

A 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 verzid) segitségével elemeztiik
(Carl Zeiss Microscopy GmbH) a kovetkezé hullamhosszon: DAPI: excitacido 365 nm,
emisszid BP 445/50 nm; fluorescein: excitacio BP 470/40 nm, emisszié BP525/50 nm,
PE: excitaci6 BP 546/12 nm, emisszio 575-640 nm. Az NF-xkB p65 festésnél
kiszamitottuk a sejtmag és a citoplazma fluoreszcencia intenzitdsanak az aranyat. Az
LPS-sel és TNF-a-val kezelt MK sejtkultarak Dicerl fehérjeszintjét a MEG-01 sejtek

citoplazmajaban mért specifikus fluoreszcencia intenzitas alapjan hatdroztuk meg.

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

blot-tal

A szeptikus betegek és egészséges egyének mintdibol szeparalt vérlemezkéket
egy proteaz-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 NaCl, 0,1% (vol/vol) Tween 20) hasznaltunk. Elsédleges antitestként a
Dicerl enzim vizsgalatakor egy monoklonalis egér anti-huméan Dicerl (1:100)
(ab14601, Abcam) antitestet, a szeptikus és kontroll thrombocytak P-szelektin
tartalmanak detektalasakor egy monoklonalis egér anti-human P-szelektin (1:100) (sc-
19672, Santa Cruz Biotechnology, Dallas, TX, USA) antitestet alkalmaztunk. A
kiilonbozé mintak egységes fehérjefelvitelének igazolasaért anti-p-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 és a membranokat 1 6ran at inkubaltuk. Az immunreakciot az
Immobilon Western Chemiluminescent HRP szubsztrattal (Millipore) tettiik lathatova.
Végiil a P-szelektin, illetve a Dicerl fehérjesavok relativ intenzitdsanak meghatarozasat

a B-aktin savok intenzitdsdhoz torténd normalizacidval végeztik.
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A Dicerl enzim expressziojanak represszalasa siRNS transzfekcioval kétféle

sejtvonalban

A Dicerl expresszi6 artificialis manipulalasat, csendesitését kétféle okbol is
elvégeztik két kiilonboz6 sejtvonal bevonasaval: 1) annak érdekében, hogy
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 mikropartikuldkkal kezelt HCAEC sejtekben
a miR-223 expresszidjanak fokozodasahoz miRNS-sel 6sszefliggé 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
SIRNS-t (Silencer Select Negative Control No. 1) (Invitrogen) transzfektaltunk
Lipofectamine RNAIMAX transzfekcids reagenssel (Invitrogen) €s inkubaltuk vele 24-
48 oran keresztiil 37°C-on. A MEG-01 transzfekciot 6 lyuka lemezen végeztiik és a
sejtszamot 0,3x10%/mL-re allitottuk be, mig a HCAEC sejteket 1x10°/lyuk sejtsiirtiség
mellett tapasztottuk le 24 6raig a transzfekcio eldtt. Az optimalis koriilményekhez 3%-
os FBS-t (Sigma-Aldrich), valamint 100 U/mL penicillint és 100 pug/mL streptomycint
(Sigma-Aldrich) tartalmazé OPTI-MEM médiumot hasznaltunk. A transzfekci6 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 Dicerl
miikddésétdl fliggetlen miR-451, valamint a DICER1 és SELP mRNS-ek expresszidjat,
tovabba a HCAEC-mikropartikula interakciot kovetéen a miR-223, a pre-miR-223 ¢és a
DICER1 mRNS expressziot kvantitaltuk RT-qPCR modszerrel.

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

koriilmények kozott

A sejteket LPS-sel (100 ng/mL), illetve TNF-a-val (100 ng/mL) kezeltiik 4 6ran
at 37°C-on. A transzfekciohoz az el6z6ekben bemutatott 3%-0s FBS-t (Sigma-Aldrich)
tartalmaz6 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.
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Negativ kontrollként NEG-01 mimic-et (40 pmoL, Ambion) transzfektaltuk a MEG-01
sejtekbe. A transzfekcid utan a sejtekbdl 6ssz RNS-t izoldltunk és RT-qPCR modszerrel
mértiik a miR-26b és a SELP mRNS expressziojat.

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 o6raig 37°C-on. A Kkiilonb6z6 sejtmintakat csak LPS-sel, LPS-sel és
calpeptinnel egyiitt, valamint pozitiv kontrollként 6nmagéaban calpeptinnel kezeltiik. A
mintakbdl a kezelés utdn 6ssz RNS-t izolaltunk, majd RT-qPCR modszerrel vizsgaltuk

a miR-26b expressziokat RT-qPCR modszerrel.

RNS szekvenalas és a szekvenalasi adatok elemzése

Az LPS-sel kezelt MEG-01 sejtek globalis transzkripciés adatainak
meghatarozasdhoz RNS szekvenalast végeztiink az Illumina Sequencing Platformon
(Illumina, San Diego, CA, USA). Ehhez a sejteket (0,3x10° sejt/mL) LPS-sel és negativ
kontrollként PBS-sel kezeltiik 4 6raig 37°C-on. Ezt kovetden a 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)
alkalmazésaval a gyartd ajanlasa szerint. A mintdk RNS-integritds (RIN) értéke > 7
volt, amely megfelelt a tovabbi lépésekhez. Ezt kovetden az RNS mintakbol (200 ng)
konyvtarakat készitettiink NEBNext™ Ultra 11 RNS Sample Preparation Kit for lllumina
(New England BioLabs, Ipswich, MA, USA) hasznalataval a gyarto utasitisa szerint.
Roviden, a poly-A végli RNS molekulakat oligo-dT-vel konjugalt magneses
gyongyokon izolaltuk és 94°C-on 15 percig fragmentaltuk. Az egyszala cDNS mintak
~random priming” reverz transzkripcioval késziiltek, és a madsik szal szintézise is
elkésziilt, hogy duplaszali cDNS-t kapjunk. A végek javitidsa utan és az adapter ligacios
1épést kovetden ezek a fragmentek amplifikaciora keriiltek, és végiil konyvtarkészitést
végeztiink. A 75 ciklusbdl allo szekvendldst [llumina NextSeq500 késziiléken (Illumina)
végeztiik el Dr. Poliska Szilard (Debreceni Egyetem, AOK, Biokémiai és Molekularis
Biologiai Intézet) vezetésével.

A nyers szekvenalasi adatokat, az tUgynevezett fastq fajlokat a HISAT2

algoritmus segitségével dsszehasonlitottuk a GRCh37 human referencia genommal. Az
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elemzést a StrandNGS szoftver segitségével végeztiik el. A szekvenalt mintakban eltérd
mértékben expresszalodo gének azonositasahoz és elemzéséhez R-programcsomagokat
(pheatmap ¢és ggplot2) hasznaltunk. A nem kezelt és LPS-sel kezelt sejtekben mért
gének expresszidjaban 1évo kiilonbséget Tukey post hoc teszttel kiegészitett ANOVA
teszttel allapitottuk meg.

Egyéb rutin laboratoriumi vizsgalatok

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

Németorszag) keriiltek lemérésre rutin diagnosztikai vizsgalatkérés keretén beliil.

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 median 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. Kettdnél 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
elvégeztiik az Osszehasonlitast. Az els6faju hiba csokkentése érdekében ANOVA-t és
post-hoc (Bonferroni) tesztet hasznaltunk. Statisztikailag szignifikansnak tekintettiik 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 verzio ,GraphPad Software,
La Jolla, CA, USA) késziiltek .
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Eredmények

A szepszises betegek és kontroll személyek fobb klinikai jellemzoi

A gyulladéasos laboratoriumi paraméterek ugy, mint a fehérvérsejtszam, szérum
CRP ¢és PCT szintek szignifikansan emelkedettek voltak a szeptikus betegek mintaiban
a kontrollokhoz képest. A 21 beteg koziil tizennyolc szenvedett tiidégyulladassal jaro
szepszisben. A thrombocytaszam szignifikansan alacsonyabb volt a szepszises
csoportban (p < 0,01). Kiemelend6, hogy a két csoport kozott nem volt kiilonbség a
vérlemezkefunkcidt gatlo gydgyszerek (pl. aspirin, clopidogrel stb.) hasznalata
tekintetében. A betegcsoportban 14 személy szenvedett szepszisben, mig 7 esetben
szeptikus sokk alakult ki. A kontroll személyekben a gyulladasos paraméterek nem

voltak emelkedettek.

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. Ezenkiviil megnovekedett atlagos thrombocyta-térfogat (MPV) értékeket

(p <0,0001) is mértiink a szeptikus csoportban a normal kontrollokhoz képest.

Eltéro thrombocyta miRNS expressziok szepszisben

A miRNS expressziot el@szor szeptikus betegek thrombocyta mintaiban
analizaltuk. Megvizsgaltuk, hogy az aktivalodott thrombocytdkban melyek azok a
miRNS-ek, amelyek a legnagyobb mértékii expresszido valtozast mutatjdk. A miRNS
profil atfogd elemzését TagMan OpenArray segitségével végeztiik. Random moéddon
kivalasztottunk 3-3 RNS mintat mindkét vizsgalati csoportbol annak érdekében, hogy
megvizsgaljuk, mely vérlemezke miRNS-ek expresszioja valtozott meg szignifikansan
szepszisben a kontroll egyénekhez képest. Azt tekintettiik jelentds eltérésnek, ha
legalabb 1,5-szeres valtozast tapasztaltunk. Az array haszndlataval a 754 detektalhato
MIRNS-b6él 390 miRNS-t tudtunk kimutatni ezekben a mintakban. Ezek koziil 121
miRNS szintje jelentdsen csokkent, mig 61 expresszidja szignifikinsan emelkedett.
Jelentésen csokkent az expresszidja az alabbi miRNS-eknek, pl. miR-221, miR-223,
miR-30b, miR-27b stb. Ezek kozé tartozott a miR-26b is, melyet tovabb vizsgaltunk,
mivel a vérlemezkék 10 legintenzivebben expresszalt miRNS-ei kozé tartozik.

Ugyanakkor emelkedett szintet mutatott tobbek kozott a miR-155, a miR-133a, miR-96
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stb. Predikcids 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 és
ezen keresztiil a P-szelektin fehérje expressziojat. A vérlemezke miR-26b szintjét
szepszisben eddig még nem vizsgaltak, ezért a bevalogatott szeptikus betegek LDP
mintdjaban kvantitaltuk, és a betegkohorszban szignifikansan csokkent expressziot (p =

0.002) tapasztaltunk a kontrollokhoz hasonlitva.

A vérlemezke miR-26b expresszidja korrelal a szepszis sulyossagaval és a

mortalitassal

Célunk ezt kdvetden az volt, hogy megvizsgaljuk, hogy a thrombocyta csokkent
MiR-26b szint Gsszefligghet-e a szepszis stlyossagaval és a betegség kimenetelével a
magas P-szelektin expresszio jelenlétében. A betegeket elemeztik a betegségiik
sulyossaga alapjan (szepszis, N = 14) és szeptikus sokk, n = 7). Szignifikansan még
alacsonyabb miR-26b expressziokat kvantitaltunk azoknal a betegeknél, akiknél
szeptikus sokk alakult ki szemben a szepszises betegekkel (p = 0.036). Amikor a teljes
betegkohorszot tulélé (n = 9) és nem tulélé (n = 12) alcsoportba osztottuk a 28 napos
mortalitasi adatok alapjan, szintén alacsonyabb thrombocyta miR-26b expresszidkat (p
= 0.022) mértiink azoknal a betegeknél, akik belehaltak a betegségbe szemben a
tulélokkel. Ezek az eredmények arra utalnak, hogy a stlyosabb stadiumt és kimenetell
szepszishen a vérlemezke jelentds fenotipusvaltozasa kovetkezik be, ami Kifejezett
miRNS expresszio atrendezOdéssel jar egyiitt, igy a miR-26b expresszid jelentOs

csOkkenésével is.

Thrombocyta aktivaciohoz kotodé RNS expressziéo valtozasok in vitro

modellezése

A szeptikus allapot altal indukalt megvaltozott vérlemezke miR-26b expresszio
tovabbi igazolasara egészséges személyek tisztitott vérlemezke mintait LPS-sel in vitro
aktivaltuk LBP és szolubilis CD14 jelenlétében vagy PBS-sel a negativ kontroll
mintaban 37 °C-on 4 oran keresztiil. Pozitiv kontrollként TNF-a-t alkalmaztunk a
vérlemezke aktivaciojara. A mMIR-26b expresszidja a vérlemezkékben jelentGsen
csokkent mindkét agonista hatasara. Ezek az eredmények Osszhangban vannak az ex

vivo szeptikus vérlemezkékb6l szarmazd mMIRNS eredményekkel, amibdl arra
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kovetkeztetiink, hogy az LPS képes moduldlni az aktivalodott vérlemezkék RNS
tartalmanak expressziojat.

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 expresszigjadt RT-qPCR moddszerrel kvantitaltuk. Mivel korabban
beszamoltak arr6l, hogy az |IL1B gén expresszioja fokozodik szepszises
vérlemezkékben, ezért parhuzamosan mi is vizsgaltuk az IL1B mRNS expressziojat
mint kontroll gént, amely jelentds emelkedést mutatott (p < 0,05) a gyulladasos
stimulusok hatasara. A miR-26b altal szabalyzott SELP mRNS expresszi6 - a csokkent
mMiR-26b jelenlétében - szignifikansan emelkedett mind az LPS, mind a TNF-a altal (p <
0,05). Ezek az eredmények is arra utalnak, hogy szepszises koriilmények kozott a
vérlemezkék egy kifejezett fenotipus valtozdson esnek at, mely RNS szint

atrendezddésével is egyiitt jar.

Indukalt SELP mRNS expresszié a szeptikus thrombocytiakban

Az in vitro aktivalt thrombocyta mintak utan megvizsgaltuk a SELP ¢és IL1B
mRNS expressziét az €x Vivo szepszises mintakban is, és mindkét mRNS szint
jelentdsen emelkedettebb volt szepszisben, mint a kontrollokbol szarmazo
thrombocytakban (p < 0,002; p < 0,001). Ugyanakkor nem szignifikansan, de magasabb
volt azoknal a betegeknél, akiknél szeptikus sokk alakult ki, vagy akik belehaltak a
betegségbe. 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-értek (> 11,1 fL), vagyis reaktivabb
thrombocytéi voltak, mint ahogy azt korabban mas korképben mi is talaltuk az MPV
paraméter vizsgalataval.

A szepszises betegek vérlemezkéiben kimutatott megemelkedett SELP mMRNS
expresszid0 miatt arra voltunk kivancsiak, hogy vajon fehérje szintjén is nagyobb
mennyiségben van jelen a P-szelektin receptor, amit Western blot technikéval
vizsgaltunk. Azt tapasztaltuk, hogy a szepszises betegektdl nyert thrombocyta lizatumok
szignifikdnsan nagyobb mennyiségli P-szelektin fehérjét tartalmaztak (p < 0,05) a
kontroll mintdkhoz képest, ami szepszisben egy eldaktivalt, pro-koagulans allapotot

biztosit a vérlemezkéknek.
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Az NF-kB-utvonal aktivalodasanak vizsgalata LPS hatasira MEG-01

sejtekben

Fluoreszcens mikroszképpal vizualizaltuk a p65 pozivititdst €s a festdodés
intenzitasanak ardnyat a sejtmag ¢és a citoplazma kozott. Pozitiv kontrollként TNF-a
kezelést végeztiink a sejtkultiraban 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
intenzitdsanak ardnya a nem kezelt sejtekhez képest, mely a p65 nuklearis

internalizacidjara utalt mindkét agonista hatésara.

Génexpresszios valtozasok analizise LPS-sel kezelt MEG-01 sejtekben

MEG-01 sejteket 4 6ran keresztiil LPS-sel stimulaltuk in vitro, és analizaltuk a
génexpresszid valtozasokat RNS szekvenalassal. Az RNS szekvenalas eredményének
elemzésekor 1414 gén jelentésen eltéré expressziot (DE) mutatott. Ezen beliil 354 gén
szignifikansan emelkedett és 1060 gén szignifikdnsan csokkent az LPS-aktivalt MEG-
01 sejtekben a kezeletlen sejtekhez képest.

Az 50 legnagyobb meértékben expresszalt gén kozé tartozott az altalunk
részletesen vizsgalt SELP gén is. Ezek az eredmények Osszhangban allnak az ex vivo
szeptikus vérlemezkékben tapasztaltakkal. Ezek az in vitro eredmények azt mutatjak,
hogy szeptikus csontveldi kornyezetben az MK-k érintettsége révén jelentés RNS

expresszio valtozasok jatszodnak le.

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

expresszio a MEG-01 sejtekben szepszises koriilmények kozott

Az ex Vvivo szepszises vérlemezkékben tapasztaltakhoz hasonloan a MEG-01
sejtekben az LPS, valamint a TNF-a hatasara a SELP mRNS szint jelentdsen magasabb
volt, mig a miR-26b expresszio jelentésen csokkent. Ez arra utal, hogy ezek a szepszis
mediatorok az MK-ban is kivaltjak az RNS expresszié valtozasokat. Mivel az LPS
alacsonyabb miR-26b szintet eredményezett a MEG-01 sejtekben, a fentiek igazolasara
specifikus miIRNS mimic-et alkalmaztunk a miRNS ,,overexpresszaltatasara” a SELP
expresszid valtozasanak vizsgalata érdekében. 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 sszehasonlitva a NEG-
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01 mimic-kel kezelt kontroll mintakkal. Ezek az eredmények alatamasztjak azt a tényt,
hogy a miR-26b szorosan Osszefligg a SELP gén expresszidval, és a csokkent miR-26b
hozzajarul az MK-k ¢és a vérlemezkék SELP mRNS expresszidjanak emelkedéséhez

szepszisben.

Szepszisben a csokkent Dicerl fehérjeszint megvaltozott mMIRNS

expressziokat okoz a megakaryocytakban és a vérlemezkékben

A citoplazmaban miikddd Dicerl enzim regulélja a miRNS érési folyamatanak
utols6 Iépését, ezért csokkent szintje/aktivitdsa jelentdsen befolyasolhatja az érett
mMIiRNS-ek expresszidjat, ahogy ezt diabetes mellitusban is tapasztaltuk mar. Jelen
kisérleteinkben a Dicerl enzim fehérjeszintjét eldszor szeptikus betegekbdl és
egészséges kontrollokbol izolalt vérlemezke mintakban analizaltuk Western-blot
technikaval. A szeptikus betegek thrombocyta mintdiban jelentésen alacsonyabb Dicerl
fehérje szintet (p < 0,05) detektaltunk a kontrollokhoz képest. Fluoreszcens
mikroszkopos vizsgalattal hasonld eredményt figyeltink meg a MEG-01 sejtekben,
miszerint az LPS-sel kezelt sejtek jelentésen kisebb Dicerl pozitivitast (p < 0,001)
mutattak a nem kezelt mintakhoz képest.

Ahhoz, hogy modellezziik a szepszisben megvaltozdé 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 oran keresztiil Dicerl specifikus siRNS-t transzfektaltunk. A
transzfekci6  hatékonysagdt RT-qPCR  modszerrel ellendriztik. A kezelés
eredményeként a Dicer siRNS expresszioja jelentésen megemelkedett, ami azt jelenti,
hogy az SiRNS sikeresen bejutott a sejtekbe. Az siRNS transzfekcido alacsonyabb
DICERI mRNS expressziot eredményezett a kontroll mintakhoz képest. Ennek
kovetkeztében a miR-26b szignifikdnsan csékkent (p < 0,05) mig a SELP mRNS
expresszidja emelkedést mutatott (p < 0,05). Ezzel parhuzamosan mértiik a Dicerl
képest. 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 4ltal kivéltott calpain-
funkcidt az LPS vagy a TNF-a kezelés hatdsara. Amikor a calpain miikodését gatoltuk

¢s a Dicerl enzim hasitasat a calpeptin megakadalyozta LPS jelenlétében, az érett miR-
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26b szint rendez6dott a MEG-01 sejtekben. Ezek az adatok aldtdmasztottdk azon
hipotézisiinket, hogy a koros Dicerl enzim aktivitds/szint a szepszisben csokkenti a
mMiRNS-ek, igy pl. a miR-26b expressziét mind a vérlemezkékben, mind a

megakaryocytakban.

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

és a thrombocyta mikropartikulakban jelentésen magasabb

A disszertaci6d alapjat jelentd masik vizsgdlatunkba 13 szeptikus beteget ¢€s
kontrollként 13 korban és nemben illesztett egészséges személyt valogattunk be.
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 sulyos
gyulladést jeleztek. A két csoport kozdtt nem volt szignifikans kiilonbség a
thrombocyta-gatlo terapia hasznalataban: 10 szeptikus beteg kapott aspirint vagy
clopidogrelt, mig a sziv- és érrendszeri betegségek megeldzésére 9 kontroll egyén
szedett ilyen gyogyszert.

Eloszor a vérlemezkék aktivacios allapotat elemeztiik felszini P-szelektin
expresszid mérésével aramlasi citometridval. A dolgozatom elsd részében bemutatott
eredményekhez hasonldan, a thrombocyta P-szelektin pozitivitas jelentdsen megnétt a
szeptikus thrombocytak felszinén a kontrollokhoz képest (6,1 [3,0-10,2] vs. 1,5 [1,1-
2,8] %; p < 0,0001). Ezt kovetden analizaltuk a mikropartikuldk mennyiségét a
szepszises ¢€s a kontroll plazma mintdkban aramléasi citométer segitségével. Azt
tapasztaltuk, hogy szepszisben a mikropartikulak szama szignifikdnsan magasabb volt,
mint a kontroll mintdkban [117 (62-171) vs. 23 (16-48)/10° vérlemezke; p < 0,0001]
amely szintén a vérlemezkék fokozott aktivaltsagi allapotat jelezte szepszisben. Ezzel
parhuzamosan meghataroztuk a szolubilis ICAM-1 szintet szeptikus és kontroll szérum
mintakban, hogy megvizsgaljuk az endothelsejtek aktivacidjanak mértékét. Szepszisben
az ICAM-1 fehérje koncentracidja jelentdsen emelkedett volt [519 (397-1142) vs. 174
(141-229) ng/mL; p < 0,0001]. Ezen eredmények alapjan a vizsgalt szeptikus
betegekben nemcsak thrombocyta, hanem endothelsejt aktivacio is kimutathat6 volt.

A miR-223 expressziojat RT-qPCR modszerrel vizsgaltuk a vérlemezkékben, a

plazmamintaban és az izolalt mikropartikulak mintajaban. Megallapitottuk, hogy a miR-
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223 expresszio a szepszises vérlemezkékben a kontrollokhoz képest alacsonyabb volt (p
< 0,0001) mig a keringd miR-223 expresszidja szignifikansan magasabb volt a plazma
mintakban (p < 0,0001) és a mikropartikulakban (p < 0,016).

Annak érdekében, hogy bizonyitsuk a szeptikus vérlemezkékbdl szarmazo miR-
223 Kkijutasat a thrombocytakbol, in vitro kisérleteket végeztiink. A kontroll LDP
mintakat TRAP-al aktivaltuk 2 oran keresztiil, majd a thrombocyta feliiliszobol és a
pellet-b6l mértiik le a miR-223 expressziot. A TRAP-aktivalt vérlemezkékben a miR-
223 expresszio szintje szignifikansan csokkent a nem kezelt mintdval szemben (p =
0,046), mig a feliiluszoban magasabb miR-223 szintet figyeltiink meg (p = 0,023) a
kezelés utan. Ezen eredmények alapjan azt gondoljuk, hogy a vérlemezke aktivacio a
thrombocyta miRNS-ek jelent6s externalizaciojat eredményezi szepszisben ¢és a
kiszabadult miRNS-ek - mint vektorok - kiilonb6z6 informaciokat kozvetithetnek a

kornyezetiikbe.

A szepszis eredetii mikropartikulak internalizacioja az endothelsejtekbe

A vaszkularis endothelium a véraram utjan keringd mikrovezikuldk egyik
legfontosabb  célpontja a sziv- és  érrendszeri, valamint a gyulladasos
megbetegedésekben, ezért kivancsiak voltunk arra, hogy szepszisben a miRNS transzfer
a vérlemezkeékbdl a mikropartikulakon keresztiil az endothelsejtekbe vajon nagyobb
mértékben valosul-e meg. Erre a célra a HCAEC sejteket szeptikus betegekbdl, illetve
kontroll egyénekbdl izolalt mikropartikuldkkal 24 6ran keresztiil 37°C-on kezeltiik. A
HCAEC sejteket anti-CD146-PE antitesttel, a vérlemezke-eredetii mikropartikulakat
pedig anti-CD42a-FITC (GPIX-receptor specifikus) antitesttel jeloltiik.

A mikropartikuldkat intracellularisan detektdltuk a HCAEC sejtekben. Azt
tapasztaltuk, hogy a szepszises mikropartikuldkkal egyiitt tenyésztett endothelsejtekben
magasabb volt a zold fluoreszcencia intenzitds a normdl mikropartikuldkkal kezelt
sejtekhez képest. A negativ kontroll mintdk esetén a HCAEC sejtekhez nem adtunk
mikropartikuldkat, igy ott anti-CD42a-FITC pozitivitds nem volt megfigyelhet6. Ezen
kiviil statisztikailag elemeztiik az 0sszes analizalt mintaban a fluoreszcencia intenzitas
kiilonbségét a szepszises €és a kontroll mikropartikuldkkal kezelt sejtekben, és
szignifikans kiilonbséget (p = 0,0046) talaltunk a két csoport kozott. Ezen eredményeink
azt mutatjak, hogy a szepszisben termel6édd vérlemezke mikropartikulak fokozottabban

jutnak be az endothelsejtekbe, mint az egészséges mintakbol szdrmazodak.
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A magas miR-223 tartalmi mikropartikulak képesek csokkenteni az
indukalt ICAM-1 receptor expressziot a HCAEC sejteken gyulladasos

koriilmények kozott

Szerettiik volna tovabb vizsgalni a mikropartikuldk funkcionalis hatasat
szepszisben, hogy vajon az altaluk széllitott nagyobb mennyiségii miR-223 képes-e
befolyasolni az endothelsejtek mikodését. Ezért a HCAEC sejteket eldszor izolalt
szepszises mikropartikuldkkal inkubaltuk 24 o6rdig és az endothelsejtekben emelkedett
mMiR-223 expresszidt talaltunk (p = 0,016) a kontroll PMP mintakkal kezelthez képest,
ezzel szemben ezekben a mintakban az ICAM1 mRNS expresszidja jelentdsen csokkent
(p = 0,031). Ezen eredmények megerdsitésére a HCAEC sejteket in vitro TRAP-aktivalt
vérlemezkékbdl izolalt mikropartikuldkkal kezeltilk. Mivel szignifikdnsan magasabb
volt a plazma TNF-a szint a szepszisben szenvedd betegekben a kontrollokhoz képest
(28,6 £ 3,7 vs. 124 = 1,1 pg/mL, p < 0,0001), ezért a szeptikus koriilményeket az

A TNF-a elékezelés csokkentette a miR-223 expressziojat és nott 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. A szolubilis ICAM-1 koncentraciokat a HCAEC sejtek
feliiluszojaban ELISA-val lemértiik. A TNF-o hatisara emelkedett az ICAM-1 fehérje
mennyisége, mig a TNF-a és a mikropartikuladk egytittesen szignifikansan csékkentették
a miR-223-t szallito PMP-k képesek befolyasolni a tlzott fehérje/receptor expressziot
az endothelsejtekben gyulladasos koriilmények kozott.

A mikropartikulak internalizaciojanak gatlaisa megakadalyozza az

endothelsejtek miRNS expresszidjanak valtozasat

Annak megallapitasara, hogy a megvaltozott miR-223 expresszio ténylegesen
Osszefiigg a mikropartikulak endothelsejtekbe torténd internalizacidjaval és miRNS
»transzfekcigjaval”, a HCAEC sejteket 4°C-on inkubdltuk a szepszises plazma
mintakbol kinyert mikropartikulakkal, vagy anélkiil (kontroll) azért, hogy
megakadalyozzuk a PMP-k endocitdzisat hasonléan, mint korabban masok ezt

alkalmaztak. Kontrollként az endothelsejteket egyidejiileg 37°C-on mikropartikuldval
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vagy anélkiil tenyésztettink. A HCAEC sejteket és a mikropartikuldkat fluoreszcens
mikroszkoppal vizsgéltuk a korabban leirtak szerint. A fluoreszcens jel6lés azt mutatta,
hogy a szepszises mikropartikuldk HCAEC-be torténé felvétele jégen (4°C-on) szinte
teljesen gatolt volt a 37°C-on inkubalt sejtekhez képest. Ezzel szemben 37°C-on
jelentdsen emelkedett a HCAEC sejtekbe jutott mikropartikuldk mennyisége. A 4°C-on
torténd blokkolasos vizsgalathoz 6 6ras mikropartikula kezelést alkalmaztunk, mivel az
endothelsejtek 6 oranal hosszabb ideig, jégen torténd kezelése szembetiind morfoldgiai
valtozasokon mentek keresztiil, amelyek befolyasoltdk volna a mikropartikulak
internalizacidjat. Ezen kiviil a HCAEC sejtekbdl 6ssz- RNS-t izolaltunk a miR-223
kvantitdlasdhoz. Megallapitottuk, hogy a jégen tartott HCAEC mintdkban nem
kovetkezett be jelentds miRNS expresszid valtozas (p = 0,969), mig a szepszises
mikropartikuldval inkubalt sejtek normal sejttenyésztési koriilmények kozott
megemelkedett miR-223 értéket mutattak a kontroll mintakhoz képest (p = 0,004). Ezek
az eredmények megerdsitik, hogy a megnovekedett miR-223 expressziot a HCAEC-

ekben kozvetleniil a miRNS-t hordozé mikropartikuldk endocitdzisa okozta.

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 miikddésével Osszefliggésbe
hozhatd mas sejtes folyamatok hozzdjarultak-e barmilyen mértékben a szepszises
mikropartikulaval kezelt HCAEC sejtekben a miR-223 expressziojanak fokozasdhoz.
Ebbdl a célbol két in vitro kisérleti megkozelitést alkalmaztunk. Célunk volt a pre-miR-
223 expresszidjanak elemzése az in vitro TRAP-stimulalt PMP-k jelenlétében vagy
hianydban. A Dicerl enzim expresszidjanak és ezaltal funkcidjanak csokkentése a
HCAEC sejtekben Dicerl specifikus siRNS transzfektdlassal a PMP-vel torténd
inkubacid el6tt tortént. El6szor az érett és a pre-miR-223 expressziokat parhuzamosan
kvantitaltuk 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 transzkripcio (p = 0,929). Ezt
kovetden az endothelsejteket Dicerl siRNS-sel vagy NEGO1 siRNS-sel transzfektaltuk
¢s izolalt PMP-ket adtunk a sejtekhez 24 6rdig. Az RNS izolalas utdn ellendriztiik a
transzfekci6 hatékonysagat. A  transzfekcio alacsonyabb DICER1 mRNS-t
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eredményezett a NEGO1 siRNS-sel kezelt mintakhoz képest. Azokban a sejtekben,
amelyekben a Dicerl expresszidjat modulaltuk, az érett miR-223 szint még mindig
jelentdsen megemelkedett (p = 0,023) a PMP-K jelenlétében a HCAEC sejtekben. A
megnovekedett miR-223 szint a MiIRNS PMP-k altali bejuttatasanak volt koszonhet6 és
semmilyen miRNS transzkripci6 vagy indukalt Dicerl enzim aktivitds nem jarult hozza

a szeptikus endothelsejtek megvaltozott miR-223 expressziojahoz.

A szepszis eredeti PMP-vel torténo kezelés utan csokken a leukocytak

adhézidja az endothelsejtek felszin¢hez

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

A negativ kontroll sejteket PBMC hozz4adéasa nélkiil tartottuk fenn. A HCAEC
sejteket anti-CD146-PE antitesttel jeloltiik, mig a PBMC-ket anti-CD45-FITC antitesttel
jeloltik. Fluoreszcens mikroszkoppal értekeltiik a festett leukocytakat. Megallapitottuk,
hogy a PBMC-k az endothelsejtek felszinéhez kapcsolodtak és ez 30%-kal csokkent
abban az esetben, ha PMP-ket adtunk a HCAEC sejtekhez. A szepszisbdl szarmazo
PMP-k nélkiili eldkezeléskor kotddott PBMC-k szdma latoterenként 14 £ 2 sejt volt,
szemben a PMP-vel elékezelt mintakkal, ahol 10 + 2 sejt/latomez6 volt. Ezek az adatok
arra engednek kovetkeztetni, hogy a PMP-k széllitotta miR-223 altal csokkentett
ICAM-1 receptor szint a leukocytak alacsonyabb mértékii kotédését vonta magaval az

endothelsejtek felszinén.

30



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, sot esetenként extrém
mennyiségii citokin termeldédés ¢és felszabadulas (Gn. citokin-vihar) lehet a
kovetkezménye. A szepszises folyamatok altal indukalt kiterjedt endothelsejt aktivacio
¢és karosodas vaszkuldris gyulladassal és fokozott permeabilitassal, mig a thrombocytak
tilzott aktivalédasa hemosztdzis zavarral és thrombotikus komplikaciokkal jarhat
egylitt. Az aktivalt vérlemezkék nemcsak a thrombusképzddés elOsegitésében jatszanak
fontos szerepet, hanem mikrovezikuldk és szamos bioaktiv anyag (pl. ADP, citokinek,
kemokinek stb.) szekretalasaval kozvetleniil befolyasoljak a sziv- és érrendszer
sejtjeinek funkcidit. Habar a thrombocytdk sejtmaggal nem rendelkeznek, az MK-
eredetii RNS-ek nagy készletét hordozzak magukban és juttatjdk el mas sejtekhez

bizonyos stimulusok hatasara.

A gyulladasos folyamatokban kulcsszerepet jatszo TLR-ek koziill a TLR4
receptor is megtalalhatdo mind a thrombocytdkon, mind az MK-k felszinén. Szepszisben
a thrombocytakat az LPS képes direkt modon stimuldlni a TLR4-en keresztiil a
keringésben, ami mas vérlemezke agonistak altal kivaltott sejtaktivacid potencirozasat
jelenti. Ezért a TLR4 receptornak fontos szerepe van a thrombocytak szepszisben
bekovetkezd fenotipusanak és abnormalis miikodésének kialakitdsdban. Ezen feliil a
TLR2 receptoron keresztiil indukal6édo intracellularis folyamatok szabalyozzédk az MK-
k miikodését is, ami kihathat az MK-thrombocyta vonal miikédésére, igy pl. fokozott
GPIb és COX-2 fehérje expressziot okozva. Ugyanakkor a TLR4-medialta MK funkcio
eltérésekrdl ¢és annak thrombocytdkban észlelhetd kovetkezményeir6l még kevés
informaci6 all rendelkezésre. Két korabbi vizsgalat soran, amikor egereket 1 hétig
alacsony szubletalis doézisa LPS-nek tettek ki, az ex vivo thrombocytik az id6
elorehaladtaval fokozatosan novekvo aktivaciot mutattak, ami emelkedd felszini P-

szelektin pozitivitast és nagyobb aggregacios hajlamot jelentett. Mindezt a szerzék az
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vérlemezkéknek tulajdonitottik. Osszeségében minden olyan trigger, amely az MK-t
érinti a csontveloben, a thrombocytdk ,.eléaktivalt”, pro-trombotikus fenotipusat

eredményezheti szepszisben, ami a vér nagyobb prokoagulans aktivitasahoz is vezethet.

Az elmult években a miRNS-ek potencidlis szerepe a tudomanyos érdeklddés
kozéppontjaba keriilt mind a thrombocytdk, mind az MK-k mikodésének
vonatkozasaban. A koézelmultban keriilt publikalasra, hogy a thrombocyta miR-27b
képes szabalyozni a trombospondin-1 szintézisét, a miR-96 regulalja a vérlemezke
szekrécid szabalyozasaban kozremiikodéo VAMP-8 protein expressziot, vagy a miR-15a
modulalja a GPVI altal kozvetitett allbP3 integrin aktivaciot és az oa-granulum
szekréciot az MK-ban. Ugyanakkor szamos vérlemezke fehérje/receptor expresszioja

esetében még nem ismert a miRNS-ek finomszabalyozo szerepe.

A disszertacié alapjat képezd elsé vizsgalatsorozatunkban ezért szeptikus
betegektdl izoldltunk nagy tisztasagl, fehérvérsejt-depletalt thrombocyta mintakat, és
elsd 1épésként a miRNS-profilt analizaltuk. El6szor harom szeptikus beteg és 3 kontroll
személy random modon kivalasztott vérlemezke mintdjaban hataroztuk meg a miRNS
expressziokat TagMan OpenArray modszer segitségével. Az egészséges személyekhez
viszonyitva 121 mMIiRNS csokkent, mig 61 fokozott mértékben expresszalodott a
szeptikus vérlemezkékben. A szeptikus csoportban a fokozott thrombocyta aktivacio
hatterében detektaltuk a fokozott SELP (P-szelektin) génexpressziojat szabalyoz6 miR-
26b csokkent expressziojat, mint ahogyan korabban diabeteses vérlemezke és
hyperglikémias MK sejtkultiraban tettiikk. A miR-26b expresszioja raadasul jelentésen
alacsonyabb volt azokndl a betegeknél, akiknél szeptikus sokk alakult ki, illetve
szepszisben elhalalozott. Ezért ez a thrombocyta miRNS egy érzékeny 0j biomarkernek
tiinik a szepszishez tarsuldo thrombocyta reaktivitds elérejelzésében 0gy, mint a
thrombocyta miR-223 és miR-146a koronariabetegségben vagy diabetesben.

A szeptikus vérlemezkék a magas felszini P-szelektin pozitivitds mellett
szignifikdnsan megnovekedett SELP mRNS expressziot is mutattak a kontrollokhoz
képest megemelkedett IL1B expresszid mellett, amely utobbit korabban szeptikus
vérlemezkékben leirtak. Fontos kiemelni, hogy amikor a thrombocytak méretét és
reaktivitasat kifejez6 MPV értékek alapjan tovabb elemeztiik a SELP expressziot a
betegek vérlemezke mintdiban, magasabb SELP mRNS szintet taldltunk azoknal,
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akiknél a vérlemezkék nagy MPV értéket mutattak (> 11,1 fL). A fehérje expresszio
valtozasat jelz6, megnovekedett SELP mRNS szint mellett magasabb P-szelektin
fehérjetartalmat detektaltunk a szepszises thrombocyta lizatumokban, ami a MK-k és a
vérlemezkék megvaltozott miRNS és mRNS expresszidjanak a kovetkezménye. Egy
allatkisérletes tanulmanyban az egér vérlemezkék peritonealis szepszisben 48 oran at

fokozott P-szelektin pozitivitast mutattak.

Az LPS indukalja az NF-xB utvonalat a MEG-01 sejtekben, amelyet a p65
szekvenalassal 1060 szignifikansan csokkent és 354 nagyobb mértékben expresszalodo
transzkriptet detektaltunk. Ezen eredmények alapjan a SELP-et az 50 legnagyobb
mértékben expresszaldodd gén kozott azonositottuk. Ezt kovetden validaltuk a SELP
expresszid valtozasat LPS-stimulalt MEG-01 sejtekben RT-gPCR-ral, ami szignifikans
emelkedést mutatott. A fenti adatokbdl arra kovetkeztethetiink, hogy a szepszis
kialakuldsa soran a csontveld érintettsége okan jelentds intracellularis folyamatok és
génexpresszios valtozasok kovetkeznek be az MK-ban. A megvaltozott génexpresszio
transzkripcidés és transzlaciés eseményeket eredményezhet az MK-thrombocyta

tengelyben, ami valtozatos fenotipust vérlemezkek termelddésehez vezethet.

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 miR-26b-nek a SELP mRNS expressziora gyakorolt hatasat ezen
gyulladasos kortilmények kozott MEG-01 sejtekben megerdsitettiik specifikus miRNS

mimic segitségével.

Szepszisben nem voltak korabbi adatok arrdl, hogy a koros Dicerl enzim
aktivitas/szint miként valtoztatjia meg az intracellularis miRNS expressziot.
Vizsgalataink soran a Dicerl fehérjeszint csokkenését figyeltiik meg a szeptikus betegek
thrombocyta lizatuméaban. Hasonloképpen az LPS-stimuldlt MEG-01 sejtek csokkent
Dicerl expressziét mutattak. A Dicerl enzim miikodésének 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
expresszido mind a vérlemezkékben, mind az MK-ban. Ennek megfeleléen az LPS-re

vagy TNF-a-ra adott valaszként megemelkedett intracellularis Ca®*-koncentracié olyan
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calpain funkciohoz vezet, amely hasitja a Dicerl enzimet, ¢s igy kevesebb érett miRNS
termelddik. Amikor a calpain aktivitasat blokkoltuk, és a Dicerl hasitasat a calpeptin
megakadalyozta a fenti gyulladdsos mediatorok barmelyikének jelenlétében, az érett
miR-26b szintek visszarendez6dtek a MEG-01 sejtekben. Ennek megfeleléen a
szepszises vérlemezkékben és a MK-ban jelentésen csokkenhet a Dicerl aktivitas,
jelentdsen atirva a MIRNS-ek profiljat. Csokkent Dicerl enzim szintet diabetes
mellitusban is kimutattunk, amikor hyperglikémias kornyezetben a MEG-01 sejteket
vizsgaltuk. Jelen eredményeink alapjan intenziv gyulladasos kdrnyezetben, szepszisben
az MK-ban és a vérlemezkékben a lecsokkent Dicerl szint alacsony miR-26b
expressziot eredményez emelkedett SELP expresszioval, ami hozzajarulhat a
vérlemezkék még fokozottabb aktivacios allapotanak kialakuldsahoz. Gén ontoldgiai
elemzést is végeztlink, mely alapjan a SELP gén részt vesz a gyulladasos valaszreakciok
kialakitasaban. A periférias vérsejtekben kimutatott magas SELP expressziot kockazati
tényezOként irtak le rheumas iziileti gyulladasban, valamint a SELP gén S290N és
N562D polimorfizmusat Osszefiiggésbe hoztak a myocardialis infarktus magasabb
kockazataval, illetve nemrégiben a SELP gén Asp603Asn polimorfizmusat hoztak
Osszefliggésbe sulyos thrombotikus szovodmények kialakulasaval COVID-19
betegekben. Ugyanakkor az indukalt SELP expresszio jelent6ségét bakterialis
szepszisben korabban még nem vizsgaltak sem a vérlemezkék, sem az MK-k miikdése

szempontjabol.

A stimuldlodott thrombocytdk aktivalodasat egyrészt a mikropartikulak
leflizdése, masrészt — részben ennek részjelenségeként — a vérlemezke miRNS-ek
szekrécidja kiséri a keringésben. A kiszabadult miRNS-ek bejuthatnak a
macrophagokba ¢s az endothelsejtekbe, ahol szabalyozzak a kiilonb6z6 gyulladasos
folyamatokat és a sejtadhézids molekuldk expresszigjat. Nem allnak rendelkezésre
olyan eredmények, hogy a thrombocyta miR-223 Kifejezetten szeptikus koriilmények
kozott miként tudja befolyasolni az endothelium ICAM-1 expresszidjat. Ezért in vitro
kisérleteket végeztlink 13 szeptikus beteg és 13 egészséges kontroll személy mintdjanak
a bevonasaval. A vérlemezkék fokozott aktivalodasat ezuttal is a magas felszini P-
szelektin expresszioval igazoltuk, hasonléan a masik szepszises vizsgalatunkhoz és
megnovekedett 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 aktivacigjat jelzi.
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Ezt kovetéen a miR-223 expresszigjat RT-qPCR segitségével vizsgaltuk a bevont
betegek vérlemezkéiben, plazmdajaban €s izolalt mikropartikula mintaiban. A miR-223
expresszio csokkent szintet mutatott a szeptikus thrombocytdkban, mig a keringd miR-
223 expresszid mind a szeptikus plazma mintdkban, mind az izolalt PMP mintakban
emelkedett volt a kontroll mintdkhoz képest. Feltételeztiik, hogy az alacsonyabb
thrombocyta miR-223 szint masik oka - az el6z6ekben bemutatott mechanizmosok
mellett - a miRNS felszabadulasa lehet a plazmaba részben a PMP-ken keresztiil ilyen
sulyos gyulladadsos koriilmények kozott. Ezért LDP mintakat magas TRAP
koncentracioval in vitro stimuldltuk, amely modellezte a szepszisben fokozott
trombinképzodés altal indukalt vérlemezke aktivaciot és a thrombocyta pelletben és
feliluszoban is megvizsgaltuk miR-223  expressziét. A TRAP-pal aktivalt
thrombocytdkban a miR-223 expresszid szignifikdnsan csokkent a nem kezelt mintdhoz
képest, mig a feliiluszoban megemelkedett miR-223 szintet figyeltiink meg a kezelés
utan. Ennek megfeleléen azt gondoljuk, hogy a thrombocyta aktivalodasakor a
mikropartikulakban 1évé miRNS atvitele valoban megtorténik a keringésbe. Mivel az
endothelium a keringd mikrovezikula tartalom fontos célpontja a sziv- és érrendszeri
megbetegedésekben, valamint a gyulladasos kérképekben, ezért mi is megvizsgaltuk és
detektaltuk a miRNS-ek thrombocyta eredetli mikropartikuldkon keresztiili bejutasat az
endothelsejtekbe. A HCAEC sejteket egylitt tenyésztettilk szepszises, illetve kontroll
egyének mintaibol izolalt mikropartikulakkal. Azt tapasztaluk, hogy 24 o6ra elteltével
nagyobb mértékii volt a szepszises PMP-k felvétele az endothelsejtekbe, mint a kontroll
PMP-k esetében. Korabbi tanulmanyok dokumentaltak a normal PMP-k ¢és exoszomak
internalizaciojat a HUVEC sejtekbe. Jelen tanulmanyunkban a szepszis eredetii PMP-k
fokozott internalizaciojardl szamoltunk be az endotheliumba, amely 4°C-on gatolhato
volt. Ezt az inhibicidt korabban mas kutatok is alkalmaztak, ahol a cél az endocitdzis
megakadalyozasa volt. Ezutdn megfigyeltik a szepszises PMP-k hatdsat az
endothelsejtek miikddésére ,,szekretalt” miRNS-ek révén. A HCAEC sejteket
elokezeltik szepszises PMP-vel, amelyek megnovekedett miR-223 expressziot
mutattak, mig az ICAM1 mRNS expresszi6 csokkent. Ezzel parhuzamosan a TNF-a-val
elokezelt 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
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endothelsejtek feliiliszojaban a szolubilis ICAM-1 protein mennyiségét a TNF-a
novelte, mig a TNF-a és PMP-k egyiittes kezelése 24 ora elteltével szignifikansan
csokkent fehérje koncentraciot eredményezett. Ezek az eredmények egyiittesen
megerdsitik, hogy a miR-223-at hordoz6 PMP-k endocitézisa egyértelmlien noveli a
miRNS expressziojat az endothelsejtekben. Ezen kiviil a PMP-k altal atjutott miR-223
képes a gyulladasos koriilmények miatt indukalt ICAM-1 receptor expresszidjat

csokkenteni az endothelsejtekben.

Mivel a mikrovezikuldk legnagyobb része a thrombocytdkbol szarmazik, a
keringé miRNS-ek egy jelentés hanyada az aktivalt vérlemezkékbdl mas sejttipusokba

keriil és befolyasolja azok génexpressziojat.

A miRNS expresszidjdnak molekularis mechanizmusanak tovabbi tisztdzasa
érdekében ezekben a kisérletekben is vizsgaltuk, hogy torténik-e fokozott miRNS
transzkripcid, illetve a Dicerl enzim esetleges fokozott aktivitasa/szintje hozzajarul-e a
szepszises PMP-vel kezelt HCAEC sejtek fokozott miR-223 expresszidjahoz. Ennek
érdekében az elébbi célbol megmértik az érett miR-223 mellett a pre-miR-223
expresszigjat is a TRAP-stimuldlt PMP-k jelenlétében és hidnyaban. Az utdbbi okbol
pedig a HCAEC sejtekbe Dicerl siRNS-t transzfektaltunk a PMP-k hozzaadasa el6tt.
Azt tapasztaltuk, hogy az érett miR-223 jelentdsen 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 jelentésen 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 hozzd ezen gyulladdsos koriilmények kozott tartott

endothelsejtek megvaltozott miR-223 expresszidjahoz.

Végiil a miR-223 leukocyta-endothelsejt interakciora gyakorolt funkcionalis hatasanak
megértése érdekében végeztiink kisérletet, amely soran arra voltunk kivancsiak, hogy a
szepszises PMP-k a miR-223 bejuttatasaval csokkentik-e valamilyen mértékben a
PBMC-k mennyisége 30%-kal csokkent, amikor el6kezelésként szepszisbdl szarmazd
PMP-ket adtunk a HCAEC sejtekhez. Ezek az adatok arra utalnak, hogy a PMP-k altal a
miR-223-on keresztiill mérsékelt ICAM-1 receptor expresszid a leukocytaknak az

endotheliumhoz valo6 kisebb mértékii kotddését eredményezik.
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A disszertacid alapjat képezd két szepszises vizsgalatsorozat eredményeinek
Osszesitésebdl azt gondoljuk, hogy a szepszis soran felszabaduld bakteridlis medidtorok
(pl. LPS) nemcsak a vérlemezkéket stimulaljak a keringésben, ami fokozott
thrombocyta aktivaciohoz és akar thrombusképzédéshez vezethet, hanem az LPS a
keringés utjan bejuthat a csontvelébe, ahol az MK sejteket direkt modon tudja aktivalni,
¢s ez pro-thrombotikus 11j vérlemezkék termelddéséhez vezet. Ezek a nagyobb méretii
thrombocytdk mar eleve ,el6aktivalt” 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 expresszidjat. Tehat szepszisben a
megvaltozott thrombocyta miRNS expressziok kialakitdsaban mindkét mechanizmus
egyszerre résztvehet. Ugyanakkor érdekes adat az is, hogy az aktivalodott vérlemezke
funkcio kovetkezménye nemcsak a koros alvaddsi zavarok bekdvetkezte, hanem a
tulzott mértékli, akar elhuzddd endothelsejt aktivacid/karosodas kompenzécidja is.

Ezeken komplex folyamatok részleteinek a vizsgéalatara tovabbi kutatasok sziikségesek.
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Osszefoglalas

A szepszis egy fertdzés kovetkeztében kialakuld sulyos szisztémas
valaszreakcio, melynek soran gyulladasos citokinek szabadulnak fel. Ennek hatdsara
karosodhatnak az endothelsejtek, ami fokozott fehérvérsejt és thrombocyta aktivaciot
idézhet eld, és ez akar thrombotikus komplikdcidkhoz is vezethet. Az aktivalodott
vérlemezkék nemcsak prothrombotikus folyamatokban vesznek részt, hanem a
mikropartikuldk és szamos biologiailag aktiv mediator kibocsatdsaval kozvetleniil
befolyasoljak mas sejtek funkciojat. A miRNS-eknek fontos szereplik van a sejtek
mukodéséhez sziikséges gének expresszidjanak szabalyozasaban, igy szamos
patofiziologiai folyamat kialakitdsaban is részt vesznek. Szepszis sordn a
megakaryocytdk is érintettek lehetnek, mely kovetkeztében mar eleve megvaltozott
funkcidju és RNS tartalmu vérlemezkék keletkezhetnek. Munkank célja a
megakaryocyta-thrombocyta eredetii miRNS-ek és mRNS-ek vizsgalata volt szeptikus

koriilmények kozott.

A szepszis eredetli thrombocytdk jelentds mértékben megvaltozott miRNS
profilt mutattak. A csokkent thrombocyta miR-26b korrelalt a szepszis sulyossagaval és
mortalitassal, igy hasznos biomarker lehet a fokozott vérlemezke aktivalodasi allapot
jelzésére szepszisben. A csokkent miR-26b expresszid hatterében a Dicerl enzim
csokkent mikodése all. A szeptikus vérlemezkék a magas felszini P-szelektin pozitivas
mellett jelentésen emelkedett SELP és IL1B mRNS expressziot is mutattak a
kontrollokhoz képest. Az LPS-sel stimulalt MEG-01 sejtekben markéans génexpresszid
valtozast tapasztaltunk, és a szepszises vérlemezkékhez hasonléan alacsonyabb miR-
26b és 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 aktivalédott thrombocytakbol
megnovekedett mennyiségben termelddott mikropatikulat detektaltunk szepszisben a
kontrollokhoz képest. A szeptikus thrombocytdkban a csokkent miR-223 expresszid
mellett emelkedett keringd miR-223 szint volt a szeptikus plazma mintdkban és a

mikropartikuldkban.

Detektaltuk a thrombocyta miRNS-ek mikropartikulakon keresztiili bejutasat az

endothelsejtekbe. Nagyobb mértékli volt a szepszises mikropartikuldk felvétele az
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endothelsejtekbe a kontrollokhoz képest, €s az endothelsejtekben a mikropartikulék éltal
megndtt miR-223 szint csdkkentette a gyulladas indukalta ICAM-1 expressziot.

Az értekezés ij tudomanyos eredményei

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

2. Az LPS-sel kezelt MEG-01 megakaryocytakban a csokkent miR-26b expresszid
mellett markans génexpresszid 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 thrombocytdkban, mind a megakaryocytdkban, melyet a
MEG-01 sejtekben specifikus miRNS mimic hasznélataval erdsitettiik meg.

4. A gén ontologiai vizsgalat igazolta, hogy a SELP gén fontos szerepet jatszik a
gyulladasos valaszreakciok kialakitasaban.

5. Az alacsonyabb vérlemezke miR-223 mellett a keringd miR-223 szintje
jelentésen emelkedik a szepszises plazmdban ¢és a thrombocyta eredetli
mikropartikuldkban.

6. A vérlemezke mikropartikulak 4ltal szallitott miR-223 képes jelentdsen
csokkenteni a gyulladds indukalta ICAM-1 expressziot az endothelsejtek felszinén,

amely kisebb fehérvérsejt adhéziot eredményez.
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