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1. Bevezetés

A mikroRNS-ek (miRNS) a nem kodolé RNS csalad tagjai, amelyek az
posttranscriptios szabalyozas résztvevdiként, kulcsfontossagl szerepet jatszanak a sejtek
miikodéséhez sziikséges gének expresszidjanak finomszabalyozasaban. A miRNS-ek az
egész novény- €s allatvilagban jelen vannak és a részleges vagy teljes komplementarités
alapjan, ribonukleoprotein komplexben kotddhetnek a messenger RNS (mRNS)
akadalyozasan keresztiil, vagy akar az mRNS degradacidja révén. Egy miRNS akar tobb
tiz gén milkddését befolydsolhatja. Amennyiben a miRNS-ek expresszidja jelentdsen
megvaltozik, a cél mRNS-ek szintje és az altala kodolt fehérjék mennyisége ennek
megfeleléen lecsokkenhet vagy megemelkedhet. Ezaltal képesek szamos fehérje
expresszio befolyasolasan keresztiil kiilonb6zo cellularis folyamatokat kontrollalni.
Elettani koriilmények kozott részt vesznek szamos anyagcserefolyamat, a
sejtdifferenciacio, proliferacid és apoptdzis szabalyozasaban, ugyanakkor az utdbbi
é¢vekben korosan megvaltozott expresszidjukat Osszefliggésbe hoztdk gyulladasos,
tumoros, metabolikus és kardiovaszkularis betegségek kialakulasaval. Méretiikbol
kifoly6lag rendkiviil stabil molekuldk, amik nemcsak maggal rendelkezd sejtekben,
hanem pl. a vérlemezkékben is jelen vannak, és ellenallnak a ribonukledzok degradalo

hatasanak, ezaltal kimutathatok a plazmaban, a vizeletben és mas testfolyadékokban is.

A vérlemezkék és az endothelsejtek fontos funkciot toltenek be a hemosztazis
folyamatok kialakitdsaban, mivel a vaszkularis integritds fenntartasat a normalis
miikodésiik biztositja. Erfal sériilése esetén a thrombocytak aktivalodnak, receptoraikon
keresztiil kitapadnak a szintén aktivalodott endothelsejtekhez, és a véralvadast elosegitd
mediatorok szabadulnak fel bel6lik. Sulyos metabolikus vagy gyulladasos
kornyezetben ugyanakkor a thrombocytdk €s az endothelsejtek koros aktivalddasa
figyelhet6 meg, ami trombotikus és egyéb vaszkularis szovédmények kialakulasahoz

vezethet.

A dolgozatban két olyan korkép modellezésével foglalkoztunk, melyek
napjainkban is egyre tobb beteget érint. Mind a 2-es tipusu diabetes mellitus (DM2),
mind az ischemias szivbetegséggel egyiitt jard trombotikus és vaszkularis
szovodményeknek igen nagy a népegészségiigyi jelentésége, mivel tovabbra is a vezetd

halalokok kozott szerepelnek.



DM2-ben a vérlemezkék alap aktivacios allapota emelkedett, melynek egyik
magyarazata az lehet, hogy a hyperglycaemia a megakaryocyta (MK) sejtek
mikodésére is hatdssal lehet a csontvelében, és emiatt olyan thrombocytdk
termelddnek, melyek a keringésben mar kisebb stimulus hatdsara konnyebben, akar

nagyobb mértékben aktivalodhatnak.

Jelenleg kevés informacié all rendelkezésiinkre arr6l, hogyan ¢és milyen
mértékben képesek szabalyozni a megvaltozott expressziot mutato MK-eredetii miRNS-
ek a vérlemezkék funkciojat. Feltételeztik, hogy DM2-ben a MK sejtekben
bekovetkezd valtozasok eltérd thrombocyta miRNS expressziokhoz vezethetnek,
aminek fontos szerepe lehet a cél mRNS szintek mdodosuldséban, bizonyos thrombocyta
fehérjék fokozott kifejezddésében, és ezaltal a megvaltozott vérlemezke funkcidban.
Arra kerestiik a valaszt, hogy mely vérlemezke miRNS-ek birhatnak jelentds szereppel a

DM2-hoz tarsult abnormalis thrombocyta aktivacios folyamatokra.

A koronaria betegségek (pl. stabil angina) kezelésében hasznalt hagyomanyos
fémsztentek (BMS) és a gyogyszert eludlé korondria sztentek (DES) sejtaktivalod
hatasanak Osszehasonlitasat végeztiik periférids vérmintakban mért szolubilis fehérjék
alkalmazhatdsagardl, mivel a gyodgyszer kedvezd hatasanak kdszonhetéen csokken a
korai komplikaciok, pl. az in-stent restenosis (ISR) kialakuldsanak kockazata. Az ISR
bekovetkezésének hatterében felmeriilt az aktivaloédott endothelsejtekben megvaltozott
RNS expressziok szerepe. Tekintettel arra, hogy everolimussal bevont DES
beiiltetésben részesiilt betegek mintait vizsgaltuk, az everolimus endothelsejt aktivaciot
¢s RNS expressziot befolyasold hatdsat in vitro koriilmények kozott is tanulmanyoztuk
human endothelsejt kultirdkban. A betegek plazma mintdiban meghataroztuk a keringd
miRNS profilt a komplikdcié jelenlétében és hidnydban, és a szolubilis fehérjék
mennyiségét befolyasolo miRNS-ek és cél mRNS-ek kozotti kapesolatot endothelsejt

tenyészeteken analizaltuk.

A disszertacio témaja a vérlemezke és endothelsejt miRNS-ek jellemzése és
hatasmechanizmusanak jobb megismerése volt fokozott sejtaktivacioval jard
metabolikus és kardiovaszkularis betegségekben. A miRNS-ek kutatdsa az utobbi
években jelentds tudomanyos figyelmet kapott, igy fokozatosan 1j tipusu laboratoériumi

¢s prognosztikai biomarkerekké ¢és egyben terapids célpontokka is valhatnak.
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2. Irodalmi attekintés

2.1 A mikroRNS-ek jelentdsége és biogenezisiik

A mikroRNS-ek (miRNS, miR) révid, altalaban 18-25 nukleotid hossziisagli, nem
koédoldé RNS molekuldk, melyek kulcsfontossagu szerepet jatszanak a sejtek fiziologias
miikodéséhez sziikséges gének expresszidjanak finomszabalyozasaban, posttranscriptios
szinten. Erett formajukhoz képest joval hosszabb transzkriptekb6l szarmaznak, melyek
tobb 1épésbdl allo érési folyamaton mennek keresztiil, mieldtt beépiilnének a RISC
komplexbe (RNA-induced silencing complex) [1]. A miRNS-ek, az érésiiket
befolyasold, illetve az altaluk szabalyozott fehérjék szdmos fajban azonosak, mégis
szamuk és elnevezésiik helyenként kiilonbozd lehet, ezért biogenezisiiket a human

folyamatokon keresztiil szeretném bemutatni.

2.1.1 Az RNS interferencia és a miRNS-ek felfedezése

Az RNS interferencia az a mechanizmus, amely soran egy gén kifejezodése
posttranscriptios gatlas ala kertil egy szekvencia specifikus egyszali vagy kétszalit RNS
molekula 4ltal. A jelenséget el6szor a fonalféregben (Caenorhabditis elegans) irtdk le
1998-ban [2], amikor a féregbe hosszl, kettds szalu RNS-t juttattak be és erds
géncsendesitd hatast tapasztaltak. Az ecetmuslicaval (Drosophila melanogaster) végzett
in vitro kisérletek [3] jelentésen hozzdjarultak az RNS interferencia folyamatanak
részletesebb megismeréséhez; a hossza, dupla szali RNS-ek elézetesen 21-22 nukleotid
nagysagura hasitoédnak egy Ill-as tipusu ribonukledz (RNaz) altal, hogy szabalyozni
tudjak az mRNS-ek miikddését. Ezen megfigyelésekbdl kiindulva 2001-ben kimutattak,
hogy rovid RNS duplexeket alkalmazva is nagyon hatékony volt az RNS interferencia
mechanizmusa az emlds sejtekben [4]. Ezen duplexeket kis interferald6 RNS-nek
(siRNS) nevezték el, melyek 3° végét ugyanolyan 2 nukleotidos ,,overhang” (tulnytlas)
jellemzi, mint amit az el6z6 ecetmuslicas kisérletekben figyeltek meg [3]. A miRNS-ek
miikodésének részletes megismerése idején debreceni kutatok is alkalmaztak
»antisense” RNS-eket a transcriptios események csendesitésére [5]. A késObbiekben az
siRNS-ek altal kifejtett interferencia mechanizmusanak megismerése jabb teriileteket
nyitott a fehérjekutatasban, illetve a miRNS-ek terdpias hasznalhatosaganak

vizsgalataban.
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Valojéban az els6 kis szabalyozdé RNS-t valamivel kordbban azonositotta Victor
Ambros ¢és kutatocsoportja [6], mint ahogy az RNS interferencia mechanizmusanak
felfedezése tortént. A fonalféreg larvaallapotdnak elsé két fejlodési stadiumanak
atmeneti szakaszaban a 22 nukleotid hosszu lin-4 (késdbb azonositott miRNS) gétolni
tudta a lin-14 gén expresszidjat a kis RNS és az mRNS 3’ nem kddol6 régioja (3° UTR)
kozotti részleges komplementaritas altal [6]. Hét évvel késobb egy masik kis szabalyozo
atmenetében [7]. Azt is kimutattdk, hogy ez a kis RNS tobb mRNS 3’ UTR régidjahoz
is hozza tudott kotddni és képes volt negativan szabalyozni a lin-41 gén kifejez0dését
[7]. Andrew Fire ¢s Craig Mello amerikai kutatok 2006-ban, mindossze 8 évvel az RNS
interferencia feltalalasat kovetéen megkaptdk az orvosi Nobel-dijat. Ezek a munkak
nyitottdk meg az utat a nem kodoldé RNS-ek kutatisahoz, ami szamos miRNS
azonositasdhoz vezetett a fonalféregtol a muslican at az emldsokig azt bizonyitva, hogy
az RNS-csalad széles ¢s fontos részét alkotjak. A kis RNS-ekre adaptalt ) generacios
szekvenalasi technikak alkalmazésa rendkiviil felgyorsitotta a miRNS-ek azonositasat.
A miRBase adatbazis (www.mirbase.org) 22-es verzidja (2018. marcius) alapjan 2693
érett miRNS szekvencidt azonositottak eddig az emberben, 2013-t az egérben (Mus
musculus), 471-t az ecetmuslicadban, és 439-t a fonalféregben, az alcsaladokkal egytitt
ezek szdma még ennél tobb is lehet. A sokat vizsgalt let-7 nagyon erds konzervaltsaga
az evolucidban lehet6vé tette, hogy kialakitsak a nem kodolo kis RNS-ek 1j csaladjat, a

miRNS-ek csoportjat [8, 9].

2.1.2 A miRNS-ek biogenezise

Az egyes miRNS-ek érési folyamata tobb utvonalon mehet végbe. A legtobb
miRNS biogenezise két fontos RNaz miikodésétol fiiggéen torténik tobb 1épésen
keresztiil (klasszikus utvonal), azonban léteznek ettdl eltéré modon lezajloé folyamatok

is (alternativ utak).

Az elsddleges miRNS-ek (pri-miRNS) olyan hosszu, kétszali RNS-ek, melyek
akar tobb ezer nukleotidbol is allhatnak [1]. MiRNS génekrdl és fehérjét kodold gének
intron vagy exon szakaszairdl kerlilnek transcriptiora. Ezek a miRNS-ek tehat egyiitt
irédnak at a ,,gazdaszervezet” tobbi génjével [10]. Bizonyos introni eredetli miRNS-
eknek sajat promoter régidjuk is van, lehetévé téve a tobbi géntdl vald fiiggetlen

atirodast [11]. A miRNS gének transcriptidjat ugyanazok a tényezok szabalyozzak, mint
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amelyek az mRNS-eket kodolo gének atirasat is regulaljak. Az esetek nagy tobbségében
az RNS polimeraz II végzi a transcriptiot (néhany miRNS-nél az RNS polimeraz I1I),
igy a pri-miRNS-ek rendelkeznek egy 7-metil-guanozinnal az 5° végen, és egy poli-A
farokkal a 3° végen [12].

A miRNS-ek eredetiiktdl fliggetleniil hasonl6 érési folyamaton mennek keresztiil.
Ahogy az 1. abra is bemutatja, a miRNS el6alakok két egymast kovetd érési szakaszon
mennek at (az elsd a sejtmagban, a masodik a citoplazmaban torténik), miel6tt az érett
miRNS-ek beépiilhetnek a szabalyoz6é RISC komplexbe [13]. A pri-miRNS-ek Un.
,hairpin” (hajtll) szerkezetiiek, melyek kozépsé részében talalhatok az érett miRNS-ek
szekvenciai. Ehhez a hajti szerkezethez tud koétddni a Mikroprocesszor nevii fehérje
komplex, amely végrehajtja a miRNS-ek els6 érési folyamatat. Ezt a komplexet egy I11-
as tipusi RNdaz enzim, a Drosha ¢és kofaktora, a DGCR8 (DiGeorge syndrome
critical/chromosomal region 8) alkotja. A DGCRS két, a dupla szala RNS-re specifikus
kapcsolodasi domént tartalmaz, ami lehetévé teszi a pri-miRNS-el vald kotodést. A
lehasithasson egy szakaszt a pri-miRNS-r6l. Az érési folyamat elsé szakasza prekurzor
miRNS (pre-miRNS) keletkezéséhez vezet, ami koriilbeliil 60-70 nukleotid hossza és
még mindig rendelkezik a hajtl strukturdval. A pre-miRNS 3’ végén 1év6 2 nukleotidos
tulnyulast ismeri fel az Exportin-5 RAN-GTP komplex (RAs-related nuclear protein-
guanosine triphosphate), amely segitségével a pre-miRNS ki tud jutni a citoplazméba,

ahol a mésodik érési folyamat fog lezajlani [1, 13-15] (1. &bra).

A sejtmagbol vald kijutas kovetkeztében a pre-miRNS egy ujabb érési komplexbe
¢épiil be, ami a Dicer enzimbdl és a TRBP (transactivation-responsive RNA-binding
protein) kofaktorbol all. Az enzim PAZ (Piwi/Argonaute/Zwille) doménje koti meg a
pre-miRNS 3’ végén 1év0 2 nukleotidos tulnytlast, a helikaz doménje a hajti
szerkezethez képes kotddni, mig a TRBP ndveli a Dicer affinitdsat a szubsztratjadhoz és
meg tudja konnyiteni a miRNS kiszabadulasat [16]. A Dicer-TRBP komplex a pre-
miRNS hajtli szerkezetét lehasitja, és két érett miRNS-bol allé duplex keletkezik,
melyek altalaban 18-25 nukleotid hosszisaguak. Ezek koziil az egyik szal (a vezetd
szal) az Ago2 (Argonaute 2) fehérjével kialakitja a RISC komplexet, mig a masik szal
lebomlik (1. abra).
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1. abra. A miRNS-ek érési folyamata. A miRNS-ek a sejtmagban miRNS génekrdl, intronokrol vagy
exonokrol ir6dnak at RNS polimeraz II/III altal és pri-miRNS-ek keletkeznek. Ezek koriilbeliill 2000
nukleotid hosszuak és ,,hajtli” konformécioban vannak jelen. A Drosha RN4az aktivitdsanak hatasara pre-
miRNS-ek keletkeznek, amelyek az Exportin 5 fehérje segitségével kijutnak a sejtmagbol. A
citoplazmaban egy masik RN4z, a Dicer lehasitja a hajtl szerkezetet és miRNS duplex keletkezik. Ennek
egyik szala (vezetd szal) az Ago2 proteinnel alakitja ki a RISC komplexet, amig a masik szal lebomlik.
Az érett miRNS-ek 18-25 nukleotid hossziak, az mRNS 3> UTR régidjahoz kotddnek és azok
aktiv vagy passziv szekrécid révén kijuthatnak a sejtekbdl a keringésbe és részt vehetnek az intercellularis
kommunikécioban vagy laboratdriumi biomarkerként is alkalmazhatok. Roviditések: Ago2: Argonaute 2,
DGCRS: DiGeorge syndrome critical/chromosomal region 8), miRNS: mikroRNS, mRNS: messenger
RNS, pre-miRNS: prekurzor miRNS, pri-miRNS: elsédleges miRNS, Ran-GTP: RAs-related nuclear
protein-guanosine triphoshate, RISC: RNA-induced silencing complex, RNS Pol. II/IIl: RNS polimeraz
I/III, TRBP: transactivation-responsive RNA-binding protein. (Az dbra Meller HG és munkatarsainak
2013-as kozleménye [13] alapjan, annak szerkesztésével késziilt).

A miRNS-ek klasszikus biogenezisén kiviill 1éteznek alternativ érési utak is,
melyek fliggetlenek lehetnek vagy a Mikroprocesszortél (Drosha-DGCRS), vagy az
érési komplextél (Dicer-TRBP). Az elsé csoport kozott talaljuk a Mirtronokat [17],

amelyek nagyon rovid intron szakaszokrol irddnak at és a méretiik megfelel egy pre-
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miRNS nagysaganak. A transcriptiot kovetden az RNS szakasz kdzvetleniil tud kdtddni
a Dicer-TRBP komplexhez. Néhany nem kodoldé RNS struktira (transzfer RNS,
riboszomalis RNS, kis nukledris RNS, stb.) is hasadhat ugy a Mikroprocesszortol
fiiggetlentil, hogy funkcidoképes miRNS-ek keletkezzenek [18].

Eddig egy olyan miRNS-t ismeriink (miR-451), melynek az érése Dicer fiiggetlen
moddon megy végbe. A dupla szalii pre-miR-451 minddssze 17 bazispar hosszisagu (a
hajtli szerkezet nélkiil), ami tal révid ahhoz, hogy a Dicer tokéletesen tudja kotni és
hasitani. Kovetkezésképpen, a miRNS kozvetleniil kapcsolodik az Ago2 proteinhez,
amely hasitani fogja az endonukledz doménjével és funkcionalis érett miRNS keletkezik

[19, 20].
2.2 Az érett miRNS-t magaba foglalo szabalyozo komplex miikodése és funkcioja

A Dicer fiiggo és fiiggetlen modon keletkezett miRNS duplexek egy szabalyozo
végzik. A miRNS altali szabalyozé komplex egy ribonukleoprotein komplex, ami
legalabb egy Ago fehérjébdl all, és egy érett miRNS kapcsolddik hozza. Az Ago csalad
fehérjéinek a szama fajonként valtozik. Az embernél 4 ilyen fehérje van, amiket Agol-
4-ig neveztek el. Kozilik az Ago2 kiemelkedd fontossdgu, mert endonukledz
aktivitassal rendelkez6 doménje van szemben a tobbi Ago fehérjével. Ennek a
funkcionak koszonhetéen az Ago2 proteinbdl €s a miRNS duplex vezetd szalabol
Osszetevodd komplexek (RISC) teljes komplementaritds esetén képesek hasitani az

mRNS-t [21].

2.2.1 A RISC szabalyozo komplex képzddése

Amikor a pre-miRNS elhasad, a miRNS duplex ugy oriental6édik, hogy be tudjon
épiilni az Ago2 fehérjébe [22, 23]. Ez a folyamat egy konformacids valtozast igényel,
amihez a sziikséges energia az ATP (adenosine triphosphate) hidrolizisébdl szarmazik,
¢s chaperon fehérjék (Hsc70 és Hsp90) jelenlétében torténik [24]. A komplex
belsejében a miRNS duplex egyik szala (a vezetd szal) erdsen beépiil az Ago2 fehérje
magjaba, mig a kovetd szal elimindlodik. Ez az eliminacié végbe mehet i) az Ago2
endonukledz hasitasa révén, ha a két szal egymas komplementerei, vagy ii) a két szal
szétbontasaval, ami az Ago2 fehérje N-termindlis doménjén keresztiil torténik [25]. A

miRBase adatbazis alapjan a két szalat az eredetiik alapjan kiilonboztetjiik meg -5p vagy
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-3p jeloléssel (pl. miR-223-3p) attol fiiggden, hogy a pre-miRNS 5’ vagy 3’ végérol
szarmaznak. A kovetd szalat egy csillag jelzéssel (miRNS*) kiilonboztetik meg a vezetd
szaltol. A miRNS és az Ago2 kozotti interakcio fiiggetlen a szekvenciatol, mert a
miRNS egész hosszara jellemzd hidroxilalt ribéz vaz 1€p kapcsolatba a fehérjével, nem

pedig a nitrogénbazisok [22, 23].

2.2.2 A vezetd szal kivalasztasa

A két miRNS szal koziil a vezetd szal egy szelekcids iranyt jelezve valasztodik ki,
ami a duplex végeinek a termodinamikai stabilitdsahoz kotddik és altalaban az uracil
nukleotiddal kezd6dd szal marad meg. A Dicer az egyik kofaktora segitségével méri a
duplex termodinamikai stabilitasat, ami befolyasolja ennek elhelyezkedését a
komplexen beliil és iranyitja beépiilését az Ago2-be. Az Ago2 fehérje esetén a MID
(middle) domén affinitasa a miRNS-hez fiigg az 5° végen 1év6 nukleotidtol [26, 27] és
€z meg is magyarazza, hogy miért van a legtobb miRNS 5° végén uracil vagy adenozin
bazis. Egyes miRNS-ek esetében a két szal nagyon hasonlo szinten talalhatdé meg, mig
mas esetekben az érett szal kivalasztasa fiigg a sejttipustdl és bizonyos fiziologids vagy

patoldgias koriilmények fliggvényében valtozhat [27].

2.2.3 A cél mRNS-ek felismerése

A RISC komplexben a miRNS-ek teszik lehetové, hogy a szabalyozd egység
felismerje a cél mRNS-ek kapcsolodasi helyeit és azokhoz kotddni tudjon. Az siRNS-ek
esetében teljes komplementaritas all fenn a kotohellyel, és ez lehetévé teszi, hogy az
vezet. Ezt a szabadlyozé mechanizmust féleg novényeknél lehet megfigyelni, ahol a
miRNS ¢és az mRNS szekvencidi a legtobb esetben teljesen megegyeznek. Az
emlésoknél eddig még csak kevés, ennyire tokéletes komplementaritdsu kotohelyet
azonositottak, inkdbb az jellemzd, hogy a miRNS szekvencidja csak részben egyezik

meg az mRNS-ével.

A szabalyoz6 komplexek €s a cél mRNS-ek kozotti interakcid kritériumait az elsdé
miRNS-mRNS  parokrol  késziilt tanulmanyokban  hataroztdk meg, amit
immunprecipitaciés modszerrel, valamint az Ago2 kotdhelyeinek szekvenalasaval is
megerodsitettek [28-30]. A miRNS 5° végén 1évo elsé nukleotid teszi lehetévé a miRNS

beilleszkedését a szabalyozd komplexbe, igy ez nem vesz részt a cél mRNS
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felismerésében. Az esetek tobbségében a 2-8. nukleotidok képezik a miRNS kulcs
nukleotidok 4ltaldban nem komplementerek, amik viszont megakaddlyozzak az Ago2
altali hasitast. A 3° végen egy kiegészitd egyezést figyelhetiink meg, ami megerdsiti a
RISC komplex interakcidjat az mRNS-el, amikor a ,,seed” régi6 nem kotddott teljesen.
A miRNS-ek kapcsolddasi helye tobbségében az mRNS 3° UTR régidjaban helyezkedik
el, legalabb 15 nukleotid tavolsagra a kodolo régiotol, de a kodold szekvencidk végén,

vagy a poli-A farok kozelében is lehetnek [30].

2.2.4 A szabalyozo komplexek hatasmechanizmusai

A miRNS-ek tobbsége posttranscriptios mddon gatolja a cél gének kifejezddését.
A miRNS-ek 2 f6 mechanizmuson keresztiil fejtik ki hatasukat. Az egyik a transzlaciod
a keletkez6 peptidek lebontasa) [31, 32], a masik az mRNS-ek destabilizalasa
deadenilacids és ,,decapping” mechanizmusok altal [33, 34], ami pedig degradaciohoz
vezethet. A transcriptomikai €és a proteomikai vizsgalatok eredményei kozotti
korrelacids vizsgalatok [35, 36] azt sugalljak, hogy az mRNS-ek destabilizacidja lehet a
miRNS-ek {6 szabalyozd6 mechanizmusa, vagy legaldbbis a leghatékonyabb, ami
kotohelyek kevésbé befolyasoljak a fehérje expresszidt, mint azok, amelyek a 3 UTR-
ben talalhatok. A kozelmultban megjelent munkak azt is kimutattdk a muslicaban [37]
¢s a zebradanioban (Danio rerio) [38], hogy a két szabalyoz6é mechanizmus akar

kovetheti is egymast, de a transzlacio gatlasa megel6zi az mRNS destabilizaciojat. A

crer

c sy

crer

mRNS 5’ UTR régiojahoz kotddik [40].
2.3 A miRNS-ek fiziologias és patologias funkcioi

A miRNS-ek a mitkddésiik révén a transzlacio bekdvetkeztét hiusitjak meg (2.
abra). A miRNS altali szabalyozas tehat nem sziinteti meg egy gén muikodését, csak

csokkenti annak kifejezodését. Minden miRNS akar tobb szaz gént tud szabalyozni, és
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egy gént egyszerre akar tobb miRNS is regulalhat. Ugy vélik, hogy a kodold gének kb.
60%-a all a miRNS-ek szabalyozasa alatt [1, 41]. A fizioldgias és patologids cellularis
folyamatok dont6 tobbségében kimutattdk a miRNS-ek koroki szerepét (2. abra),

amelyeket a kdvetkezo fejezetekben fogunk bemutatni.

2.3.1 A miRNS-ek szerepe a fiziologias folyamatokban

A miRNS-ek funkcigjardl szold elsé tanulmanyok [2, 6] a gének iddszakos
szabalyozasaban betoltott szerepiiket mutattak ki a fonalféreg fejlédésében. A miRNS-
ek érésében részt vevd enzimek hidnyaban végzett kisérletek bebizonyitottak, hogy a
miRNS-ek fontos szerepet jatszanak az embriogenezisbenis [42]. Egyes miRNS-ek,
mint példaul a let-7 csalad miRNS-ei, eldsegitik sejtek differencidlodasat és gatoljak a
szomatikus sejtek dedifferencialédasat pluripotens sejtekké. Mig a let-7 miRNS-ek a
globalis sejtdifferencidlodasban vesznek részt, addig mas miRNS-ek a sejtek specifikus
elkotelez6dését  fogjak megkonnyiteni. Ezt részletesen tanulmanyoztdk a
hematopoetikus Ossejtek differencidlodasa esetében [43]. Minden egyes vérsejtnek van
sajat miRNS készlete ¢s az egyes miRNS-ek miikddése fogja beinditani a progenitor
sejt differencidlodasat. A miR-223 expresszidja példaul myeloid irdnyba inditja el a
prognitor sejt differencidlodasat [44]. Ezzel ellentétben, a miR-181 a lymphoid tipusu

sejtek differencialédasaban jatszik fontos szerepet [45].

A miRNS-ek tehat a legfontosabb sejtfolyamatokban vesznek részt (2. abra). A
miR-26 csaladban tartozé miRNS-ek példaul a nyugvoé sejtekben fejezodnek ki, melyek
szintje a sejtciklus folyaman valtozik és a G1/S fazisba foglalt géneket gatoljak [46]. A
miR-34 csalad miRNS-ei a p53 tumorszupresszor gén kifejezodését eredményezik [47],

ami jelentds szerepet jatszik a sejtek oregedésében és apoptozisaban.
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2. abra. A miRNS-ek szerepe. A miRNS-ek a gének expresszidjanak posttranscriptios szabalyozéasat
végzik az mRNS destabilizadldsan és a transzlacio gatlasan keresztiil (fels6¢ abrarész). Fiziologias
koriilmények kozott fontos szerepiik van a sejtdifferenciacioban, az anyagcserében, a hemosztazisban és a
jelatviteli folyamatokban, ugyanakkor megvaltozott expresszidjuk szamos betegség kialakulasahoz
vezethet, mint példaul tumorok, diabetes mellitus vagy autoimmun korképek (als6 abrarész). Ezen feliil 1)
tipust laboratoriumi biomarkerek vagy terapias célpontok is lehetnek. Roviditések: miRNS: mikroRNS,
mRNS: messenger RNS. (Az dbra Weimer EA és munkatarsainak 2007-es kozleménye [48] alapjan, az
eredeti abra szerkesztésével és kiegészitésével késziilt).

2.3.2 A miRNS szintek valtozdasdanak patologids kovetkezményei

Az alapvet6 fiziologias folyamatokban betdltott szereplik megismerését kovetéen
a miRNS-ek abnormalis miikodését kiilonbozo betegségben és daganatokban is hamar
bizonyitottak [48, 49]. A miRNS-ek szintjét egy debreceni kutatocsoport kis sejtes
tiidorakban vizsgalta, mely tanulmanyban 24 miRNS (pl. miR-301, miR-223 és miR-
374) megvaltozott expressziojat talaltdk a primer tumorban a normal tiidészovethez
képest, igy ezek akar uj diagnosztikai markerként is szolgalhatnak [49]. A miRNS-ek
fontos szereppel birnak az agy megfeleld mikddésében, de a miRNS-ek
expressziojanak valtozasa vagy a kapcsolodasi helyek mutacidi hozzajarulhatnak
betegségek, pl. a neurodegenerativ korképek kialakulasahoz [50, 51]. Bizonyos miRNS-
ek részt vesznek az anyagcsere folyamatok szabalyozasaban, ugyanakkor megvaltozott

expressziojukat mutattak ki olyan betegségek kialakuldsadkor mint a DM2, illetve a
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dyslipidemia [52]. A miR-21 fokozottan kifejezddik egyes daganatokban, és szdmos
tumorszuppresszor gén befolydsolasa révén jelentés onkogén tulajdonsaggal bir [53]. A
miR-21 4ltal gatolt gének miatt fokozodik a koros sejtek proliferacioja, valamint

csokken az apoptozis képességiik, amelyek hozzajarulnak a daganatos sejtek

crer

2.3.3 Az extracellularis miRNS-ek szerepe

AmiRNS-eket kiilonb6z6é bioldgiai folyadékokban is tudjuk detektalni, mint a
plazmaban, a vizeletben, a konnyben, a nyalban €s az anyatejben [54]. Az RNS
transzferen keresztiil a miRNS-ek nemcsak a sajat, hanem mas sejtek miikodését is
képesek befolyasolni, ezéltal az intercellularis kommunikaci6 egyik fontos

megnyilvanulasat jelentik [55].
2.3.3.1 A keringd miRNS-ek jellemzoi

Az extracellularis térben megtalalhaté miRNS-ek aktiv vagy passziv szekrécidval
[55] keriilnek ki a sejtekb6l (1. abra). Egy jelent6s résziik (kb. 70%-uk) a
thrombocytakbol szabadul ki. A plazmdban és a szérumban megtaldlhaté RNazok
aktivitasanak ellenére a keringd miRNS-ek meglehetdsen stabilak, ami azt feltételezi,
hogy lipid és/vagy fehérje Osszetevok altal védettek. Exoszomakba és apoptotikus
testekbe csomagoltan, Ago2 fehérjéhez vagy HDL-hez (high density lipoprotein)
kapcsoltan, a keringésben dontden vérlemezke eredetli mikropartikuldkban vannak jelen
[52, 55]. A vezikuldk vagy a ribonukleoprotein komplexek bekotddhetnek a fogado sejt
felszinén 1€vo receptorokhoz (pl. foszfatidil-szerin) és ezeken at, vagy a sejtmembrannal

fuzionalva juthat be az RNS tartalom.
2.3.3.2 A miRNS-ekhez kapcsolt sejt-sejt kozotti kommunikdcio

Az exoszomak altali RNS transzfert el6szor az emberi és egér mastocyta sejtekbol
szeparalt exoszomdkban mutattak ki. Ezek miRNS-eket és mRNS-eket is tartalmaztak
¢és atkeriilhettek méas mastocyta sejtekbe is [56]. Recipiens sejt génexpresszidjanak az
extracellularis miRNS-ek altali szabalyozasat a myeloid leukémids K562 sejtek altal
termelt exoszémakban mutattak ki. Az exoszoémakban nagy mennyiségben volt jelen a
miR-92a, ami a HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) sejtekbe bejutva olyan

cél mRNS-ek szabalyozdsat végezte, amelyek eldsegitik a tubuldris rendszer
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soran a vérlemezke aktivacid altal képzédé mikropartikuldk endothelsejtekkel és
macrophagokkal is kapcsolatba 1éphet [58]. A miR-320b az endothelsejtek ICAM-1
(Intercellular Adhesion Molecule 1) fehérje expressziojat befolyasolta [59], mig a miR-
223 masik két mRNS (FBXW7: F-box/WD repeat-containing protein 7, EFNA1: ephrin
Al) szintjét és a sejtek apoptozisat is képes volt moduldlni [58, 60]. Néhany évvel
késébb a miR-126 miRNS-t tartalmazo mikropartikuldk bejutdsat tudtdk igazolni
makrophagokba [58], amely jelentésen csokkentette a CCL4 (Chemokine (C-C motif)
ligand 4), a CSF1 (colony stimulating factor 1) és a TNF mRNS ¢és fehérje szinteket, és
fokozta a sejtek phagocyta funkcidjat. A monocyta eredeti miR-150-et tartalmazo

cres

2.3.3.3 A keringo miRNS-ek mint potencialis biomarkerek

Az extracellularis miRNS-ek, de fdleg a plazmaban keringd miRNS-ek
expresszios szintje szamos koros folyamatban megvaltozik, ezaltal segithetik az egyes
betegségek diagndzisat. A szolid tumorok esetében szdmos olyan miRNS-t
azonositottak, amelyek szintje jelentdsen megvaltozott [48, 49, 62]. Hasonl6 mddon
kardiovaszkularis koérképekben is jellegzetes valtozasokat figyeltek meg a miRNS
szintekben [63-67], amik hozzajarulhatnak a diagnosztikai és prognosztikai vizsgalatok

fejlodéséhez.
2.4 A vérlemezke aktivalodashoz kothetéo miRNS-ek jellemzése

2.4.1 A thrombocyta aktivacio jelentosége

A vérlemezkék a csontveldben [68] és egy ujabb allatkisérletes tanulmany szerint
a tiidészovetben [69] elhelyezked6 MK-r6l lefizddve jutnak be a keringésbe.
Sejtmagjuk nincs, élettartamuk egészséges ember keringésében mintegy 9-11 nap.
Meéretiik megkozelitéleg 2-5 um és atlagosan 150-400 ezer van belélik 1 mm® vérben.
Fiziologias koriilmények kozott az érfal sériilés esetén felszabaduld molekuldk (pl.
kollagén, von Willebrand faktor, stb.) kiilonbozé receptorokon keresztiil aktivaljak a
thrombocytakat, melyek egymassal és mas sejtekkel aggregalodva, valamint a sériilt
érfalhoz kitapadva beinditjdk a primer hemosztazist [70]. Emellett ujabb kutatési adatok
alapjan [71, 72] fontos szerepiik lehet a korokozokkal szembeni védekezésben is.

Kiilonb6z6 mediatorok és citokinek termelésével és az immunsejtekkel interakcidba
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Iépve Osszehangoljak a gyulladdsos folyamatok lezajlasat, valamint képesek lehetnek
bizonyos korokozokat megkdtni és elimindlni. Ugyanakkor sulyos fertdzésben vagy
gyulladasos, metabolikus betegségben a vérlemezkék nagyobb mértékii aktivaciojat
figyelhetjiik meg, amely akar trombotikus komplikaciok kialakuldsat okozhatjak. Ilyen
stimulus lehet DM2-ben a hyperglycaemia [73, 74], szepszisben a Gram-pozitiv vagy
Gram-negativ baktériumokbol szarmazé sejtfalkomponensek (pl. peptidoglycan, LPS:
lipopolysaccharide) [75, 76], a lipidanyagcsere betegségekben a magas koleszterinszint
[77], illetve maga az obezitds [78]. A kiilonb6zd korképekben emelkedett vérlemezke
aktivacios allapot magas sejtfelszini P-selectin (CD62) expresszioval és nagyobb
szolubilis plazmakoncentracioval mutathatd ki, ami jelezheti a vaszkularis

szovodmények kialakulasat [70, 73, 76].

2.4.2 A thrombocytak RNS tartalma

A vérlemezkék nem rendelkeznek sejtmaggal, de tartalmaznak MK-eredetii
mRNS-t, miRNS-t, szdmos sejtalkotdt (pl. riboszoma, endoplazmatikus retikulum, stb.)
¢és enzimeket (pl. Dicer) (3. dbra). Mindezek birtokaban bizonyos stimulusok hatasara
akar de novo fehérjeszintézis is lejatszodhat benniik (pl. IL-1PB) [79-81]. Mivel a
vérlemezkékben nincs transcriptidé ugy tlinik, hogy a pre-mRNS ,splicing”
mechanizmuséanak [82] és a miRNS-ek miikodésének joval nagyobb szerepe lehet, mint
mas maggal rendelkez0 sejtekben [80]. A thrombocytdkban relative nagyobb is a
miRNS:6sszRNS ardny, mint a fehérvérsejtekben [83]. Jelenleg tobb, mint 500 miRNS-
t azonositottak [83, 84], amelyek nemcsak a vérlemezke aktivaciot eldsegitd, de az azt
megakadalyozo fehérjék expresszidjat is befolyasolhatjak, igy kontrolldlva a
sejtaktivacios folyamatokat és a trombus képzdédést. Kovetkezésképpen a miRNS
szintek megvaltozasa jelentdsen befolydsolhatja a thrombocyta reaktivitas mértékét. A
legnagyobb mennyiségben megtaldlhaté miRNS-ek koz¢ tartozik a miR-223, miR-142,
miR-199, miR-126, miR-26, let-7, miR-103, miR-185, miR-21, miR-140, miR-23a,
miR-22 és a miR-24, melyek a vérlemezkében 1évé miRNS-ek kozel 80%-at alkotjak,
igy feltehetéen ezeknek jelentdsebb szerepe lehet a thrombocyta funkcid
szabalyozasaban [80, 82, 83, 85, 86]. A nyugvé vérlemezkékben a miRNS-t tartalmazé
RISC komplex megakadalyozza az aktivacio-fiiggd fehérjék szintézisét az mRNS
kifejezodésének gatlasan keresztiil, a Dicer miikodése pedig az érett miRNS expresszid

fenntartasat biztositja [87, 88]. Vérlemezke aktivacié (pl. thrombin altal) hatasara
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viszont a mRNS-ek levalhatnak az 6ket szabalyozé RISC-rdl és igy végbe mehet a
fehérjeszintézis (pl. Plasminogen activator inhibitor-1) [87]. DM2-ben a thrombocyta
aktivacioval egyiitt jaro emelkedett intracellularis Ca®" koncentracio hatasara a Ca®'-
fliggd calpain 1 és 2 aktivalodik, melyek hasitva a Dicert, lecsokkentik az enzim
aktivitasat, ezaltal szamos érett miRNS szintje alacsonyabb lesz [88]. A Dicer
jelentdségét az enzimre deficiens (KO: knock-out) egérkisérletben is igazoltak, amikor a
vad tipust allatokhoz képest a fibrinogén receptor szintje emelkedett és a thrombocytak

in vivo funkcioja is fokozottabb volt [89].

Megakaryocyta Vérlemezke ci6 i

Transzlacio >
TREP

Fehérje "'..

Pre-miRNS

Transzlici6 Transzlicié mRNS
gitlas gatlis hasitas K
mRNS miRNS &a 4\ Dicar .-'
L
. hasitas i RISC roc &h i
] Pre-miRNS / RISC
RlSC B & Peee ]

3. abra. A vérlemezke miRNS-ek szarmaziasa. Kozel 10 éve tudjuk, hogy a vérlemezkék is
tartalmaznak mRNS-t, miRNS-t és olyan sejtalkotokat (riboszoéma, endoplazmatikus retikulum),
fehérjéket (Ago2) ¢és enzimeket (Dicer), amik lehetévé teszik a fehérjeszintézist és annak szabalyozasat.
Ezek a molekuldk a megakaryocytakbol valo lefliz6désiik sordn, a sejtek citoplazmajabol keriilnek a
thrombocytdkba. A Dicer enzim jelenlétében a pre-miRNS-ek érése is végbemehet és az érett miRNS-ek
az Ago?2 fehérjéhez kapcsolodva a RISC komplexen beliil, szabalyozhatjdk a transzlaciot. Roviditések:
Ago2: Argonaute 2, DGCRS8: DiGeorge syndrome critical/chromosome region 8, miRNS: mikroRNS,
mRNS: messenger RNS, pre-miRNS: prekurzor miRNS, pri-miRNS: els6dleges miRNS, RISC: RNA-
induced silencing complex, TRBP: transactivation-responsive RNA-binding protein. (Az édbra Landry P
és munkatérsainak 2009-es kozleménye [80] alapjan, annak szerkesztésével késziilt).

A vérlemezkékben megvaltozott RNS profil [74, 81] abbdl is adoédhat, hogy mar
az MK sejtek szintjén modosulnak a miRNS, a pre-miRNS, az mRNS szintek vagy
maga a Dicer funkcidja, az RNS-ek eltérd ,sorting” mechanizmussal [90]
bekeriilhetnek a lefliz0dé thrombocytdkba. A thrombopoesis €s a megakaryopoesis
Osszetett folyamataban is kozremiikodnek a miRNS-ek. Az MK sejtek differencidcioja
¢s proliferacidja soran a miR-223 és miR-150 szintje megemelkedik, mig a miR-155

expresszidja lecsokken [91-93].
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2.4.2.1 A thrombocyta aktivacio szabalyozasaban részt vevé miRNS-ek és cél mRNS-ek

Néhany miRNS ¢s cél mRNS-e kozotti direkt kapcsolatot mar igazoltadk a
vérlemezkékben. Els6ként Landry és munkatarsai mutattdk ki, hogy a miR-223 képes
szabalyozni a P2Y12 ADP-receptor expressziojat [80], ami a vérlemezke funkcid
szabalyozasaban vesz részt [70]. A miR-223 emellett a thrombocyta B1-integrin, kidlin-
[88]. A miR-223 depletalt egerekben fokozott vérlemezke aktivaciot tapasztaltak [88],
ami alatdmasztja ezen miRNS kozponti szerepét. Reaktiv thrombocytakban a lecsokkent
miR-96 emelkedett VAMPS (Vesicle-associated membrane protein 8) mRNS és fehérje
126 szintén szabalyozhatja a P2Y12 receptort, de az ADAM9 (a disintegrin and

metalloproteinase domain-containing protein 9) fehérje expressziojat is képes gatolni

cres

c sy

szintjét 6t kiilonb6zé miRNS (miR-326, miR-128, miR-331, miR-500 és miR-130a) is
regulalhatja [89, 96]. Végiil, a thrombocytak alacsony aktivacids allapotaért a miR-200b
lehet felelés [84], mely az epinephrine-indukalta vérlemezke aktivaciot serkentd
PRKAR2B (cAMP-dependent protein kinase type II-beta regulatory subunit) gén
kifejezddését represszalja. A vérlemezke aktivacio korai szakaszdban bekovetkezo
alakvaltozashoz (shape-change) a KLHLS5 (kelch like family member 5) fehérje és a
miR-495 interakcidja jarulhat hozz4 [84].

2.4.3 A thrombocyta aktivalodas és a miRNS szint valtozasanak kapcsolata DM2-ben

DM2-ben a hasnyalmirigy Langerhans-szigetek B-sejtjeinek fokozatos kimeriilése
¢s az inzulin rezisztencia miatt kialakuld hyperglycaemia fokozatosan emeli a
vérlemezkék aktivacios allapotat [97]. Az endothelsejt diszfunkcié mellett ezek a
reaktiv thrombocytdk is felelosek lehetnek a cukorbetegségben gyakran megjelend
kardiovaszkularis szovodmények kialakuldsaért [98]. Felfedezésiik oOta, egyre tobb
érdeklédés iranyul a vérlemezkékben azonosithaté miRNS-ek szerepére az egyes
betegségekben, igy DM2-ben is [64, 99, 100]. A kutatasok tobbsége arra iranyult, hogy
a nem kodold kis RNS-ek és cél mRNS-ek expresszidja hogyan valtozott és ennek
milyen funkcionalis szerepe lehet. Csokkent vérlemezke miR-223 és miR-146

expressziokat talaltak [99, 100], ami a stroke kialakulasanak kockézatat ndvelte DM2-
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ben [100]. Emellett plazma mintdkban is jelentésen csokkent a keringd miR-223, miR-
126, miR-24, miR-197, miR-191 és miR-21 szintje mind DM2-ben, mind sulyos
atherosclerosisban [99, 101]. A megvaltozott miRNS szintek befolyasolhatjak a
vérlemezke funkciot gatld kezelés hatékonysagat (pl. a miR-223 a P2Y 12-receptoron
keresztiil hatd clopidogrel hatdsat) és potencialis biomarkerként szolgalhatnak a DM2 és

szovodményeinek korai eldrejelzésében (pl. miR-103b) [102-104].

DM2-ben a thrombocyta aktivacidos markerek (pl. P-selectin) mennyisége a
sejtfelszinen és a plazméban szolubilis formaban is megnd [73, 74], ugyanakkor még
nem tudjuk, hogy mely miRNS-ek vesznek részt a P-selectin expresszio
szabalyozasaban. Kiilonboz6 adatbazisok és predikcidés programok alapjan (pl.
WWwWw.microrna.org, www.targetscan.org) a komplementaritas elve szerint a miR-26b és

a miR-140 részt vehet a P-selectint kddolo gén (SELP) mRNS funkcid szabalyozasaban.
2.5 Az endothelsejt aktivacié transcriptios és posttranscriptios szinti szabalyozasa

2.5.1 A korondria fémsztentek és a gyogyszert-eludlo sztentek alkalmazasanak klinikai

vonatkozasai

A koronaria betegségek kezelésében - az intervencios kardiologia nagy léptékii
fejlodése altal - egyre szélesebb korben alkalmazzak a kiilonb6zd koronaria sztenteket
[105, 106]. A klasszikus fémsztentek (BMS) helyett egyre gyakrabban a gydgyszert
kibocsato sztentet (DES) alkalmazzak olyan ischemids szivbetegségekben, amikor a
BMS beavatkozast kdvetéen ujabb sztentelés sziikséges esetleges elzarodas miatt.
Tovabba a trombotikus komplikaciokra hajlamosité betegségekben is ezt a sztent tipust
valasztjdk els6 vonalban, pl. DM2-ben [105, 106]. Klinikai adatok alapjan az
everolimussal bevont DES megbizhatobb acut myocardialis infarctust (AMI) kdvetden
[107], pitvar fibrillaciéban [108] és stabil anginaban [109], mivel csokkenti a korai
események kialakulasanak kockazatat. A fémsztentek hasznalata mellett a gyorsabb
endothelizacid miatt a sztentthrombosis vagy az sztent-restenosis kockazata nagyobb
lehet [110]. Az invaziv katéteres beavatkozas és kiilondsen a komplikaciok kialakuldsa
emelkedett E-selectin [111], VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule 1) és TNF-a
(tumor necrosis factor-a) koncentraciokat [112] okozott. A DES és BMS kiilonbdz6
tipusainak hatékonysagat tehat szamos klinikai tanulmanyban vizsgaltadk, azonban a

direkt sejtaktivald tulajdonsdgainak Osszehasonlitasakor ellentmondésos eredményeket
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kaptak [111, 112], igy kevés informécio all rendelkezésre a kétféle sztent ilyen tipusu

hatasairo6l.

2.5.2 Az everolimus sejtaktivdciora kifejtett hatasa

Az everolimus egy mTOR (mammalian target of rapamycin) inhibitor, amit
leggyakrabban immunszuppressziv gyogyszerként alkalmaznak szervétiiltetésben
részesiilt  betegeknél, hogy megelézzék a Dbeiiltetett szerv  kilokodését.
Simaizomsejtekben, a sejtciklus G1 fazisdnak gatlasan keresztiil antiproliferativ [113],
valamint a fehérvérsejtekre kifejtett gyulladascsokkentd hatasat is igazoltak. Neutrophil
granulocytdkban csokkentette az IL-8 (interleukin-8) termelését és a sejtek TNF-a
indukalta adhéziojat is mérsékelte az endothelsejtekhez [114]. Az everolimus analdgja a
sirolimus (rapamycin) csokkenteni tudta a TNF-o kezeléssel kivaltott HUVEC sejtek
VCAM-1 szintjét az mTORC2 (mTOR complex 2) aktivitdsanak gatlasan keresztiil
[115]. Az everolimus endothelsejt aktivaciot csokkentd hatdsanak Iehetséges
transcriptios és posttranscriptidos szabalyozé mechanizmusait ugyanakkor még nem

vizsgaltak.

2.5.3 A miRNS-ek szerepe az endothelsejt aktivacioban

A génexpresszio finomszabalyozasaért felelds miRNS-ek patofizioldgiai szerepét
vaszkularis betegségekben [63-67] is kimutattak. A teljes vérben mért miR-1291 és
miR-663b expressziok mutattak a legnagyobb specificitast myocardilis infarktusban a
kontroll személyekkel szemben, mig a keringdé miR-25, miR-221 és miR-374b a STEMI
(ST-Elevation Myocardial Infarction) ¢s a NSTEMI (Non ST Elevation Myocardial
Infarction) elkiilonitésében nyujtott segitséget [64]. A miR-133a, miR-155 és a miR-126
az ¢érfalat érintd kiilonbozo cellularis ¢és gyulladasos folyamatokkal keriilt
Osszefiiggésbe, melynek kdszonhetéen potencidlis biomarkerek Ilehetnek a
kardiovaszkularis korképekben [66, 67]. A koronaria sztent miitéteket kdvetd neointima
képzodésben, az ISR kialakuldsdban felmeriilt a megvaltozott expresszidt mutatd
keringd miRNS-ek szerepe. ISR-ben a keringd miR-21 szintje jelentdsen emelkedett,
mig a miR-100, miR-143 és miR-145 mennyisége kisebb volt, melyek az érfal
miRNS-ek szerepét allatmodellben is bizonyitottak: a miR-21 KO egerekben [117]
kisebb volt a restenosis mértéke, a patkdnyokba adott anti-miR-21 [118] vagy a miR-
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126 talzott kifejezédése [119] pedig megeldzte az ISR kialakulasat. Arrdl viszont kevés
informacio all rendelkezésre, hogy a miRNS-ek hogyan regulalhatjadk az implantacio
indukalta endothelsejt aktivacio kialakulasat. Az endothelsejt aktivaciés markerek
(VCAM-1 és E-selectin) kifejez6désének szabalyozasaban a miR-181b szerepét részben

kutattdk mar [120], amit mi tovabb vizsgaltunk.

2.5.4 A transcriptiot szabalyozo enhancer RNS-ek jellemzoi

Az enhancer RNS-ek (eRNS) a nem-kddold RNS-ek csaladjaba tartozik és 2010-
ben azonositottdk [121] genom szinti RNS ¢és Chip-seq (chromatin
immunoprecipitation-sequencing) szekvenalassal. Az RNS szekvenalds és a
bioinformatikai elemzés az eRNS-ek direkt azonositasat teszi tehetévé, mig a Chip
szekvenalassal az aktiv eRNS-eket jel6l6 markerek (H3K27Ac) és az RNS polimeraz 11
mikddése azonosithato. A DNS enhancer régioirdl kerlilnek atirdsra, a gének
transcriptiojat szabalyozzak. Az aktiv eRNS-ek az RNS polimeraz II-vel kapcsolodnak,
transcriptios és inicializacids faktorokat toboroznak a promoter régidhoz, ezaltal
fokozhatjadk a gének transcriptiojat. Az enhancer szekvencidk akéar tobb tizezer
nukleotid tavolsagra is lehetnek a kodold szekvencidktdl az 5° végen [121, 122]. A
szekvenalasi adatok az NCBI GEO adatbazisaban elérhetdek és meghatarozott génekre

fokuszalva tjraanalizalhatok [123], ahogy ezt mi is megtettiik a vizsgalataink soran.
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3. Célkituzések

A kisérletes munkank célja a vérlemezke és endothelsejt miRNS-ek jellemzése
¢s hatdsmechanizmusanak jobb megismerése volt thrombocyta és endothelsejt

aktivacioval jaro két korképben.
3.1 A thrombocyta és MK miRNS-ek vizsgalata DM2-ben

Azt feltételeztiik, hogy a hyperglycaemia hatdsdra megvaltozott MK és thrombocyta

miRNS expressziok hozzédjarulhatnak a fokozott vérlemezke aktivaciohoz DM2-ben.

e (Célunk volt olyan miRNS-ek szerepét megvizsgalni, amelyek nagy mennyiségben
talalhatok meg a vérlemezkékben ¢€s szerepet jatszhatnak a thrombocyta
aktivacioban. A miR-223, miR-26b és miR-140, valamint azok cél mRNS-ei
(P2RY12 ¢és SELP) expresszid valtozasat szeparalt thrombocyta ¢és plazma

mintakban mértiilk DM2-ben, obez és egészséges kontroll személyekhez hasonlitva.

e A diabeteses csontvel6i koriilményeket kétféle MK sejtvonalon (MEG-01 és K562-
MK) modelleztiik, igy tanulményozva a hyperglycaemia kdzvetlen hatasat a sejtek

miRNS és mRNS tartalmara.

e [gazolni kivantuk a miR-26b, a miR-140 és a SELP mRNS kozotti direkt

kapcsolatot miRNS mimic és inhibitor hasznéalatdval a MK sejtekben.
e Vizsgéiltuk a DM2-ben megvaltozott Dicer enzim funkcidjat calpain inhibitor
(calpeptin) hasznalataval MEG-01 MK sejtekben.
3.2 A BMS és DES sejtaktivalo hatasanak osszehasonlitasa stabil anginas
betegekben

Hipotézisiink szerint a koronaria BMS nagyobb mértékii thrombocyta és endothelsejt
aktivaciot okoz, mint a DES, ezaltal gyakrabban alakulhatnak ki klinikai komplikaciok
(pl. ISR).

o Ossze kivantuk hasonlitani a kétféle sztent hasznalata mellett megmért szolubilis

cres

idépontban.

e A betegeket 6 honapon keresztiil kovettiik és a sztent tipus, valamint az ISR

kialakulésa alapjan a biomarker eredményeket tobb alcsoportban tovabb értékeltiik.
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3.3 Az everolimus endothelsejt aktivaciot csokkenté hatasanak vizsgalata

Feltételeztiikk, hogy a DES-rdl elualédé everolimus, mint mTOR inhibitor, képes az

c sy

e C(Célunk volt a vaszkularis gyulladasos folyamatokat artérias tipusti koronaria
(HCAEQC) és vénas (HUVEC) endothelsejtekben modellezni €s transcriptids szinten
vizsgalni a SELE és a VCAMI génexpressziokat in vitro.

e Ezen gének posttranscriptios szabalyozasaért felelés miR-181b érett és prekurzor
formait analizaltuk TNF-a-val kezelt endothelsejtekben everolimus jelenlétében és

hianyaban.

e Az everolimus gyulladascsokkentd hatdsat az NF-xB tutvonal aktivalédasan és az

enhancer RNS-ek expresszid valtozasan keresztiil is kovettiik.

e A BMS és DES kezelésben részesiilt stabil anginas betegek plazma mintdjaban a

crer

ISR jelenlétében és hidnyaban.
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4. Anyagok és modszerek

4.1 Betegek és kontrollok

4.1.1 DM?2 betegek, obez és egészséges kontroll szemelyek

A laboratériumi kisérletes munka soran felhasznalt vérmintadkat a Debreceni
Egyetem klinikai egységeiben gyijtottik 0ssze. A DM2-ben, valamint obezitdsban
szenvedd betegek kivalasztasaban és a mintdk eljuttatdsdban Dr. Képlar Miklds
egyetemi docens (Belgyogyaszati Intézet) nyujtott segitséget, az egészséges kontroll
mintakat a Laboratoriumi Medicina Intézet dnkéntesei biztositottak (a vizsgalat etikai
engedély szama: 4102/2014). A tanulmanyban 28 DM2 ¢és 23 korban és nemben azonos
egészséges kontroll, valamint 19 nem diabeteses, de obez személy mintdiban vizsgaltuk
a vérlemezke aktivacio mértékét és az ezt befolydsold6 miRNS szinteket. Kizarasi
kritériumok kozé tartozott a sulyos gyulladdsos, daganatos, autoimmun ¢s akut
kardiovaszkularis megbetegedések jelenléte, valamint a terhesség és heveny

trombotikus szo6védmények.

4.1.2 BMS, illetve DES implantacioban részesiilt stabil anginds betegek

A BMS vagy DES beiiltetését Dr. Sziik Tibor adjunktus végezte a Kardiologia
Intézetben (Debreceni Egyetem), és a kiilonb6zd idépontban vett vérmintakat eljuttatta
a laboratoriumba tovabbi vizsgalatok érdekében (etikai engedély szama: 3510/2011). A
18 honapos iddszak alatt 49 stabil anginds beteget tudtunk bevonni, akik koziil 28 6
BMS, 21 beteg pedig DES kezelésben részesiilt. Kizarasi kritérium volt az AMI,
kronikus hematologiai és malignus betegségek, korabbi koronaria sztent beiiltetés,

valamint kronikus gyulladasos vagy autoimmun betegségek.

A két betegcsoport eredményeinek Osszehasonlithatdosaga érdekében egy adott
tipusi BMS (Integrity®, Medtronic, Minneapolis, MA, USA) vagy DES (Xience®,
Abbott Vascular, Santa Clara, CA, USA) sztentet kapott betegeket valogattunk be. A
DES minden esetben everolimus gyogyszerrel volt bevonva. A sztent tipusatol
fiiggetlentil minden beteg 100 mg aszpirin, 600 mg clopidogrel és 100 IU/testtomeg kg-
ra szamitott nem-frakcionalt heparin kezelésben részesiilt az operaci6 alatt. A sztent
kezelés utan a betegek 75 mg/nap clopidogrelt kaptak a BMS beiiltetés esetén 1

hénapon keresztiil, mig DES esetén 1 évig, igy az 1. honapos iddszakban a gyogyszer
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kezelés azonos volt. A két csoport kozott nem volt jelentds kiillonbség a felhasznalt
sztentek szamaban, hosszaban és atmérdjében (1. tablazat). A sziikiilet sulyossagaban és
a vaszkularis 1€zi6 tipusdban (A/B1/B2/C) tapasztalt kiillonbségek alapjan kertilt
eldontésre, hogy a betegek DES-t vagy BMS-t kaptak.

Beavatkozas koriilményei BMS (n=28) DES (n=21) P érték

Lézi6 tipusa (A/B1/B2/C) (%) 36/43/14/7 19/48/19/14 0,06
Stenosis stulyossaga (%) 82,3+6,5 88,8 +7,6 0,02
Sztentek szama (n) 1,31 +£0,5 1,36 £0,6 0,73
Teljes sztent hosszusag (mm) 24,8 + 13,2 28,5+ 15,8 0,38
Atlagos sztent atmérd (mm) 295+0,3 2,89 +0,4 0,52
Beﬁlte’tes alatt alkalmazott 15,6+ 2.2 17.0+3.7 0.07
nyomas (atm)
Sztent predilatacio (%) 42,3 81,8 0,07
Sztent posztdilatacio (%) 8,3 18,8 0,05
Yeg,so"MLD (minimalis luminalis 2,08+ 0.4 2,96+ 03 0,08
atmérd) (mm)

1. tablazat. A BMS és DES implantacié koriilményei és technikai jellemzdi.

4.2 Mintavétel és mintafeldolgozas

A DM2, obez és egészséges kontrollok teljes vénas vérmintai az RNS expressziok
vizsgalatara 0,105 M natrium-citratot (Nas-Citrate) tartalmazd Vacutainer csdvekbe
(Kat.szam: 367714, Becton Dickinson, San Jose, CA, USA) keriiltek levételre,
személyenként 2 db cs6é (10 mL). A fehérvérsejt és a vérlemezke szdmokat Advia 2120
hematologiai analizatorral (Bayer Diagnostics, Tarrytown, NJ, USA) hataroztuk meg. A
rutin laboratériumi diagnosztikai vizsgalatok soran lemérésre keriiltek i) a szérum
¢homi gliikoz, total koleszterin, HDL, LDL (low density lipoprotein), triglicerid, C-
reaktiv protein (CRP), valamint a vizelet albumin és kreatinin koncentraciok (Cobas
6000 analizator, Roche Diagnostics, Mannheim, Germany), ii) a szérum inzulin szintek
(Liaison XL késziilék, DiaSorin, Saluggia, Italy) és iii) a HbAlc értékek (BioRad
Laboratories, Hercules, CA, USA).
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A sztentelt betegektdl 3 id6pontban gytjtottink 0,105 M natrium-citrattal
alvadasgatolt vérmintakat: 1) a beavatkozas elott, ii) a sztentelés utdn 24 6ra mulva, és
iii) 1 honappal a sztentelést kdvetden. Kovettiik a szérum CRP és cTnT (cardialis
troponin T) koncentraciok (Cobas e411 késziilék, Roche), a D-dimer, a fibrin
monomerek (FM), tovabba a fibrinogén szint (BCS XP, Siemens) alakuldsat a vizsgalati
periddusban. Az aszpirin/clopidogrel kezelés hatékonysaga az aktudlis ajanlasoknak
[124] megfelelden vérlemezke aggregaci6 ¢és a VASP (vasodilatator-stimulated
phosphoprotein) fehérje foszforilacié aramlési citometriai vizsgéalata alapjan keriilt
megallapitasra. Az endothelsejt aktivacid mértékét részben a von Willebrand faktor
antigén (VWF-Ag) szintekkel (BCS XP, Siemens, Munich, Germany) monitoroztuk.
Ezen laborparaméterek meghatarozasat a Laboratériumi Medicina Intézet Hemosztazis

¢s Integralt kémia részlegein rutinszeriien végezték el.

4.2.1 A fehérvérsejt mentesitett vérlemezkék szepardlasa

A vérlemezke miRNS és mRNS expressziokat fehérvérsejt depletalt thrombocyta
mintadkban analizaltuk. A felszini P-selectin expresszi6 méréséhez (lasd alabb)
szilkséges vérmennyiség elkiilonitését (40 pL) kovetden a teljes vérmintakat
lecentrifugaltuk (170 g, 15 perc, szobahd) és thrombocyta dus plazmat (PRP) nyertiink.
A fehérvérsejt kontamindcio elkeriilésére {igyelve a felsé mintaréteget Ovatosan
atpipettaztuk egy centrifugacsébe. A fehérvérsejtek eltdvolitdisdhoz Dynabeads CD45-
ellenes antitesttel bevont magneses gyongyoket (Kat.szam: 11153D, Invitrogen, Oslo,
Norway) hasznaltunk. A PRP mintdkat (2 mL) és az antitestet 30 percen keresztiil
inkubaltuk szobahdn, majd 2x2 perc magneses szeparalast végeztiink. Az igy nyert
vérlemezke szuszpenziot lecentrifugaltuk (1500 g, 15 perc, szobahd) €s a thrombocyta
pelletet 1 mL trizol reagenssel (TRI Reagent, kat.szam: TR118, Molecular Research
Center, Cincinatti, OH, USA) lizaltuk és RNS izolalasig -20 °C-on taroltuk.

4.2.2 A plazmamintak elokészitése a keringd miRNS-ek vizsgdlatara

A DM2 betegek vizsgalatakor a PRP mintakat tovabb centrifugaltuk (1500 g, 15
perc, szobahd), igy thrombocyta szegény plazmat (PPP) kaptunk. A sztentelt betegek
plazma mintait felolvasztas utan egyszer centrifugaltuk (10 000 g, 1 perc, szobahd). Az
extracellularis miRNS-ek analizis¢hez minden esetben 250 pL PPP-hez 750 pL TRI
reagenst adtunk és az RNS izoldlasig -20 °C-on taroltuk.
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4.3 Sejtkulturak fenntartasa és kezelése

4.3.1 A megakaryocyta sejtek tenyésztése hyperglycaemids kornyezetben

A diabeteses csontveldi koriilményeket kétféle human MK sejtvonalon
modelleztiik, mert a DM2 betegektdl nem alltak rendelkezésiinkre csontveld mintdk. A
human megakaryoblastos leukémias MEG-01 sejteket (Kat.szam: 94012401, ECACC,
Porton Down, UK) 10% FBS-t (fetal bovine serum, kat.szam: F9665, Sigma, St-Louis,
MO, USA), 100 U/mL Penicillin + 100 pg/mL Streptomycin antibiotikumot (Kat.szdm:
P4458, Sigma) és 2 mM L-glutamint tartalmaz6 RPMI-1640 médiumban (Kat.szam:
R8758, Sigma) tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO, és 95% relativ paratartalom mellett. Az
optimalis sejtszam az usz6 sejtek esetében 0,3 x 10° db sejt/mL volt. A hyperglycaemias
kortilmények [125] kialakitasara a kész médiumot kiegészitettilk D-gliik6z oldattal (33
mM, kat.szdm: G8644, Sigma) ¢€s a sejteket 8 6ratol-4 héten keresztiil kezeltiik. Negativ

(ozmotikus) kontroll mintdkban a sejteket D-mannitollal (33 mM, Sigma) kezeltiik.

A humén kréonikus myeloid leukémids K562 sejteket (Dr. Varga Tamas
felajanlasabol, Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biologiai Intézet) a fent
leirt médiumban tenyésztettiik. Az optimalis sejtszam 0,5 x 10° db sejt/mL volt. Ezeket
a sejteket elsd 1épésben 7 nap alatt érett megakaryocytakka differencialtattuk PMA-val
(phorbol-12-myristate-13-acetate) (20 ng/mL, kat.szam: P1585, Sigma). A
differencidlodéasi folyamatot &aramlasi citometriaval (FC-500, Beckman Coulter,
Pasadena, CA, USA), a felszini CD41 ¢és CD61 expressziok mérésével kovettiik [126],
amihez a sejteket PE-konjugalt (phycoerythrin) anti-CD41 (Kat.szam: R7058, Dako,
Glostrup, Denmark) €s anti-CD61 antitestekkel (Kat.szadm: 555754, Becton Dickinson)
jeloltiik (15 perc, szobahd), kétszer mostuk PBS-el és 1%-0s PFA/PBS oldattal fixaltuk.
A CD41 ¢és CD61 pozitiv sejtek szazalékos aranyat és az MFI értékeket 100 000 sejt
begytjtésével hataroztuk meg. Ezt kdvetden, az érett K562-MK (K562 megakaryocyta)
sejteket, a MEG-01 sejtekhez hasonléan, magas gliikoz vagy mannitol (kontroll)
egyre magasabb aranyban el6forduld apoptotizalodd sejtek miatt legfeljebb 5 napig
tudtuk kezelni. A kezelési id6t kovetden a MEG-01 és K562-MK sejteket steril PBS
oldattal mostuk, majd 750 pl TRI reagenssel lizaltuk és az RNS izolalasig -20°C-on

taroltuk.

33



4.3.2 Az endothelsejtek tenyésztése gyulladasos koriilmenyek kozott

A huméan korondria artérias endothelsejteket (HCAEC, kat.szam: 300-05A, Cell
Applications) hasznalatra kész MesoEndo Cell Growth médiumban (Kat.szdm: 212-
500, Cell Applications) tenyésztettiik 37°C-on, 5% CO2 és 95% relativ paratartalom
mellett. Ezzel parhuzamosan HUVEC sejteket is fenntartottunk 15% FBS-t (Gibco,
kat.szam: 10270106, Grand Island, Ny, USA), 5 U/mL heparint (Teva Gyogyszergyar,
25000 Unit-os kiszerelés), 7,5 pg/mL endothelsejt novekedést segitdé kiegészitot
(endothelial growth supplement, kat.szam: E2759, Sigma), 1% antibiotikumot ¢és
antimikotikumot (Kat.szam: A5955, Sigma) tartalmazé M-199 médiumban (Kat.szdm:
11150059, Gibco). A HUVEC sejteket és a médiumot Dr. Jeney Viktériatol és Dr.
Balogh Enik6tél (Debreceni, Egyetem, Belgydgyaszati Intézet) kaptuk.

A sztent indukalta vaszkularis gyulladdsos kornyezet modellezésére az
endothelsejteket (3 x 10° sejt/well) 6-lyuku plate-ben (Sigma) rekombinans TNF-a-val
(100 ng/mL, kat.szam: PHC3011, Gibco) kezeltiik 1-24 6ran keresztiil. Az everolimust
kibocsatd6 DES endothelsejt aktivaciot mérséklé hatdsdnak vizsgalatdhoz az
endothelsejtekhez everolimust (0,5 uM, kat.szdm: 07741, Sigma) is adtunk. Kontroll
mintaként a gyogyszer olddszerét (DMSO: dimethyl solfoxide, kat.szam: D8418,

Sigma) hasznaltuk az el6z6ekhez hasonl6 kondiciokban.

A kezelés utan a sejtek feliiluszojat eltettiik ELISA mérésekhez (lasd késobb), mig
a sejteket egyszer mostuk steril HBSS (Hank’s Buffered Salt Solution) oldattal
(Kat.szam: H6648, Sigma), 750 ul TRI reagenssel lizaltuk, majd total RNS-t izolaltunk.

4.4 Laboratoriumi vizsgalatok

4.4.1 A verlemezke aktivacio vizsgalata a P-selectin expresszio aramldsi citometriai

meghatarozasan keresztiil

A thrombocyta aktivacié vizsgalatat mindkét betegcsoportban a felszini P-selectin
(CD62P) expresszion keresztiil &ramlasi citometriai modszerrel végeztiik. Ehhez 40 pl
teljes vért 1 mL 1%-0s PFA/PBS (paraformaldehyde/phosphate buffered saline) oldattal
fixaltunk (60 perc, szobahd), majd a vérlemezkék azonositasara FITC-el (flourescein
isothiocyanate) konjugalt anti-CD42a antitestet (Kat.szam: 348083, Becton Dickinson)
hasznaltunk, mig a P-selectin detektaldsara PE-el (phycoerythrin) konjugalt anti-CD62
antitesttel (Kat.szam: 348107, Becton Dickinson) jeloltiik (20 perc, szobahd) a sejteket.
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Izotipus kontrollként PE-el konjugalt IgG,; antitestettel (Kat.szam: 340013, Becton
Dickinson) jelolt mintat hasznaltunk. A vérlemezke aktivacié mértékét a dupla pozitiv
sejtek kiértékelésével, 10 000 esemény kiértékelésével hataroztuk meg FC-500 aramlasi

citométerrel (Beckman Coulter).

4.4.2 RNS izolalas

Az RNS tisztitashoz elokészitett vérlemezke, sejtkultura és plazma mintakbdl a

TRI reagens gyartoi ajanlasainak megfelelden total RNS-t izolaltunk. Az RNS mintdk

crer

Wilmington, DE, USA) hataroztuk meg, majd a mintakat -70 °C-on taroltuk.

4.4.3 A fehérvérsejtektol megtisztitott vérlemezke mintak tisztasdgdnak ellendrzése

A mintdk (n=10) tisztasdganak ellenérzése aramlasi citometriai (FACS Cantoll,
Becton Dickinson) ¢és RT-qPCR (valés-idejli kvantitativ polimeraz lancreakcid)
mérésekkel tortént. A fehérvérsejt depletalt vérlemezke mintakat FITC-el konjugalt
anti-CD42a, anti-CD45 (Kat.szam: 345808, Becton Dickinson) és IgG, (izotipus
kontroll, kat.szam: 349051, Becton Dickinson) antitestekkel jeldltiik (20 perc, szobahd),
majd kétszer mostuk PBS-el és 1%-0s PFA/PBS oldattal fixaltuk (60 perc, szobahd). A
fehérvérsejt/vérlemezke aranyt aramlasi citométerrel hataroztuk meg és a mintdkban

kevesebb, mint 1 fehérvérsejtet detektaltunk 1 millié thrombocytara vonatkoztatva.

Az RNS izolalast kovetden, elsO lépésként reverz transzkripcidoval cDNS-t
(komplementer DNS) készitettiink (High Capacity cDNA RT kit, kat.szam: 4368814,
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) a kit leirdsa alapjan, majd RT-qPCR
modszerrel mértiikk meg a PTPRC (CD45) és ITGA2B (CD41) mRNS-ek expressziojat.
A masodik reakcioban master mix-et (FastStart Essential DNA Probes Master,
kat.szam: 06402682001, Roche), fluoreszcensen jelolt UPL-probakat (Universal
ProbeLibrary probe #75 és #78, 10 uM, Roche) és mRNS specifikus primereket (100
uM, Roche) hasznéltunk. A qPCR reakcidoban hasznalt primerek szekvenciai és a UPL-
probék a 2. tdblazatban lathatdéak. A méréseket triplikdtumban végeztiik LC-480 qPCR
késziilékkel (Roche). A fehérvérsejt depletalt vérlemezkékben a CD45 mRNS nem volt
detektalhat6 (a cycle threshold értékek 35 felettiek voltak). Az dramlasi citometriai és

RT-gPCR mérések eredményei alapjan a magneses szeparalassal fehérvérsejt mentes
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vérlemezkéket sikeriilt kinyerniink, amelyek igy alkalmasak voltak a miRNS és mRNS

expressziok meghatdrozasahoz.

UPL-
1 ’Y_N1° . Y
mRNS Forward primer (5’ - 3°) Reverse primer (5’ - 3°) préba
PTPRC
(CD45) GGCTGAATTCCAGAGACTTCC | TTCTTGATTTCCAATGTGCTGT |#78
ITGA2B
(CD41) AGCCTCAATGTGTCCCTACC |AGTCCAGGACGATTCGTGTC |#75

2. tablazat. A fehérvérsejt depletilt vérlemezkék tisztasaganak ellendrzéséhez hasznalt primerek
szekvencidi és UPL-probak tipusai.

4.4.4 A miRNS expressziok meghatarozasa UPL-proba alapi RT-gPCR modszerrel

A miRNS expressziok meghatarozasat Czimmerer ¢és munkatarsai altal
kifejlesztett RT-qPCR moddszerrel [127] végeztiik. A reverz transzkripcid soran az egyes
miRNS-eket specifikusan irtuk at (4. abra). A cDNS készitéshez TagMan MicroRNA
reverz transzkripciés kitet (Kat.szam: 4366597, Applied Biosystems), miRNS
specifikus ,,stem-loop” primert (500 nM, Sigma) és 10 ng total RNS-t hasznaltunk.

Erett mikroRNS

1. Stem-loop RT-qPCR

Erett mikroRNS

<%
cDNS

2. UPL proba alapu
RT-qPCR

Forward primer

@ . Univerzalis

UPLproba#21 '™

primer
4. dbra. A miRNS expressziok meghatirozasihoz hasznalt kétlépéses UPL proéba alapi RT-qPCR
reakcid. A komplementer DNS szintézise miRNS specifikus ,,stem-loop” primerrel torténik, ami egyrészt
meghosszabbitja az érett miRNS-t, masrészt egy azonos szekvencidju szakasszal lehet6vé teszi a
kvantitativ PCR reakcidoban egy univerzalis reverse primer és a 21-es UPL proba kotodését. A masodik
reakcioban miRNS specifikus forward primert hasznalva hatarozhatdé meg az egyes miRNS-ek
expresszidja. Roviditések: cDNS: komplementer DNS, RT-primer: reverse transcription primer, RT-
gPCR: real-time quantitative PCR, UPL-proba: Universal ProbeLibrary proba. (Az dbra Czimmerer Z és
munkatarsainak 2013-as kdzleménye [127] alapjan, annak szerkesztésével késziilt).
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A kvantitativ PCR reakciéban miRNS specifikus forward primert (100 pM,
Sigma), univerzalis reverse primert (100 uM, Sigma), UPL préobat (10 uM, Roche), Taq
polimerazt (5 U/uL, kat.szam: EP0402, Thermo Scientific) és dNTP-ket (2,5 mM,
kat.szdm: RO181, Thermo Scientific) hasznaltunk. A reverz transzkripcioban
alkalmazott ,,stem-loop” primer tette lehetévé, hogy a miRNS-ek expresszidjanak
méréséhez ugyanazt a reverse primert (univerzalis) és UPL probat (a 21-es szamut)
hasznaltuk. A méréseket QuantStudio 12 K Flex qPCR (Applied Biosystems)

késziilékkel triplikatumban végeztiik és az eredmények normalizéldsdra az RNU-43

referencia

(http://genomics.dote.hu:8080/mirnadesigntool)

gént hasznaltuk. A

miRNA Primer

Designed  Tool

szoftverrel terveztik a reakcidban

hasznalt primereket [127], melyek szekvencidi a 3. tablazatban lathatok.

miRNS A reverz transzkripciéban Forward primer Univerzalis reverse
hasznalt stem loop primer (5’ —3°) 5-3) primer (5° - 3’)

miR-126-3p ?FAl??CG ggﬁzgﬁgi%%gii};icg CA AG[CI GGGTCGTACCGTGAGTAAT | GTGCAGGGTCCGAGGT
miR-140-5p gl;gg ggﬁzgﬁgi%%giizicli%%i GGGCAGTGGTTTTACCCTA | GTGCAGGGTCCGAGGT
miR-107 %IECG gggzgﬁgi%%giizcﬁflﬁi(é GTAGCAGCATTGTACAGGG | GTGCAGGGTCCGAGGT
miR-424-5p ?X?ggggﬁEgﬁéi%égiiﬂécﬁ%ﬁii GGGCAGCAGCAATTCATGT | GTGCAGGGTCCGAGGT
miR-24-3p ?X¥$g§g§Egﬁéi%%giizicl%ﬁ?g GTTTGGCTCAGTTCAGCAG | GTGCAGGGTCCGAGGT
miR-34a-5p ?FAl??CG ((}: ggzgﬁéi%?jgiich (GAAAGCGC GTGTGGCAGTGTCTTAGCT | GTGCAGGGTCCGAGGT
miR-185-5p ?FAl??CG ((}: ggzgﬁgi%%giizclcciﬁ?(“i GTGTGGAGAGAAAGGCAGT | GTGCAGGGTCCGAGGT
RNU-43 $I¥$g§g§Egﬁéi%%gii};c:ffci% GTGAACTTATTGACGGGCG | GTGCAGGGTCCGAGGT

3. tablazat. A miRNS mérésekhez hasznalt primerek szekvencidi. A reverz transzkripcidban hasznalt
,Stem-loop” primerek szekvencidiban piros szinnel emeltiik ki a miRNS-re specifikus szakaszt.

37




4.4.5 Az mRNS, a prekurzor miRNS és az enhancer RNS szintek meghatarozdasa

A cDNS szintézishez High Capacity ¢cDNA RT kitet (Applied Biosytems)
hasznaltuk a gyartdi utasitdsoknak megfeleléen. A vérlemezkék és az endothelsejtek
esetén 500 ng, a megakaryocytaknal 1000 ng totdl RNS-bol indultunk ki. Az RNS-ek
mennyiségét SYBR Green I Master mix (Kat.szdm: 04887352001, Roche) és az RNS-
ekre specifikus primer parok (10 uM, Integrated DNA Technologies, Leuven, Belgium)
felhasznalasaval hatadroztuk meg LC-480 qPCR késziilékkel (Roche). Normalizalashoz
az RPLPO (36B4) referencia gént hasznaltuk. A primer szekvencidk a 4. tablazatban

keriiltek 0sszefoglalésra.

mRNS, pre- és

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

eRNS

SELP CCATTGTCTAGAGGGCCAGT GGGCTTCCTGGATAGTCAATG
P2RY12 TTTGCCTAACATGATTCTGACC GGAAAGAGCATTTCTTCACATTCT
SELE ACCAGCCCAGGTTGAATG GGTTGGACAAGGCTGTGC
VCAMI1 TGGACATAAGAAACTGGAAAAGG | GATTTCTGGATCTCTAGGGAATGA
VWF GAAATGTGTCAGGAGCGATG ATCCAGGAGCTGTCCCTCA
IL1B AGCCAGGACAGTCAGCTCTC AGAGGCCTGGCTCAACAA
1IL6 GATGAGTACAAAAGTCCTGATCCA | CTGCAGCCACTGGTTCTGT
pre-miR-223-3p CGCTCCGTGTATTTGACAAG CGCACTTGGGGTATTTGACA
pre-miR-26b-5p CGGGACCCAGTTCAAGTAAT CCGAGCCAAGTAATGGAGAA

pre-miR-155-5p TTAATGCTAATCGTGATAGGGGT |ATATGTAGGAGTCAGTTGGAGGC

pre-miR-181b-5p | ACATTCATTGCTGTCGGTGG GGGCCACAGTTGCATTCATT
pri-miR-155-5p CACTCCAGCTTTATAACCGCA ACAGATTTCCCCTTCCTGGT
pri-miR-181b-5p | TCCCACTTTGACCAGAACATC AAAGTAGGACCTCAGCACCC
SELE -11Kb ATCTCGGCTCACTGCAATCT GGTGTAATGGCACACACCTG
VCAMI -10Kb |CTGCTCTTCTTCCAAAGCTCA CAGGCAATTTGCAGTGGTAA
RPLPO (36B4) ATGCAGCAGATCCGCATGT TCATGGTGTTCTTGCCCATCA

4. tablazat. A mRNS, prekurzor miRNS, és eRNS expressziok méréséhez hasznalt primerek
szekvenciai.
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4.4.6 Az enhancer RNS-ek azonositasa

A HUVEC és a HCAEC sejtek aktivacioja soran megvaltozott mRNS expressziok
értékelésekor felmeriilt, hogy az E-selectin (SELE) és a VCAM-1 (VCAMI1) gének
szabalyozasa transcriptiés szinten is torténhet, és az everolimus az eRNS-ek
expressziojan keresztiil is mérsékelheti a TNF-a indukalta gyulladasos folyamatokat. Az
eRNS-ek aktivitasat a SELE és VCAMI1 gének kozelében az NCBI GEO adatbazisban
elérhetd (GEO csatlakozdsi szam: GSE53998) Chip-seq adatok ujraelemzésével
azonositottuk és ezekbdl készitettiink reprezentativ ,,snapshot” képeket Integrative
Genomics Viewer (IGV2.3, Broad Institute) program segitségével [123]. A HUVEC
sejtek kezelési koriilményei és a Chip-szekvenalds menete Brown és munkatarsai
kozleményében [122] olvashato részletesen. Itt a TNF-a citokinnel (100 ng/mL) 1 6ran
at stimulalt és nem kezelt sejtek Chip-seq adatait analizaltuk a SELE és a VCAMI
génekre fokuszaltan. Az RNS polimeraz II, p65 transzkripcids faktor, H3K27Ac és
H3K4m3 markereket vizsgaltuk, melyek segitségével mindkét gén kozelében sikeriilt
eRNS aktivitast azonositani. A Chip-seq adatok bioinformatikai analizisét és az eRNS-
ekre specifikus primerek tervezését Dr. Czimmerer Zsolt és Horvath Attila (Debreceni
Egyetem, Biokémiai és Molekularis Biokémiai Intézet) végezték. A HCAEC sejteket 1
oran keresztiil stimulaltuk TNF-o-val (100 ng/mL) everolimus (0,5 uM) jelenlétében és
hianyaban. RT-qPCR modszerrel egy-egy kivalasztott eRNS expresszidjat hataroztuk
meg, mely a SELE esetén a gén el6tt 11 Kb (SELE _-11Kb), amig a VCAMI1 esetén 10
Kb (VCAMI1 -10Kb) tavolsagra helyezkedtek el (4. tablazat).

4.4.7 Az extracellularis miRNS expressziok analizise plazma mintakban

A BMS ¢és DES sztent implantaciot kovetd 1. honapos plazma mintakbdl total
RNS-t izolaltunk, és vizsgaltuk a keringd miRNS-ek mennyiségét figyelembe véve a
BMS kezelést kapott betegek 20%-ban kialakult korai ISR kialakulasat. A betegeket 4
csoportra osztottuk: i) a teljes DES csoport, akik esetében nem alakult ki szovodmény
(DES), ii) a teljes BMS csoport (BMS), iii) a komplikacié6 mentes BMS személyek
(BMS ISR nélkiil), és iv) azok a BMS betegek, akiknél kialakult a komplikacio (ISR).

Az extracellularis miRNS profil meghatdrozdsdhoz random moédon 3-3 RNS
mintat valasztottunk ki csoportonként és TagMan Open Array (Kat.szdm: 4470187,
Applied Biosystems) modszerrel 754-féle miRNS-t analizaltunk (5. 4bra).
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5. abra. A TagMan Open Array moédszer. A 754-féle miRNS analizis¢hez TagMan Open Array
modszert hasznaltunk, amely tobblépéses reakciokbol all. Az RNS izoladlast kovetéen cDNS-t kell
szintetizalni specidlis primer pool-okat hasznalva. Ezt kdvetden egy 10-14 ciklusbdl all6 preamplifikacids
1épésben a templatokat felsokszorozzuk. A mintdkat 384-well plate-be pipettazzunk és hozzamérjiik a
hasznalatra kész master mix-et. A miRNS-ekre specifikus assay-ket tartalmazd Open Array lemezre egy
robotkar segitségével keriilnek fel a mintdk, majd elinditjuk a kvantitativ PCR reakciot. Az eredmények
analizisét kiilonboz6 programok segitségével végezhetjiik (pl. Thermo Fisher Cloud System).

A tobblépéses analizis soran az RNS mintdkbol reverz transzkricioval (TagMan
microRNA RT kit, Applied Biosystems) cDNS-t készitettiink Megaplex primer pool A
¢s B (Set v3.0, kat.szam: 4444750, Applied Biosystems) felhasznaldsaval. Ezt egy
preamplifikécios reakcid kovetett, amiben TagMan PreAmp master mixet (Kat.szam:
4384267, Applied Biosystems) és Megaplex PreAmp primereket (Set v3.0, Applied
Biosystems) hasznaltunk. A mintakat egy specialis 384-lyuku plate-be pipettaztuk, amit
a qPCR reakcidhoz sziikséges TagMan Open Array Real-Time PCR Master mixel
(Kat.szam: 4462153, Applied Biosystems) egészitettiink ki. A QuantStudio 12 K Flex
qPCR késziilék Array mérésekre adaptalt modulja vitte fel a mintakat a 754 kiilonb6z6
miRNS-re specifikus primereket €s fluoreszcens probakat tartalmazé6 TagMan Open
Array panelra (Applied Biosystems) és a reakcidt a gyari beallitasoknak megfeleléen
futtattuk le. Az eredmények analizisét a Thermo Fisher Cloud System és az Expression
Suite Software v1.0.3 programokkal végeztiik. Végiil a legnagyobb valtozast mutatd
miRNS-ek expresszigjat UPL proba alapi RT-qPCR modszerrel validaltuk az ex vivo
mintadkban. Az Open Array esetén global normalizaciét végeztiink, az egyes miRNS-ek
validalasakor az egyik legstabilabb expressziot mutatdé miR-24-et valasztottuk ki az
eredmények normalizalasdhoz. Az Open Array méréseket Dr. Poliska Szilard

(Debreceni Egyetem, Biokémiai és Molekularis Bioldgiai Intézet) vezetésével végeztiik.
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Irodalmi adatok alapjan a miR-181b szabalyozhatja a SELE és VCAM1 mRNS-ek
expressziojat [120], ezért vizsgalatainkban ennek a miRNS-nek az analizisét is
elvégeztiik, mert az Open Array lemezen talalhato assay-k koézott ez a miRNS nem

szerepelt. Az érett miRNS-ek szekvenciai az 3. tablazatban lathatok.

4.4.8 A miRNS mimic és inhibitor transzfekcioja megakaryocyta és endothelsejtekbe

A miR-26b, miR-140 és a SELP mRNS kozotti direkt kapcsolatot miRNS mimic-
ek ¢és inhibitor-ok hasznéalatdval igazoltuk MEG-01 sejtekben. A mimic-ek
transzfekcidjaval mesterségesen fokozhatd a miRNS szintek, amely a cél mRNS szintek
csokkenését eredményezheti. Ezzel ellentétben, a miRNS-ek funkciojanak specifikus

inhibitorral torténd gatlasaval a cél mRNS-ek expresszioja megemelkedhet.

A MK sejteket magas gliikoz tartalmu médiumban 24 6ran keresztiil elokezeltiik,
majd a transzfekciohoz sziikséges optimalis koriilmények megteremtéséhez a sejteket
reszuszpendaltuk 3% FBS-t (Sigma), 100 U/mL Penicillin és 100pg/mL Streptomycin
antibiotikumot (Sigma) tartalmazé6 OPTI-MEM médiumban (Kat.szam: 31985062,
Gibco). A miRVana miR-26b és miR-140 mimic-eket (20 pmol, Ambion, Austin, TX,
USA) Lipofectamine RNAIMAX transzfekcids reagens (Kat.szam: 13778, Invitrogen)
segitségével juttattuk be a sejtekbe és alkalmaztuk 24 o6rdig. Ezzel parhuzamosan
negativ kontrollként a sejteket NEG-01 mimic-el (20 pmol, Ambion) transzfektaltuk
azonos koriilmények kozott. Az anti-miR-26b és az anti-miR-140 inhibitorokat (40
pmol, Ambion) gliik6zzal nem kezelt sejtekbe transzfektaltuk (24 ora) Lipofectamine
reagenssel. Az eredményeket ebben az esetben is negativ kontrollal (NEG-01, 40 pmol,
Ambion) kezelt sejtekhez hasonlitottuk. A kezelési idok lejarta utdn RNS-t izolaltunk és

a fentebb ismertetett moédon mértiikk a miRNS és mRNS szinteket.

A HCAEC sejtekben a miR-181b és SELE, valamint a VCAM1 mRNS-ek kozotti
szoros kapcsolatot miRNS mimic hasznalataval erdsitettiik meg. A HCAEC sejteket 1
oran at TNF-a-val (100 ng/mL) kezeltik, majd a HCAEC sejteket 3% FBS-t és
antibiotikumot (100 U/mL Penicillin és 100 pg/mL Streptomycin) tartalmazo OPTI-
MEM médiumban vettilk fel és a miRVana miR-181b mimic (25 pmol, Ambion)
transzfekciojat Lipofectamine reagenssel végeztiik. A 24 6ras kezelést kdvetden RNS-t
izolaltunk és RT-qPCR modszerrel mértik a miRNS és a cél mRNS expresszid
valtozasokat. Az eredményeket negativ kontroll mimic-el (NEG-01, 25 pmol, Ambion)

transzfektalt mintakhoz hasonlitottuk.
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4.4.9 A miRNS expressziok Dicer fiicedségének vizsgdlata calpain inhibitorral MEG-01

sejtekben

Megvizsgaltuk a megvaltozott miRNS expressziok hatterében a calpainok altal
szabalyozott, DM2-ben megvaltozott aktivitasi Dicer enzimet, mely eltérést korabbi
vizsgalatok felvetettek [88]. A Dicer funkciot indirekt modon, calpain inhibitort
hasznalva vizsgaltuk hyperglicaemids ¢és glilkdzzal nem kezelt kontroll MK sejtekben.
A MEG-01 sejtekhez calpeptint (10 pmol/L, kat.szdm: C8999, Sigma) adtunk: i) a
gliikoz kezelés elott, ii) egyszerre a gliikozzal és iii) a glikoz kezelés utdn 24 o6ran
keresztiil, majd RT-qPCR mddszerrel vizsgaltuk a miR-223 és miR-26b expressziojat
RT-qPCR-ral.

erer

Minden meghatarozashoz ELISA kitet (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA)
hasznaltunk a gyartoi ajanlasoknak megfeleléen. Mérés el6tt a mintakat lecentrifugaltuk

(10 000 g, 1 perc, szobahd), hogy sejtmentes plazmat vagy feliilluszot kapjunk.

A P-selectin fehérje mennyiségét DM2 betegek ¢és egészséges kontrollok
vérlemezke lizatumaiban és plazma mintdiban is meghataroztuk. Az intracellularis P-
selectin analiziséhez a vérlemezkéket (1,25 x 10° db sejt/minta) 1%-os TritonX-100
(Reanal Laborvegyszer Kft, Budapest, Magyarorszdg) és proteaz gatlo (Kat.szdm:
11697498001, Roche) tartalmu lizis pufferrel lizaltuk és a plazma mintakkal egy idében

a fehérje koncentraciokat lemértiik.

A sztentelt betegek plazma mintdiban a thrombocyta aktivacidt szolubilis P-
selectin (Kat.szam: BBE6), CD40L (Kat.szam: DCDL40) és PDGF-BB (platelet-
derived growth factor-BB, kat.szam: DBBO00) koncentraciok mérésével, az
endothelsejtek aktivalodasat szolubilis VCAM-1 (Kat.szam: DVCO00), ICAM-1
(Kat.szam: DCD540), és E-selectin (Kat.szam: DSLE00) plazma koncentracidjanak
analizisével értékeltiik. Az ISR kialakulasa alatt bekovetkezd vaszkularis gyulladasos
folyamatok sulyossagat az 1. honapos ex vivo plazma mintdk TNF-a (Kat.szdm:

DTAO00C) koncentracié mérésével is nyomon kovettiik.

A HCAEC sejtek TNF-o-val és everolimusszal tortént kezelését kovetéen a

sejtkulturak feliiliszojaban két endothelsejt aktivacidos markert, az E-selectin és a

s
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4.4.11 Az NF-kB utvonal aktivalodasanak vizsgalata endothelsejtekben

A TNF-a kezelés hatasara kialakulé gyulladdsos reakcio az NF-kB utvonal
aktivaciojahoz vezetett, amit a p65 alegység magtranszlokdciojan keresztiil
monitoroztunk fluoreszcens mikroszkoppal [128]. A letapadd HCAEC sejteket 12-lyuku
plate-ben (Sigma) elhelyezett steril mikroszkop lemezeken tenyésztettik 5 x 10
sejt/lemez denzitassal. A HCAEC sejteket 1 6ran keresztiil stimulaltuk TNF-a-val (100
ng/mL) everolimus (0,5 uM) vagy DMSO (kontroll) jelenlétében. Ezt kdvetden a
sejteket kétszer mostuk steril HBSS oldattal és jéghideg metanol-aceton (50 v/v %)
keverékkel fixaltuk (10 perc, 4°C). A nem specifikus antitest kotohelyeket FBS-el
blokkoltuk (15 perc, szobahd). Az NF-kB p65 alegység elsddleges jeldléséhez nyulban
termeltetett anti-huméan p65 antitestet (100 ug/mL, Santa Cruz Biotechnology,
AB_632037) hasznaltunk, mig a madasodlagos antitest Alexa Fluor 488-al konjugalt
kecske anti-nyul IgG (Invitrogen) volt, a sejtmagokat Hoechst 33342 (Invitrogen)
festékkel jeloltiik. A mintdkat Zeiss Axio Scope. Al fluoreszcens mikroszkoppal (Carl
Zeiss Microimaging GmbH, Goéttingen, Germany) vizsgaltuk, a képek analizisét és az
NF-kB p65 sejtmag/cytoplazma festddés intenzitasanak aranyanak meghatarozasat ZEN
2012 szoftverrel (v.1.1.0.0, Carl Zeiss Microscopy) végeztiik. A NF-kB p65 jelolés
kivitelezésében ¢és az eredmények kiértékelésében Dr. Varadi Judit és Dr. Fenyvesi

Ferenc (Debreceni Egyetem, Gyogyszertechnologiai Tanszék) nytjtottak segitséget.
4.5 Statisztikai értékelés

Az adatok normal eloszlasdnak vizsgalatdhoz Kolmogorov-Smirnov tesztet
hasznaltunk. Normal eloszlas esetén két csoport eredményeit t-probaval, mig nem
normal eloszlas esetén Mann-Whitney U-teszttel hasonlitottuk 6ssze. Tobb csoport
statisztikai analizisét ANOVA vagy Kruskal-Wallis alapu ,post-hoc” tesztekkel
végeztik. A beteg és kontroll csoportok kozotti egyes paraméterek Osszehasonlitiasara
Chi-négyzet probat alkalmaztunk. A keringd miRNS-ek és a szolubilis markerek kozotti
Osszefiiggést Pearson korrelacioval vizsgaltuk. Statisztikailag szignifikansnak vettiik azt
az eltérést, ha a P érték kisebb volt, mint 0,05 (P<0,05). A statisztikai szamitdsokhoz
GraphPad Prism (version 4.0 és 6.01, San Diego, CA, USA) és SPSS (version 19.0,
IBM Corp., Armonk, NY, USA) szoftvereket hasznaltunk.
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5. Eredmények

5.1 A thrombocyta-eredetii miRNS-ek vizsgalata DM2-ben

5.1.1 A vizsgadlati csoportok demografiai és laboratoriumi jellemzdi

A DM2 betegek és a két kontroll csoport (obezek és egészséges személyek) a
demografiai paraméterek alapjan 6sszehasonlithatok voltak, a nemek aranyaban és az
atlagéletkorban nem voltak eltérések (5. tablazat). A DM2 betegekben jelentdsen
magasabbak (P<0,05) voltak a BMI (body mass index) értékek, az ¢homi gliikoz és az
inzulin koncentraciok, ugyanakkor a HDL-koleszterin szint szignifikdnsan csokkent
(P<0,05) az egészséges kontrollokhoz képest. Az obez kontroll csoportba sulyosan
elhizott (BMI: 35,8 [31,6-37,3] kg/mz), de nem diabeteses személyeket vontunk be,
amit alatamasztott, hogy a szérum gliikéz (5,3 £ 0,7 mmol/L) és a HgbAlc (5,5 [5,3-
5,7] %) koncentracidk a referens tartomanyon beliil voltak. A DM2 betegeket a plazma
atherogén (PAI=log(triglicerid/HDL-koleszterin) és az inzulin rezisztenciara utalé
(HOMA-IR: gliikdz (mmol/L) x inzulin (uIU/mL)/22,5) indexekkel is jellemeztiik, mely
paraméterek nagymértékli emelkedést (P<0,05) mutattak DM2-ben mindkét kontroll

csoporthoz képest (5. tablazat).

A felszini P-selectin pozitivitas alapjan fokozott vérlemezke aktivaciot figyeltiink
meg DM2-ben (7,2 = 5,1 %, P<0,001), ami mar obezitasban is megmutatkozott (3,5 +
1,5 %, P=0,003) az egészséges kontrollokhoz (1,8 + 0,9 %) képest, mely megerdsiti
kutatocsoportunk kordbbi eredményeit [73, 78]. A statin kezelés mellett a betegek enyhe
trigliceridszint emelkedést, és normal egyéb lipid paramétereket mutattak (5. tablazat),
igy a thrombocyta aktivaciot és a miRNS szinteket befolyasold hyperkoleszterinaemia

hatasat kizarhattuk [77].

Az intracellularis P-selectin mellett szolubilis forméaban, plazma mintdkban is
a sejtfelszinre kikeriilt P-selectin Un. ,,shedding” mechanizmussal lehasitodhat. Ezaltal a
felszini mellett a szolubilis P-selectin is a vérlemezke aktivacié egyik fontos markere
[73]. Az egészséges kontrollokhoz hasonlitva, a DM2 betegek vérlemezke mintdiban
szignifikansan magasabb volt a fehérje koncentracidja (250 + 33 vs. 304 = 39 ng/mL,

P=0,045) egységes thrombocytaszam mellett (6. dbra A). A plazma mintdkban is
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jelentdsen emelkedett szolubilis P-selectin szinteket tapasztaltunk (26,6 + 7,4 vs. 35,4 +
5,6 ng/mL, P=0,050) (6. abra B).

. DM2 betegek Obez egyének Egészséges
Paraméterek (n=28) (n=19) kontrollok (n=23)
Nem (férfi, n (%) 13 (46) 12 (63) 11 (48)
Eletkor (év) 53 (50-59) 53 (48-57) 53 (34-60)
DM2 fennallasa (év) 10 (8-14,5) - -

BMI (kg/m?)

32,9 (30,3-40,2)"

35,8 (31,6-37,3)°

24,0 (22,1-25,9)

Ehomi gliik6z (mmol/L)

9,8 +4,1%°

5,3+£0,7

54+0,5

HgbAlc (%)

7,5 (7,0-8,8)

5,5 (5,3-5,7)

nem mértilk

Ehomi inzulin (uIU/mL)

17,5 (9,9-63,6)°

14,3 (7,4-25,2)

8,8 (4,7-20,7)

Proteinuria (vizelet

2,2 (0,5-10,5)

nem mértilk

nem mértilk

albumin/kreatinin)

Triglicerid (mmol/L) 1,9 (1,5-2,6)" b 1,4 (1,0-2,0) 1,1 (0,7-1,7)
Ossz koleszterin

(mmol/L) 49+1,3 51+1,1 5,0+0,7
LDL-koleszterin 39412 34409 3.0+0,7
(mmol/L)

HDL-koleszterin ab ¢

(mmol/L) 1,1 (1,0-1,3) 1,3 (1,1-1,5) 1,6 (1,4-2,4)
CRP (mg/L) 2,1 (1,4-6,9)° 3,7 (1,9-6,1)° 0,8 (0,6-1,6)
Vérlemezke szam (G/L) 231 + 68" 276 £ 55 270 £ 77
Fehérvérsejt szam (G/L) 84+24 7,1+1,4 7,1£1,9

PAI

0,19 (0,09-0,39)*°

0,02 (-0,19-0,20)

-0,27 (-0,45-0,09)

HOMA-IR

9.4 (4,0-28,1)""°

4,1 (1,8-6,6)

2,0 (1,0-5,7)

Felszini P-selectin (%)

72+5,14°

3,5+1,5°

1,8+0,9

5. tablazat. A vizsgilati csoportok demografiai és laboratériumi paraméterei. Az eredményeket
atlag+SD vagy medidn (interquartilis range) formajaban tintettiik fel. Roviditések: DM: diabetes mellitus,
BMI: body mass index, HgbAlc: haemoglobin Alc HDL: high-density lipoprotein, LDL: low-density
lipoprotein, CRP: C-reaktiv protein, PAI: plazma atherogén index, HOMA-IR: Homeostatic Model
Assessment for Insulin Resistance. P<0,05: “ DM2 betegek vs. egészséges kontrollok, b pM2 betegek vs.
obez egyének, “: obez egyének vs. egészséges kontrollok.
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6. abra. A P-selectin fehérje intracelluliaris (A) és plazma szolubilis (B) koncentracidéja. A
vérlemezkék P-szelectin fehérje tartalma szignifikansan magasabb volt 2-es tipusu diabetes mellitusban
(DM2) az egészséges kontrollokhoz képest (sziirke szinnel jelolve) (A), valamint a szolubilis P-selectin
plazma szintje is jelentésen emelkedett a betegek mintdiban (B). Az dbran a medidn mellett a minimum és
maximum értékeket jeloltiik, n=5/csoport. ¥*P<0,05.

5.1.2 A verlemezkék miRNS expressziojanak valtozasa DM2-ben

Egyik f6 célunk az volt, hogy megvizsgaljuk DM2 betegekben a fokozott
vérlemezke aktivaciohoz kothetd miRNS-ek expressziojat. Kiilonbozo adatbazisok és
korabbi kozlemények alapjan a legnagyobb mennyiségben megtalalhatdé miRNS-ek [83,
85] koziil a miR-223 a P2Y 12 ADP-receptor [80], a miR-26b és miR-140 a P-selectin
(SELP) expresszidjat befolyasolhatja, valamint a miR-126 is hatassal lehet a vérlemezke
aktivaciora [95]. DM2-ben azt talaltuk, hogy az érett miR-223 (P=0,003), a miR-26b
(P=0,001), a miR-140 (P=0,041) és a miR-126 (P<0,001) expresszidja szignifikansan
alacsonyabb volt az egészséges kontroll csoporthoz képest (7. abra A ¢és 8. abra A, B).
Ez az eltérés nagyobb mértékli volt (P<0,001) a vizsgalt miRNS-ek esetében a BMI-
azonos, nem diabeteses obez egyénekhez viszonyitva. Kivancsiak voltunk, hogy vajon
minden miRNS szintjére hatdssal van-e a hyperglycaemia, ezért kivalasztottunk egy
olyan indifferens miRNS-t, a miR-107-et, aminek a funkcidja az in. CLOCK fehérje
szabalyozasa, ami a sejtek cirkadian ritmusaban jatszik szerepet [84]. Nem talaltunk
szignifikans kiilonbséget a miR-107 expresszioban (8. abra C), ami arra utalhat, hogy

nem minden miRNS miikodésére van egyforma hatassal a magas gliilkéz koncentracio.
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7. abra. A vérlemezkék csokkent miRNS és pre-miRNS expresszidja 2-es tipusi diabetes melliusban
(DM2). Mind az érett miR-223 és miR-26b (A), mind ezek eldalakjanak (B) csokkent szintjét talaltuk
DM2-ben szemben az obez és a normal kontrollokkal. A pontok egy-egy beteget/kontroll személyt
reprezentalnak. Az eredmények median érték és kvartilisek forméban keriiltek feltiintetésre.

thrombocyta miRNS

Ezutan megvizsgaltuk, hogy milyen abnormalis folyamatok allhatnak a csokkent

szintek hatterében diabetesben.

Ennek egyik lehetséges

magyarazata, hogy az érett miRNS eldalakjabol, a pre-miRNS-b6l is kevesebb

expresszalodik a thrombocytakban.

Ezért RT-qPCR modszerrel

vizsgaltuk a

vérlemezkék pre-miRNS tartalmat, és azt talaltuk, hogy a pre-miR-223 (P=0,040) ¢és a

pre-miR-26b (P=0,093) mennyisége is kevesebb volt DM2-ben a kontroll mintakhoz

képest (7. abra B). Ezek az eredmények azt mutatjadk, hogy nem kizarolag a

megvaltozott Dicer miikodése miatt csokkenhet az érett miRNS-ek mennyisége [88],

hanem mar a pre-miRNS-ek mennyisége is kevesebb a diabeteses thrombocytakban.
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8. abra. Diabetes mellitusban (DM2) a vérlemezke miR-140 és miR-126 expressziéja csokkent, mig
a miR-107 szintje nem valtozott. Osszehasonlitottuk diabetesben 3 thrombocyta miRNS expresszidjat
obez és normdl kontroll személyek mintaival szemben, és a miR-140 (A) és miR-126 (B) szintje
jelentésen alacsonyabb volt, ugyanakkor a miR-107 jelentds valtozdst nem mutatott a kontroll
kohorszokhoz képest a random modon kivalasztott betegekben (C). A pontok egy-egy beteget/kontroll
személyt reprezentalnak. Az eredmények median érték és kvartilisek formaban keriiltek feltiintetésre.

5.1.3 A keringd miRNS-ek analizise az ex vivo plazma mintakban

Mivel az extracellularis miRNS-ek tobbsége a vérlemezkékbdl szarmazik [129],
ezért megvizsgaltuk, hogy hogyan valtozik ezen miRNS-ek szintje a plazma mintdkban.
Azt tapasztaltuk, hogy a thrombocytakhoz hasonldan, a keringd miR-223 (P=0,048),
miR-26b (P=0,006), miR-140 (P<0,001) és miR-126 (P<0,001) szintje is jelentdsen
csokkent DM2-ben (9. dbra A-D) az egészséges kontrollokhoz képest, mig a miR-107

nem mutatott valtozast (nem késziilt abra).
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9. abra. A keringé miRNS-ek expresszidjanak valtozasa 2-es tipusu diabetes mellitusban (DM2). A
plazma mintdkban - hasonldan a vérlemezkékben tapasztalt valtozdsokhoz — jelentdsen csokkent a miR-
223 (A), a miR-26b (B), a miR-140 (C) és a miR-126 (D) expresszidja a kontroll csoportokhoz képest. A
pontok egy-egy beteget/kontroll személyt reprezentdlnak. Az eredmények median érték és kvartilisek
formaban keriiltek feltiintetésre.

5.1.4 A hyperglycaemia miRNS szintekre kifejtett hatasanak vizsgdalata MK sejtekben

Vizsgélataink soran azt tapasztaltuk, hogy DM2-ben az érett miRNS-ek mellett a
thrombocytak pre-miRNS tartalma is csokkent (7. abra), ami arra utalhat, hogy mar a
MK sejtekbdl kevesebb keriilhet a csontveloben lefliz6dé vérlemezkékbe. Ennek
érdekében in vitro diabeteses koriilmények kozott (vagyis magas glilkdéz koncentracio
fenntartasa mellett) kétféle MK sejtvonal (MEG-01, K562-MK) érett miRNS

expresszidjat vizsgaltuk rovid (8-24 ora) és hosszatavu (1-4 hét) kezelést kovetden.

5.1.4.1 A MEG-01 sejtekkel végzett in vitro kisérletek eredményei

A hyperglycaemia hatdsara egy csokkend tendenciat lattunk a miRNS
expressziokban (10. abra A-C), ami 24 ora elteltével mar szignifikans volt (miR-223 és
miR-26b esetén P<0,010; miR-140 esetén P<0,05), és a 4 hetes kezelés végére ez a

csOkkenés még markansabba (P<0,001) valt. A mannitol kezelés nem befolyasolta a
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miRNS expressziokat, ¢s a miR-107 mennyisége sem valtozott jelentésen a kezelés

hatéséra (10. abra D).
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10. abra. A MEG-01 sejtek miRNS expressziéjanak valtozasa in vitro gliikéz kezelés hatasara. A
megakaryocyta sejteket 8 6ratol 4 hétig kiilonbozo idotartamig glitkozzal kezeltiik és a kezelések végén
0ssz RNS-t izolalva a sejtekbdl kvantitdltuk a miRNS-ek expresszidjat. Negativ kontroll mintaként a
mannitollal kezelt sejteket hasznaltunk (csikozott oszlop). Mar 8 d6ras kezelést kdvetden is csokkent miR-
223 (A), miR-26b (B), és miR-140 (C) szintet mértiink, a miR-107 szintje jelentdsen nem valtozott (D) a
nem kezelt mintakhoz képest (sziirke oszlop). Atlag és SEM értékeket abrazoltunk, n=6/csoport. ¥P<0,05,
**P<0,01, ***P<0,001.

Az érett miRNS expressziok mellett az MK sejtek pre-miRNS tartalmat is
vizsgaltuk RT-qPCR moédszerrel. Az érett miRNS szintekkel ellentétben, a pre-miR-223
¢€s pre-miR-26b expresszidja nem csokkent a hyperglycaemia hatdsara 24 ora elteltével
sem, sot a 4 hetes kezelés végére jelentds emelkedést (P<0,05) mutattak (11. abra A, B).
Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy az érett miRNS szintek csokkenéséért a MEG-

01 MK sejtekben dontden a megvaltozott Dicer aktivitas lehet a felelds.
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11. abra. A prekurzor-miRNS (pre-miRNS) szintek hyperglycaemias MEG-01 sejtekben. A
kiilonboz6 ideig tartd in vitro gliikéz kezelés hatasara a thrombocytakban tapasztalttol eltéré pre-miRNS
szinteket mértiink, a miR-223 (A) és a miR-26b (B) szintje kiilondsen 4 hét utan jelentésen megnétt a
kiindulasi (nem kezelt) mintdhoz képest (sziirke oszlop). Atlag és SEM értékeket abrazoltunk, n=6-
8/kisérlet. *P<0,05, **P<0,01.

5.1.4.2 A K562 sejtek differencialtatisa MK sejtekke és a miRNS expressziok vizsgalata

gliikoz kezelést kovetden

A diabeteses csontvel6i koriilményeket K562 sejtekbdl differencialtatott MK
sejtekben is modelleztiik. Ehhez eloszor a K562 sejteket 1 hét alatt érett
megakaryocytakka differencialtattuk PMA-val. Az érési folyamatot d&ramlési citometriai
mérésekkel kovettiik. Ahogy a 12. abran is lathatd, az €16 sejtek aranya (85,9 = 1,7 %)
magas volt a megakaryopoiesis 7. napjan (12. dbra A, B), és a sejtek mérete, valamint
granulaltsaga is megvaltozott az eldre (FS) és az oldalra szort (SS) fénytulajdonsagok
alapjan. A CD41 ¢és CD61 pozitivitas a PMA kezelés hatasara fokozatosan emelkedett a
sejtek felszinén (12. dbra C, D), ami jol mutatta a MK irdnyu differencialédast. A CD41
expresszidja a kezdeti 1-2 %-rol kdzel 40%-ra emelkedett (MFI értékek: 0,54 + 0,02 vs.
2,80 £ 0,09) (C, D), mig a CD61 a sejtek 80-90%-an jelent meg a kezelés végére (MFI
értékek: 0,53 £ 0,03 vs. 5,60 + 0,30) (nem késziilt réla abra).
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12. abra. A K562 sejtek differencidltatisa érett megakaryocyta sejtekké. A kezelés eldtti allapothoz
képest (A) a PMA-val tortént sejtérés soran a MK sejtek sejtmorfologiai valtozason mentek at (B), és
fokozatosan expresszaltdk a CD41-t, ami felszini %-os pozitivitassal (C) és az MFI értékkel (D) is jol
demonstralhat6. A kiindulasi (nem kezelt) mintakat sziirke oszlopokkal jeloltiik. Roviditések: FS: forward
scatter, SS: side scatter, K562-MK: K562-megakaryocyta, MFI: mean fluorescence intensity. Atlag és
SEM értékeket abrazoltunk, n=3-4/vizsgalat. **P<0,01, ***P<0,001.

Ezutan az érett MK sejteket magas gliikéz tartalmi médiumban tenyésztettiik
kiilonb6z6é idétartamon keresztiill (8 o6ratdol — 5 napig). Az apoptotizald sejtek
megjelenése miatt nem tudtuk a differencidlodott sejteket egy hétnél tovabb kezelni,
mint az immortalizalt MEG-01 sejtek esetében. Az érett miRNS expressziokat UPL-
proba alapu RT-qPCR modszerrel hataroztuk meg, és az eredmények normalizalasara

ebben az esetben is az RNU43 referencia gént hasznaltuk.

A MEG-01 sejteknél tapasztaltakhoz hasonldéan, a hyperglycaemia hatdsara a
miRNS-ek expresszidja a K562-MK sejtekben is szignifikansan (P<0,05) csokkentek
(13. abra A-C). A mannitol kezelés nem befolydsolta a miRNS expresszidkat, és a miR-
107 mennyisége (13. abra D) sem valtozott jelentésen a kezelés hatasara. Tovabbi
érdekességként azt figyeltiik meg, hogy maga a megakaryopoiesis soran a miR-26b

mennyisége jelentdsen novekedett, mig a miR-140 és miR-107 szintjei csokkentek.
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13. abra. A miRNS szintek valtozasa gliikozzal kezelt érett K562-MK sejtekben. A K562 sejteket
elészor érett megakaryocytakka (K562-MK) differentaltattuk PMA-val (sziirke oszlop), majd ezt
kovetden kezeltiik gliikozzal 8 6ratdl 5 napig. A miR-223 (A), a miR-26b (B), és a miR-140 (C) szintje
jelentdsen csokkent az érett MK sejtmintakhoz képest, mig a miR-107 (D) szintje érdemben nem
valtozott. Atlag és SEM értékeket dbrazoltunk, n=4-8/ kisérlet.

5.1.5 A hyperglycaemia hatdasara lecsokkent miRNS expressziok emelkedett cél mRNS

szintekkel jart egyiitt mind a vérlemezkékben, mind az MK sejtekben

A vérlemezkékben nagy mennyiségben megtalalhaté miRNS-ek koziil a miR-223
a P2RY12 [80], mig a miR-26b és a miR-140 a P-selectin (SELP) génjének mRNS-ét
szabalyozhatjak a TargetScan human predikcids program (Release 7.0, 2015. augusztus,
www.targetscan.org) alapjan (14. abra A). Ezért megvizsgaltuk, hogy a csokkent
miRNS szintek hatdsara hogyan valtozott a vérlemezkékben a cél mRNS-ek mennyisége
DM2-ben ¢és a gliikozzal kezelt MEG-01 MK sejtekben. A P2RY 12 mRNS szintjében
szignifikans emelkedést (P=0,036) tapasztaltunk DM2-ben az egészséges kontrollokhoz
képest. A csokkent miR-26b ¢s miR-140 szintek mellett a SELP mRNS expresszioja
szintén jelentésen magasabb (P=0,005) volt DM2-ben (14. dbra B). Ezzel parhuzamosan
a glikoz kezelt MEG-01 MK sejtekben is hasonlé mértékii emelkedést (P<0,05)
detektaltunk mindkét mRNS esetében 24 ora elteltével (14. abra C). A megvaltozott
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mRNS szintek megalapozhatjak a P2Y 12 receptor és a P-selectin fokozott sejtfelszini

kifejez6dését, ami hozzdjarulhat az abnormadlis vérlemezke aktivacio kialakuldsdhoz

DM2-ben.

P2RY12 3°UTR  miR-223-3p (76-82)
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14. abra. A miR-223 a P2RY12, mig a miR-26b és miR-140 a SELP mRNS expresszidjat
szabalyozzak. A predikcids programok alapjan a P2RY 12 mRNS-t a miR-223, mig a SELP mRNS-t a
miR-26b és miR-140 regulalhatja a komplementaritds alapjan (A). DM2-ben a betegek vérlemezkéiben
mindkét mRNS szintje jelentdsen emelkedett az egészséges kontrollokhoz (sziirke oszlop) viszonyitva,
n=14-18/csoport (B), tovabba a gliikozzal kezelt MK sejtekben a kiindulasi mintdkhoz (sziirke oszlop)
képest szintén nétt a két mRNS expresszioja 24 éra elteltével, n=6/csoport (C). Atlag és SEM értékeket
abrazoltunk. *P<0,05, **P<0,01.
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5.1.6 A miR-26b, miR-140 és SELP mRNS kozotti kapesolat igazoldasa

A miR-26b, a miR-140 és a SELP mRNS kozotti direkt kapcsolatot miRNS
mimic-ek és inhibitor-ok hasznalatdval vizsgaltuk. A MEG-01 MK sejtekbe
Lipofectamine reagenssel transzfektaltuk a miRNS expresszido modulatorokat 24 6ran
keresztiil, majd elsé 1épésben ellendriztiik a transzfekcid hatékonysagat. A mimic-ek
hatasara a miR-26b és a miR-140 fokozottan expresszalodott (15. abra A, B), mig a
specifikus miRNS inhibitor-ok jelentdsen gatoltdk ezen miRNS-ek szintjét (15. abra C,
D) az MK sejtekben, ugyanakkor egymas hatasat nem befolyasoltak.
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15. abra. A miRNS mimic és inhibitor transzfekciéjanak hatékonysiag ellendérzése a MEG-01
sejtekben. A kontroll mimic/inhibitor (NEG-01) kezelést kapott sejtmintdkhoz viszonyitva (sziirke
oszlop) a mimic képes volt fokozott miRNS expressziét okozni a MK sejtekben (A, B), mig az
inhibitorok jelentdsen csokkentették a sajat miRNS szintet (C, D). Atlag és SEM értékek keriiltek
feltiintetésre, n=6/kisérlet. **P<0,01, ***P<0,001.

A miRNS szintek megvaltoztatdsa utdn megmértik a miR-26b és a miR-140
SELP mRNS-re kifejtett hatasat: i) a SELP mRNS mennyisége jelentds mértékben
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csokkent mindkét miRNS mimic hatdsira. A negativ kontroll mimic-kel (NEG-01)
transzfektalt sejtek SELP mRNS tartalmat 100%-nak vettiikk, ehhez hasonlitottuk
transzfektalas utan az MK sejtek SELP mRNS expressziojat (a miR-26b hatasara ez
60%-ra, mig a miR-140 esetén 70%-ra csokkent, P<0,05), ii) az anti-miR-26b és az anti-
miR-140 a SELP mRNS szignifikans emelkedéséhez (P<0,05) vezetett (16. dbra A, B).
Ezekkel a kisérletekkel megerdsitettiik ezen miRNS-ek (miR-26b és miR-140) és cél
mRNS-iik (SELP) kozotti direkt kapcsolatot.
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16. abra. A SELP mRNS expresszidjanak valtozasa miRNS mimic-ek és inhibitorok hatasara. A
miR-26b mimic hatisara jelentdsen csokkent, ugyanezen inhibitor jelenlétében jelentdsen nétt a SELP
mRNS szintje a negativ kontrollal (NEG-01) transzfektalt mintakhoz (sziirke oszlop) képest (A). Hasonlo
valtozasokat tapasztaltunk a miR-140 expresszido moduldlasa esetén is (B). Ezzel szemben a P2RY 12 (C)
és CD41 (D) mRNS szintek nem valtoztak a fenti sejtmanipulaldsok esetén (D). Atlag és SEM értékeket
tiintettiink fel, n=6/kisérlet. ¥*P<0,05, **P<0,01.

Végiil 2 masik fontos thrombocyta mRNS expressziojat is vizsgaltuk (P2RY'12,
CD41), melyekre nem voltak hatdssal a miR-26b ¢s miR-140 miRNS mimic-ek, ezzel
alatamasztottuk a kisérlet specifikussagat (16. abra C, D).
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5.1.7 A miRNS expressziok Dicer fiicedségének vizsgdlata calpain inhibitorral MEG-01

sejtekben

A DM2-ben tapasztalt csokkent miRNS expressziok hatterében a kisebb pre-
miRNS szintek mellett az alacsonyabb Dicer aktivitas is allhat. A Dicer - mint III-as
tipusi RN4z - fontos szerepet tolt be a pre-miRNS ¢€s érett miRNS atalakulasban, ezért
vizsgaltuk ezt a szabalyozo 1épést is. Amennyiben calpeptinnel (calpain 1 és 2 inhibitor)
gatoljuk a Dicer mitkddését jelentdsen befolydsold calpainokat, akkor megvédjiik az
enzim funkcigjat. A hyperglycaemias MK sejtekhez adott calpeptin visszadllitotta a
Dicer aktivitasat, ami normalizalta a miR-223 (P=0,009) és miR-26b (P=0,027)
expressziojat (17. abra A, B).
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17. abra. A Dicer enzim vizsgilata az érett miRNS-ek expressziéjanak szabdlyozasiaban
hyperglycaemias MEG-01 sejtekben. A calpeptin (Calp) 6nmagaban szignifikdnsan megemelte a miR-
223 (A) és a miR-26b (B) szintjét a nem kezelt mintdkhoz (sziirke oszlop) képest, ugyanakkor a gliik6z
(Glii) kezelés hatasara jelentdsen lecsokkentek a miRNS szintek. Amikor a gliikoz kezelés el6tt calpeptint
is adtunk a sejtekhez, az megakadéalyozta a miRNS expressziok csokkenését a Dicer protektiv hatasan
keresztiil. Az dbran az atlag és SEM értékeket abrazoltuk, n=4-6/csoport.

5.2 A BMS és DES sejtaktivalo hatasanak 6sszehasonlitasa stabil anginaban

Egy klinikai vizsgdlatban a BMS ¢és a DES sejtaktivald hatdsdnak
Osszehasonlitasat végeztiik, mivel a PhD dolgozatom egyik {6 célja a vérlemezke és az
endothelsejt aktivacid vizsgalata volt trombotikus komplikaciokkal nagy eséllyel

egylittjaro betegségekben.
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5.2.1 A betegek demogrdfiai és klinikai jellemzdi

Jelen tanulméanyban 28 BMS és 21 DES kezelésben részesiilt stabil anginds beteg
vérmintaiban vizsgaltuk a vérlemezke és az endothelsejt aktivacidés markerek szintjét. A
betegcsoportok korban és nemben azonosak voltak €és nem volt kiilonbség a
tarsbetegségek (DM2, magas vérnyomas vagy hyperkoleszterinaemia) jelenlétében és a
dohanyzasi szokasokban sem (6. tdbldzat). A beavatkozast kovetden a betegeket 6
hoénapon keresztiil kovettiik, amely soran a klinikus nem tapasztalt sztenttrombozist,

azonban 6 BMS betegben ISR alakult ki.

Kezelés elotti paraméterek BMS (n=28) DES (n=21) P érték
Eletkor (év) 68,4+9.9 64,3+ 11,3 0,19
Nem (férfi, %) 50 77 0,13
Diabetes mellitus (%) 46 54 0,77
Magasvérnyomas (%) 92 91 0,78
Dohéanyzas (%) 53 38 0,14
Hyperkoleszterinaemia (%) 38 37 0,88
BMI (kg/m2) 30,2+ 5,4 279152 0,59
El6z6 MI (%) 54 32 0,12
T > x| s

6. tablazat. A vizsgalatban résztvevo betegek kezelés elotti demografiai jellemzo6i. Roviditések: BMS:
bare metal stent, DES: drug eluting stent, BMI: body mass index, MI: myocardialis infarctus.

A sztent beliltetést kdvetd hemosztazis eltérések monitorozasara a D-dimer és a
FM koncentraciokat hasznaltuk. Amig a D-dimer és fibrinogén szintekben nem volt
kiilonbség, addig az FM koncentraciok jelentésen emelkedtek voltak mar 24 6raval a
beavatkozast kovetden (P=0,012), és ez nem csokkent le az 1 honapos mintdkban sem
(18. dbra A). A median FM értékek ugyanakkor a referencia tartomanyban (<10 mg/L)

maradtak.

Az intervenciok soran bekdvetkezett atmeneti myocardialis ischemia értékelésére

szérum cTnT szint keriilt meghatarozasra. A sztent beiiltetés utdn 24 6raval jelentésen
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magasabb cTnT koncentraciokat figyeltiink meg mind a BMS (P=0,0001), mind a DES
(P=0,042) csoportban, melyek 1 honap elteltével visszacsokkentek a kiindulési
értékekre (18. dbra B).
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18. abra. A BMS és DES csoportok fibrin monomer (FM) és cardialis troponin T (cTnT)
eredményei. A DES csoportban a FM koncentracioja jelentdsen emelkedett mar 24 6raval a beavatkozast
kovetéen, ami nem csokkent vissza a kiinduldsi értékre 1 honap mulva sem. A BMS csoportban nem
tapasztaltunk hasonléo mértékd eltérést az FM szintekben (A). Az intervenci6 utan kialakult myocardialis
ischemia miatt a sztent beiiltetést kovetd napon jelentdsen magasabb cTnT koncentraciokat figyeltiink
meg mind a BMS, mind a DES csoportban (B). Ez a folyamat 1 honap elteltével mérséklodott és a cTnT
koncentraciok mindkét csoportban visszacsokkentek a kiindulasi értékekre (B). Az dbran a median mellett
az 5-95 percentilis értékeket tiintettiik fel. (BMS: n=28 és DES: n=21).

5.2.2 A verlemezke aktivacios markerek

A vérlemezke aktivacid mértékét a felszini P-selectin aramlasi citometriai,
valamint a plazma mintdk szolubilis P-selectin, CD40L és PDGF-BB koncentraciok

mérésével detektaltuk a sztent-kezelés el6tt €s utan. A kettds thrombocyta funkciot gatlo
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terapia ellenére mindkét sztent tipus alkalmazasa mellett fokozott vérlemezke aktivaciot
figyeltiink meg a sztent beiiltetést kovetden 1 honappal, de a két csoport kozott nem volt
kiilonbség a felszini P-selectin expressziokban (BMS: 3,3 [2,3-3,8] %; DES: 2,5 [2,3—
3,2] %; P=0,574) (19. abra A). Ehhez hasonldan a szolubilis P-selectin koncentraciok is
fokozatosan megemelkedtek a keringésben, kiilondsen a BMS csoportban, ahol a
beavatkozas utan 1 honappal szignifikansan magasabb koncentraciok voltak (a kezelés
elotti értékekhez képest P=0,048) (19. abra B). A szolubilis CD40L szintek a referens
tartomanyon (<100 pg/mL) beliil maradtak a kovetés soran és a két csoport kozott nem

volt jelent6s kiillonbség.
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19. abra. A koronaria sztentelést kovetd vérlemezke aktivacié6 mértékének valtozasa. A sztent
beiiltetést kovetden 1 honappal mindkét sztent tipus alkalmazésa mellett fokozott vérlemezke aktivaciot
figyeltiink meg. A felszini P-selectin expresszidokban azonban nem volt kiilonbség a BMS és a DES
kozott (A). Ehhez hasonloan a szolubilis P-selectin koncentracidk is fokozatosan megemelkedtek a
keringésben, kiilonosen a BMS csoportban, ahol a beavatkozas utan 1 honappal szignifikdnsan magasabb
szintek voltak a kezelés elotti értékekhez képest (B). Az abran a medidn mellett az 5-95 percentilis
értékeket tiintettiik fel. (BMS: n=28 és DES: n=21).

A sztentelés okozta vaszkuldris sériilést kdvetden az aktivalodott vérlemezkékbdl
nagy mennyiségi PDGF-BB is kikeriilhet a keringésbe, ami a simaizomsejtek
proliferacidjat stimulalhatja [130]. Emellett méas novekedési faktorok, a gyulladdsos
sejtek infiltracidja és az intenziv extracelluldris remodelling tovabbi érsziikiiletet
okozhat a sztentelés helyén vagy annak kornyékén [130]. Mindezek ismeretében
meghataroztuk a plazma mintdk PDGF-BB szintjét is ELISA modszerrel, hogy tovabbi
bizonyitékot kapjunk a BMS indukalta ISR kialakuldsdra. Azoknal a betegeknél,
akiknél a BMS mellett kialakult az ISR, atlagosan magasabb PDGF koncentraciokat
mértiink a sztentelés utan 1 honappal a komplikaciot nem mutaté BMS betegekhez és a

DES csoporthoz képest (20. abra A). A DES csoportban ugyanakkora PDGF szintje
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onmaga kiindulési értékéhez képest jelentdsen lecsokkent (P=0,004) 1 honappal a
beavatkozast kovetden (20. abra B), ami részben magyarazhatja, hogy miért nem alakult

ki ISR ebben a csoportban.
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20. abra. A plazma PDGF szintek 6sszehasonlitasa az egyes betegcsoportok koézott. A kovetési ido
alatt a BMS-t kapott betegek 20%-aban korai ISR alakult ki, szemben a DES csoporttal, ahol nem volt
ilyen komplikaci6. A sztent kezelés utan 1 hoénappal az ISR csoportban mérsékelt emelkedést
tapasztaltunk a PDGF szintekben a komplik4ciéo nélkiilli BMS és DES csoportokhoz képest, ami
statisztikailag nem volt szignifikans kiilonbség (A). Ugyanakkor a DES csoportban jelentdsen csokkent a
PDGF koncentracidja 1 honappal a sztent kezelést kovetden az azt megel6z6 allapothoz képest (B). Az
abran a median mellett az 5-95 percentilis értékeket tiintettiik fel. (BMS+restenosis: n=6, BMS restenosis
nélkil: n=22 és DES: n=21).

5.2.3 Az endothelsejt aktivacios markerek

Az endothelsejt aktivaciés markereket két f6 csoportra lehet osztani aszerint, hogy
milyen gyorsan jelzik az endothelsejt kdrosodast [131]. Az I. tipusba tartoznak a korai
vagy azonnali (pl. a vVWF) markerek, a II. tipust a sejtaktivaciot kovetden (4-6 6ra alatt)
szintetizal6dd, majd expresszalodo fehérjek (pl. VCAM-1, E-selectin, ICAM-1)
alkotjak [131].

A vWF az endothelsejtekben a Weibel-Palade testekben raktarozodnak, ahonnan
gyorsan szekretdlodnak az endothelsejt sériilést kovetden. A sztent kezelés elott nem
volt kiilonbség (P=0,154) a median vWF-Ag koncentracidkban a két csoport kozott,
ugyanakkor a BMS beavatkozas utan 24 o6raval szignifikans emelkedést (190 [173-195]
vs. 152 [142-167] %, P=0,046) mutatott (21. abra A). A DES csoportban nem
tapasztaltunk ilyen mértékii eltérést, a legtobb esetben a referencia tartomanyon beliil

(50-160 %) voltak az értékek (21. abra A).
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21. abra. Az endothelsejt aktivaciéos markerek (VWF é VCAM-1) valtozisa a BMS és DES
implantaciét kovetéen. A von Willebrand factor (VWF) szintje szignifikdnsan megemelkedett a
fémsztent (BMS) beiiltetését kovetd napon és a legtobb beteg esetében az értékek a referens tartomany
felett maradtak az 1 honapos mintdkban (A). Ezzel ellentétben a DES csoportban a vWF koncentraciok
alapjan nem volt ilyen mértékli endothelsejt aktivacid (A). A sztentelés utan 24 oraval egy masik
aktivacios marker szintje, a szolubilis VCAM-1 is szignifikdnsan magasabb volt a BMS csoportban,
ugyanakkor a gyogyszert kibocsatd sztent alkalmazasa mellett ez nem emelkedett jelentésen (B). Az
abran a median mellett az 5-95 percentilis értékeket tiintettiik fel. (BMS: n=28 ¢s DES: n=21).

A BMS csoportban a sztent kezelés utan 1 nappal vett plazma mintdkban
szignifikansan magasabb szolubilis VCAM-1 koncentraciokat (610 [501-806] vs. 512
[449-703] ng/mL, P=0,046) mértiink szemben a DES csoporttal (21. dbra B), ahol ez
nem emelkedett jelentésen (P=0,162). A szolubilis ICAM-1 csak mérsékelt emelkedést
mutatott a sztent implantaciot kdvetéen 1 hoénappal, és ez a valtozas azonos mértékii
volt a BMS és a DES csoportok kozott, azonban az E-selectin értékekhez hasonloan,

jelentésen magasabb volt ISR-ben (lasd a kdvetkezo alfejezetben).

5.2.4 ISR-ben emelkedett sejtaktivacios markerek

A BMS kezelésben részesiilt betegek koziil 6 esetben (kb. 20 %) ISR alakult ki a
kovetési 1d6 alatt, viszont a DES csoportban nem volt ilyen komplikéacio, ezért a

csoportbontés utan is megvizsgaltuk az aktivaciés markerek eredményeit.

A CDA40L és az ICAM-1 receptorok szintje a leukocytak aktivacigjat jelzik és az
endothelsejtekhez valo kotddését segitik el6. Habar az 6ssz BMS és a DES csoportok
kozott nem tapasztaltunk kiilonbséget, az ISR joval magasabb szolubilis ICAM-1
(P=0,046) és CD40L (P=0,032) koncentraciok jelenlétében kdvetkezett be (22. abra A,

B), jelezve a nagyobb mértékii cellularis aktivaciot.
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22. abra. A szolubilis ICAM-1 és CD40L koncentraciok in-stent restenosisban. A csoportbontést
kovetéen a szolubilis ICAM-1 (A) és CD40L (B) koncentracidja szignifikansan magasabb volt
restenosisban, mint azokban a betegekben, akiknél nem alakult ki komplikéacio. Az abran a median mellett
az 5-95 percentilis értékeket tiintettiik fel. (Restenosis: n=6, Restenosis nélkiil: n=22).

Ehhez hasonldan az endothelsejt aktivaciés markerek az E-selectin, a VCAM-1 és
a VWF szintek is magasabbak voltak ISR-ben (23. dbra A-C) a DES csoporthoz képest.
Ez a valtozas kiilondsen a szolubilis E-selectin és a vVWF esetében volt jelentds mértékii
(P=0,032 ¢s P=0,011), mig a szolubilis VCAM-1 esetében egy hasonld irdnyt
tendenciat tapasztalhattunk (P=0,160).
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23. abra. Az in-stent restenosis (ISR) fokozott endothelsejt aktivacié és nagyobb vaszkularis
gyulladas mellett alakult ki. A DES csoporthoz képest, ISR-ben jelentésen magasabb E-selectin (A),
VCAM-1 (B) és vWF (C) szinteket detektaltunk. Emellett, az ISR-ben emelkedett TNF-a koncentraci6
(D) fokozottabb vaszkularis gyulladdsos folyamatokra utalhat. Az 4bran az atlag és SEM értékeket
abrazoltuk. (DES: n=21, BMS: n=28, BMS-ISR nélkiil: n=22 és ISR: n=6).

Az ISR kialakuldsa sordn lejatszodd vaszkuléris gyulladdsos folyamatokrol az
emelkedett TNF-a szint nyujthat tovabbi informaciot [112]. Az ELISA méréseket
kovetden azt tapasztaltuk, hogy a plazma mintakban 1ényegesen magasabb (P=0,049)

volt a citokin plazma koncentracidja ISR-ben (23. dbra D).

5.2.5 A vérlemezke funkcio gatlé kezelésekre adott vdilasz hatasa a sztent indukdlta

sejtaktivaciora

Az aszpirin/clopidogrel kezelés hatékonysaga a vérlemezke aggregacio és a VASP
fehérje foszforilacid vizsgalatan keresztiil keriilt megallapitisra 4 héttel a terapia
megkezdését kovetéen. A reszponderek kozé tartoztak azok a betegek, akinek a
vérlemezke reaktivitasi indexe <50%, a nem reagéalod személyeknél ez az érték >72% és
a ketté kozott (50-72%) voltak a gyengén reagald betegek. Ezek alapjan a BMS
csoportban 21 (75%), mig a DES csoportban 16 (76%) reszponder volt (7. tdblazat). A
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kezelés hatékonysaga nem befolyasolta a szolubilis markerek szintjét. A BMS
csoportban a felszini P-selectin pozitivitdsban, a DES csoportban a plazma PDGF
szintekben tapasztaltunk enyhe kiilonbségeket a reszponderek és a gyengén vagy nem

reagalo betegek kozott (7. tablazat).

Felszini | Szolubilis | Szolubilis | Szolubilis | Szolubilis | Szolubilis

Csoportok P-selectin | P-selectin | VCAM-1 | ICAM-1 CD40L | E-selectin P(D G/i-f)B
(%) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) | (pg/mL) | (ng/mL) | ‘P8

BMS

Gyengén (n=6) és 3.6 40 548 194 405 28 384

nem reagald

) (3,2-3,9)" | (28-46) | (478-753) | (175-242) | (254-576) | (20-33) | (256-452)
személyek (n=1)

2,9 32 620 193 376 33 374

Reszponder (n=21) |5 \"35) | (20-44) | 491-817) | (155-247) | (221-539) | (22-41) | (184-303)

DES
Gyengén reagald 2,8 36 580 180 398 24 300
személyek (n=5) (2,3-377) | (30-40) | (558-592) | (167-205) | (269-447) | (21-25) | (291-330)"

24 36 591 181 374 25 229
(2,3-3,0) | (29-39) | (468-757) | (162-268) | (326-512) | (22-32) | (228-244)

Reszponder (n=16)

7. tablazat. A reszponder és nem reszponder személyek eredményeinek dsszehasonlitisa. A BMS ¢és
DES csoportokban a betegek valaszreakcidja a thrombocyta funkcidt gatld terdpiara nem volt jelentds
hatassal a sejtaktivacios markerek szintjének valtozasara. * A BMS csoportban csak a felszini P-selectin
expressziokban tapasztaltunk enyhe emelkedést a nem vagy gyengén reagédld személyeknél. # Hasonlo
mértéki valtozast figyeltiink meg a PDGF koncentracidkban a DES csoportban, azonban ez nem volt
statisztikailag szignifikans kiilonbség. Az eredményeket medidn érték és kvartilisek formaban tiintettiik
fel a tablazatban.

5.3 Az everolimus endothelsejt aktivaciot csokkento hatasanak vizsgalata

Eddigi vizsgalataink alapjan megallapitottuk, hogy stabil angindban a koronaria
fémsztentek (BMS) és a gyogyszert eluald sztentek (DES) az implanticiot kdvetden
eltéré mértékben befolyasoltdk a thrombocyta és endothelsejt aktivaciot a beavatkozas
utan 1 honap elteltével. A koronaria BMS implantaciot kovetden a betegek egyotodében
(n=6) ISR alakult ki szemben a DES kezelésben részesiilt személyekkel. Ennek
hatterében a sztentelés miatti vérlemezke aktivacid indukalta érfali gyulladasos
folyamatok, endothelsejt aktivacido és fokozott simaizomsejt-proliferacié 4allhatnak
[130], amely folyamatokat a gydgyszeres sztent megelézni vagy jelentds mértékben
csOkkenteni tudott. Emellett az ISR magasabb szolubilis E-selectin és VCAM-1
szintekkel jart egyiitt, azonban ezen gének expresszidjanak potencialis transcriptios €s
posttranscriptiés szabalyozdsardl és az everolimus moduldld hatasarol még kevés
informéacio allt rendelkezésre. Az ISR kialakuldsaban tovabba felmeriilt a megvaltozott
expressziot mutatd keringd miRNS-ek szerepe is. Ennek érdekében eldszor in vitro
endothelsejt tenyészetekben megnéztilk, hogy a sztentelés provokalta inflammaciot

modellez6, TNF-a indukalta sejtaktivacid hatasara hogyan valtoznak ezen mRNS-ek
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expresszioja €s az everolimus ezt milyen szinten képes mérsékelni. Ezt kovetden
megvizsgaltuk a gének posttranscriptioés szabalyozasat a miR-181b expresszid mérésen
keresztiil. Végiil a betegektdl szarmazd plazma mintakban is meghataroztuk a miRNS

profilt, amit a szolubilis markerekkel korrelaltattunk.

5.3.1 Az everolimus csokkentette a TNF-o kezelés hatasara megemelkedett E-selectin és

VCAM-1 szinteket in vitro endothelsejt kulturakban

A vaszkuléris gyulladasos folyamatokat TNF-a (100 ng/mL) aktivacid révén
artérias koronaria (HCAEC) ¢és vénas (HUVEC) endothelsejteken modelleztiik
everolimus (0,5 pM) jelenlétében ¢és hidnyadban, majd RT-qPCR ¢és ELISA
modszerekkel meghataroztuk a SELE (E-selectin) és VCAM1 (VCAM-1) mRNS ¢és

fehérje expressziokat.

A SELE és VCAM-1 mRNS-ek szintje a TNF-a koncentracidjanak (100 ng/mL)
¢s az inkubdlasi id6 (1-4 ora) fiiggvényében markdnsan novekedett (tobb tiz-
szazszorosara), amit az everolimus (0,5 M) koncentracid fiiggd modon szignifikdnsan
csokkenteni tudott a HUVEC (P<0,001) ¢s a HCAEC (P<0,001) sejtekben (24. abra és
25. abra A, B). A gyb6gyszer dnmagéaban nem volt jelentOs hatdssal a sejtek mitkodésére

¢s az oldészere (DMSO) sem befolyasolta a celluléris folyamatokat.
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24. abra. A SELE és a VCAM1 mRNS szintek analizise HUVEC sejtekben. Az 1 6ras TNF-a
stimulus (100 ng/mL) hat4sara igen markans emelkedést tapasztaltunk a SELE (A) és VCAM1 (B) mRNS
szintekben a nem kezelt (sotét oszlop) mintdkoz képest. A citokinnel egyiitt adott everolimus (0,5 uM)
szignifikansan csokkenteni tudta mindkét mRNS expresszidjat, ugyanakkor az oldoszere (DMSQO) nem
befolyasolta a TNF-o hatdsat. Az everolimus és a DMSO 6nmagaban nem volt hatassal a cellularis
folyamatokra. Az eredmények atlagat és a SEM értékeket abrazoltuk, n=4-8/csoport.
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Az mRNS expressziok mellett a HCAEC sejtek feliilluszojaban a fehérje szinteket
is meghataroztuk. A TNF-a kezelés hatdsira bekdvetkezd endothelsejt aktivaciod
kovetkeztében nagy mennyiségli E-selectin és VCAM-1 fehérje szabadult ki a sejtekbdl.
Az everolimus az mRNS szintek befolyasolasan keresztiil a fehérjék koncentraciojat (E-
selectin, P=0,001 és VCAM-1, P<0,001) is képes volt szignifikansan csokkenteni (25.
abra C-D). Tehat ezek az in vitro eredmények eldzetesen magyarazattal szolgalhatnak
arra vonatkozoan, hogy a DES csoportban miért volt kisebb az endothelsejt aktivacio

szintje ¢és az E-selectin/VCAM-1 szintek a plazma mintakban.
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25. abra. Az E-selectin és a VCAM-1 mRNS és fehérje expressziok valtozasa TNF-o stimulus
hatasara HCAEC sejtekben. A HUVEC sejtekben tapasztalt nagyfoki mRNS szint emelkedést a
HCAEC sejtekben is megfigyeltiik. A TNF-a kezelés (100 ng/mL) fokozott SELE (A) és VCAM1 (B)
mRNS expresszidkat eredményezett, ugyanakkor everolimus (0,5 uM) jelenlétében ez jelentdsen kisebb
mértéki volt. A gydgyszer dnmagaban nem volt jelentds hatassal a sejtek mikddésére és az olddszere
meghatdroztuk a sejtek feliiluszojaban. A szolubilis E-selectin mar 4 6ras TNF-a kezelést kovetden
szignifikdnsan megemelkedett (C), mig a VCAM-1 esetén 24 6ra utan lattunk hasonldé mértéka valtozast

V4

csokkentette (C, D). Az eredmények atlagat és a SEM értékeket abrazoltuk, n=4-8/csoport.
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5.3.2 Az everolimus gyulladascsokkentd hatasa az endothelsejtekben

Az endothelsejt aktivacios markerek szabalyozasaban betdltott szerepe mellett az
everolimus gyulladascsokkentd hatasat az IL-1B és IL-6 mRNS-ek expresszidjan
keresztiil analizaltuk. A HCAEC sejtekben TNF-a citokinnal kivaltott gyulladast az
emelkedett IL-1PB és IL-6 mRNS szintek igazoljak, amik mar 1-4 6raval a kezelés utan
jelentés mértékiiek voltak. Ezt a nagyfokt gyulladasos vélaszreakcidt az everolimus 1
oOra alatt szignifikansan redukalta (26. abra A, C), ami 4 6rat kovetden még kifejez6bbé
valt az IL-1B (P<0,002) és az IL-6 (P=0,004) mRNS esetén is (26. dbra B, D). Ezen
eredmények alapjan az everolimus csokkenteni tudta a TNF-a indukélta gyullad4sos

folyamatokat az endothelsejtekben.
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26. abra. A TNF-a citokinnel kivaltott gyulladasos folyamatot képest volt csokkenteni az everolimus
az endothelsejtekben. A HCAEC sejtekben TNF-a citokinnal kivaltott gyulladéast az emelkedett IL-1f3 és
IL-6 mRNS szintek igazoljak, amik mar 1 oraval a kezelés utan jelentds mértékiiek voltak (A, C). Ezt a
nagyfoku gyulladasos vélaszreakcidt az everolimus 1 ora alatt szignifikansan redukalta (A, C), ami 4 orat
kovetéen még kifejezObbé valt az IL-1 és IL-6 mRNS esetén is (B, D). Az eredmények atlagat és a SEM
értékeket abrazoltuk, n=4-8/csoport.
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5.3.3 Az everolimus hatasa az NF-xB utvonal aktivalodasara

Az NF-xB utvonal aktivaciéja sordan a p65 transzkripcios faktor (TF) a
citoplazmabol bejut a sejtmagba, ahol gyulladdsos gének transcriptiojat serkenti, ezért a
magtranszlokacié mérésével kovetkeztetni lehet a gyulladdsos valaszreakcido mértékére
[128]. Ebbdl kifolyolag megvizsgaltuk, hogy az everolimus gyulladascsokkentd hatésa a
korai p65 transzlokacid gatlasan keresztiill megy-e végbe. Ehhez a HCAEC sejteket
rekombinans TNF-a-val (100 ng/mL) 1 6ran keresztiil kezeltiink everolimus (0,5 pM)
vagy az oldoszere (DMSO) jelenlétében. Fluoreszcens mikroszkoppal a p65 festdédés
intenzitdsat analizaltuk a sejtek citoplazmajaban és a sejtmagban. A nem kezelt
sejtekhez képest a TNF-o hatdsara a p65 a citoplazmabol bekeriilt a sejtmagba, amit az
everolimus jelentés mértékben (P<0,001) meg tudott akadalyozni (27. abra). Ezzel
ellentétben a DMSO nem befolyadsolta a citokin hatasat (P=0,232). Ezekkel a
kisérletekkel igazolni tudtuk, hogy az everolimus az NF-kB utvonal gatlasan keresztiil

fejti ki gyulladascsokkentd hatésat.
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27. abra. Az NF-kB qtvonal aktivacidjat a p65 transzkripciés faktor magtranszlokaciéja révén
vizsgaltuk immunfestéssel. A HCAEC sejteket 1 oran keresztiil stimulaltuk TNF-a-val (100 ng/mL)
everolimus (0,5 M) vagy az oldoszere (DMSO) jelenlétében €s hianyaban. A p65 jelolddést fluoreszcens
mikroszképpal analizaltuk (A) és meghatiroztuk a sejtmag és citoplazma jelintenzitds aranyat (B). A
stimulus hatdsara a p65 nagy része bekeriilt a sejtmagba, ahol gyulladasos gének expressziojat fokozhatta.
Az everolimus az NF-«xB ttvonal gatlasan keresztiil csokkentette a p65 magtranszlokacié mértékét, ezaltal
csokkentve a gyulladasos sejtvalasz mértékét. Zold szinnel a p65 specifikus festddése lathatd, mig kék
szinnel a sejtmagot jeloltilk, a scale bar 20 um (A). Az eredmények atlagat és a SEM értékeket
abréazoltuk, n=6-8/csoport.
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5.3.4 Az SELE és a VCAMI gén transcriptios szintu szabalyozdsa és az everolimus

hatasa az enhancer RNS-ek kifejezédésére

Az E-selectin és VCAM-1 expressziok transcriptios szintli szabalyozasaban részt
vevO gyulladdsos jelatviteli folyamatokat eddig LPS-el kezelt endothelsejtekben
vizsgaltak [132]. A fenti eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az everolimus a gének
kozelében talalhato aktiv enhancerek represszalasan keresztiil képes csokkenteni a TNF-
o hatdsara megemelkedett SELE és VCAM1 mRNS szinteket. A SELE és VCAMI
gének kozelében 1évé TNF-o indukalt aktiv enhancer régiokat a nyilvanosan elérhetd
Chip-szekvenalasi adatok [122, 123] Gjraclemzésével azonositottuk. HUVEC sejtekben
az RNS polimeraz II, a p65 TF jelenlétében és az aktiv gén promoter marker
(H3K27Ac) alapjan a TNF-o kezelés hatasara aktiv transcriptio zajlott a SELE és
VCAMI gének esetében (28. dbra A, B). Emellett az aktiv enhancer jelol6 (H3K4m3)
segitségével mindkét gén kozelében két p65 és RNS polimeraz II-vel kapcsolt enhancer

régidt azonositottunk (28. 4bra).
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28. abra. A SELE és a VCAMI1 gének kozelében talidlhaté aktiv enhancerek azonositasa Chip-seq
adatok elemzésével. A nyilvanosan elérhetd Chip-szekvenalasi adatok ujra elemzésével megvizsgaltuk a
TNF-a kezelés hatdsat a SELE és VCAMI1 gének transcriptidjara. HUVEC sejtekben az RNS polimeraz
IT aktivitasa, a p65 transzkripcids faktor jelenlétében és az aktiv gén promoter marker (H3K27Ac) alapjan
az 1 6ras TNF-a stimulus fokozta a SELE és VCAMI1 gének transcriptiojat. Tovabba az aktiv enhancer
jelolé (H3K4m3) segitségével mindkét gén kozelében két-két p65 és RNS polimeraz II-vel kapcsolt
enhancer régidt azonositottunk, amit piros nyilakkal jeldltiink az abran. Roviditések: TNF-a: tumor
necrosis factor-o, H3K4m3: trimethylation of lysine 4 on the histone H3 protein subunit, H3K27Ac:
acetylation lysine 27 on the histon H3 protein subunit, RNAPII: RNS polimeraz II, p65: p65
transzkripcids faktor.

A kozelmultban megjelent kozleményekben bemutattdk, hogy az enhancer
aktivitasra jol lehet kovetkeztetni az eRNS expresszié valtozadsanak mérésével [123,
133-135]. Ebbdl addéddan egy-egy kivalasztott eRNS expresszidjat hatdroztuk meg
mindkét gén esetén (29. dbra A). Megerdsitettilk, hogy a TNF-o stimulus hatisara a
SELE -11Kb (P=0,027) ¢s VCAM1 -10Kb (P=0,017) eRNS-ek expresszidja fokozddik
(29. abra B, C), amit az everolimus 1 o6rds kezelést kovetden csokkenteni tudott

(P<0,05) a HCAEC sejtekben. Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy az everolimus a
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p65 TF-hoz kapcsolt eRNS-ek represszalasan keresztiil gatolni tudja a TNF-a indukalta
SELE és VCAMI1 gének fokozott transcriptidjat, ezaltal mérsékelve az endothelsejt
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29. abra. Az enhancer RNS-ek (eRNS) expresszidjanak vizsgalata. Az everolimus enhancer aktivitasra
kifejtett hatasat egy-egy kivalasztott eRNS expresszidjan keresztiil hataroztuk meg RT-qPCR modszerrel
mindkét gén esetén (A). HCAEC sejtekben megerdsitettiik, hogy a TNF-a stimulus (100 ng/mL) hatdsara
a SELE -11Kb (B) ¢és VCAMI1 -10Kb (C) eRNS-ek expresszidja fokozdodik, amit az everolimus (0,5
pM) 1 orés kezelést kovetden szignifikdnsan csdkkenteni tudott. Roviditések: TNF-a: tumor necrosis
factor-a, H3K4m3: trimethylation of lysine 4 on the histone H3 protein subunit, H3K27Ac: acetylation
lysine 27 on the histon H3 protein subunit, RNAPII: RNS polimeraz II, p65: p65 transzkripcios faktor. Az
eRNS-ek expresszidjanak atlagat és a SEM értékeit abrazoltuk, n=4-8/csoport.

5.3.5 Az endothelsejt aktivacio posttranscriptios szabalyozdsa

Az E-selectin és VCAM-1 gének posttranscriptios szabalyozasa miRNS-ek altal is
torténhet [120], mint ahogy azt kordbban HUVEC sejtekben mar vizsgéltak. Ebbol
kifolyolag a miR-181b szerepét analizaltuk in vitro TNF-a stimuldlt endothelsejt
sejtkultirakban (HCAEC ¢és HUVEC), valamint megvizsgaltuk az everolimus
potencialis szabalyoz6 funkcigjat is. A TNF-a-val kivaltott sejtaktivacios folyamatokat

a gyulladas specifikus miRNS-ek expresszid valtozasan keresztiil kovettiik [133].

A miR-155, miR-146a és miR-185 szintek jelentdsen megemelkedtek a nem
kezelt mintakhoz képest (P<0,001) mindkét sejttipusban (30. abra A, B és 31. abra A),
ami az IL-1B és IL-6 mRNS-ekhez hasonl6an (26. abra) jelezte a TNF-a altal kivaltott
gyulladdsos valaszreakciot €s az endothelsejt diszfunkciot [136, 137]. Ezzel szemben

ezen miRNS-ek fokozott expresszidja az everolimus jelenlétében nem kdvetkezett be.

A miR-181b expresszioja lényegesen lecsokkent (P<0,01) a TNF-a stimulus
hatéséara, ami hozzajarulhat a SELE ¢s VCAMI mRNS szintek tovabbi emelkedéséhez.
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A gyulladasos citokinnel egy idoben alkalmazott everolimus megakadéalyozhatta a miR-
181b expresszidjanak csokkenését, ezaltal mérsékelheti a cél mRNS-ek fokozott
kifejezodését. A TNF-a-val kezelt mintdkhoz képest mind a HUVEC (P=0,049), mind a
HCAEC (P=0,042) sejtekben szignifikansan magasabb miR-181b szinteket detektaltunk
(30. abra C, 31. 4dbra B).
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30. abra. A mikroRNS-ek expressziéjanak valtozasa a HUVEC sejtekben. A TNF-a-val kivaltott
gyulladasos valaszreakciot az emelkedett miR-146a (A) ¢és miR-155 (B) expressziokkal is
alatamasztottuk, amit az everolimus szignifikdnsan csokkenteni tudott (A, B). Ezzel ellentétben az E-
selectin és a VCAM-1 mRNS-eket szabalyozé miR-181b szintje jelentésen csokkent a kezelés hatdsara,
ami az everolimus jelenlétében nem tortént meg (C). Az everolimus dnmagaban és az olddszere (DMSO)
nem befolydsoltdk a miRNS expressziokat (A). Az eredmények atlagat és SEM értékeit abrazoltuk, n=6-
8/csoport.

Ezt kovetden tanulmanyoztuk, hogy a miR-155 és a miR-181b szintek valtozasa a
biogenezisiik mely 1épésénél szabalyozddik, ezért meghataroztuk mindkét prekurzor
(pre- és pri-miRNS) mennyiségét a HCAEC sejtekben. Az érett miRNS mintdzatokhoz
hasonld valtozasokat tapasztaltunk a miR-155 és a miR-181b prekurzor formainal (31.
abra C-F). Ezek az eredmények azt sugalljak, hogy ezen miRNS-ek expresszidja a

transcriptiojuk szintjén szabalyozodik, amit a TNF-a és everolimus regulalhat.
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31. abra. A HCAEC sejtek érett és prekurzor miRNS-ek tartalma. A HCAEC sejteket TNF-a-val
kezeltiik 1-4 o6rén keresztiil és RT-qPCR moédszerrel meghataroztuk a SELE és VCAM1 mRNS-eket
regulaldé miR-181b és a gyulladas specifikus miR-155 érett és prekurzor formdinak expresszidjat. A
citokin hatdsara a miR-155 szintje jelentdsen megemelkedett a nem kezelt mintdhoz képest (sotét oszlop),
amit az everolimus szignifikdnsan csokkenteni tudott (A). Ezzel szemben a miR-181b expresszidja
szignifikansan csdokkent TNF-a stimulust kovetden, viszont az everolimus vissza tudta ezt rendezni vagy
megakadalyozni a csokkenést (B). Az 1 6ras kezeléseket kovetden a pre- és pri-miR-155 (C, E) és 181b
(D, F) expresszidjaban hasonldé mértékl valtozast tapasztaltunk, mint az érett miRNS-ek esetében. Ezen
miRNS-ek expresszigjat mindezek alapjan a TNF-a és az everolimus a transcriptidjuk szintjén
szabalyozhatja. Az eredmények atlagat és SEM értékeit dbrazoltuk, n=4-8/csoport.

75



5.3.6 A miR-181b posttranscriptios szinten szabdlyozza a SELE és VCAMI mRNS-ek

expressziojdt

A korabban megjelent HUVEC sejtekkel végzett kisérletek [120] mellett, meg
kivantuk erdsiteni a miR-181b és a SELE, valamint a VCAMI1 mRNS-ek ko6zotti
Osszefiiggést TNF-a stimuldlt HCAEC sejtekben is. Az endothelsejtek érett miR-181b
szintjét specifikus miRNS mimic-et hasznalva ,,mesterségesen” fokoztuk (32. dbra A),
ami kovetkeztében a SELE (P=0,006) és a VCAMI (P<0,001) mRNS-ek expresszidja
jelentésen lecsokkent a negativ kontrol mimic-kel (NEG-01) transzfektalt mintdhoz
képest (32. abra B). Ezen eredményeink alapjan, az in vitro kisérletes modelliinkben

igazolni tudtuk a miR-181b SELE ¢és VCAMI mRNS-ek szabalyozasdban betdltott

szerepet.
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32. abra. A miR-181b és a cél mRNS-ek (SELE és VCAM]1) kozotti direkt kapcesolat vizsgalata. A
TNF-o-val 1 6ran at ,elékezelt” HCAEC sejtekbe miR-181 mimic-et (25 pmol) transzfektaltunk
Lipofectamine reagenssel. Ezzel parhuzamosan negativ kontrollként a sejtekhez NEG-01 mimic-et (25
pmol) adtunk. A transzfekcié utan 1 nappal RT-qPCR moddszerrel megmértik a miRNS és mRNS
expressziokat. A NEG-01 negativ kontrollhoz (sotét oszlop) képest a miR-181b mimic hatdsara
markansan megemelkedett a miR-181b szintje (A), ami szignifikdnsan csokkentette a SELE ¢és VCAMI
mRNS-ek expresszidjat (B). Az eredmények atlagat és SEM értékeit abrazoltuk, n=4/csoport.

5.3.7 Az extracellularis miRNS szintek alakulasa az endothelsejt aktivacioban és az ISR

kialakulasakor

A keringd miRNS-ek profiljat a sztent kezelés utdn 1 honappal levett plazma
mintadkban vizsgaltuk meg, melyhez csoportonként random modon 3-3 RNS mintat
valasztottunk ki. Az Open Array analizissel 66 miRNS-t detektaltunk a plazma
mintadkban. ISR-ben 17 miRNS expresszidja nagyobb, mint masfélszeres mértékben

(fold change > 1,5) csokkent (pl. miR-126, miR-223, miR-424), mig 19 masik miRNS
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szintje ugyanilyen mértékben emelkedett (pl. miR-155 és miR-185) a komplikacio
nélkiili BMS csoporthoz képest. A DES csoporthoz hasonlitva az eredmények részleges
atfedéssel kozel azonosak voltak, 15 miRNS csokkent és 23 emelkedett ISR-ben. A
legnagyobb valtozast mutaté miRNS-ek szintjét UPL-proba alapu RT-qPCR modszerrel
validaltuk a teljes betegcsoportban (33. 4bra). Adatbazisok és predikcios programok
segitségével Osszegylijtottiik a potencialis miRNS és cél mRNS kapcsolatokat (8.
tablazat). Mivel a miR-181b specifikus assay nem szerepelt az Open Array lemezen,
ezért ezt egy korabbi kozlemény [120] és az in vitro kisérleteink eredményei alapjan

vontuk be vizsgalatainkba.

miRNS Seed TargetScan | p | C&l mRNS | Referencia
egyezés | score percentilis
miR-181b-5p 8mer 89 <0,1 VCAMI1 [120]
miR-181b-5p Tmer 54 <0,1 SELE [120]
miR-424-5p Tmer 78 0,14 VWF [138]

8. tablazat. Az endothelsejt aktivacioban résztvevo potenciilis miRNS és cél mRNS kapcsolatok. A
miR-181b és miR-424 seed régidja 7-8 nukleotidos (7-8mer) egyezést mutat a VCAMI, SELE és VWF
mRNS-ek 3 UTR kapcsolddasi helyeivel. A TargetScan Score érték és a Pcr (probability of conserved
targeting) [41] olyan mérészamok, melyek a miRNS ¢és a cél mRNS kapcsolat erdsségérél adnak
informéaciot.

Az ex vivo plazma mintdkban tapasztalt magasabb TNF-a koncentraciok mellett
(23. ébra), a markansan emelkedett keringé miR-155 (P<0,01) és miR-185 (P<0,001)
expressziok is alatamasztjak az ISR-ben kialakult vaszkularis gyulladdsos folyamatokat,
szemben a komplikacié nélkiilli BMS és DES csoportokkal (33. dbra A, B). Az E-
selectin és VCAM-1 expressziokat szabalyozé miR-181b szintje szignifikdnsan kisebb
volt ISR-ben a BMS (P=0,035) és a DES (P=0,034) csoportokhoz képest (33. abra C).
Ahogy az a 8. tablazatban is latszik, a miR-424 egy masik endothelsejt aktivacios
marker, a VWF kifejez0dését szabalyozhatja [138]. Az Open Array analizissel kapott
eredményeket validalni tudtuk a teljes betegcsoportban a miR-424 esetében is, miszerint
a miRNS szintje jelentds mértékben lecsokkent (P<0,01) a komplikacié nélkiili
csoportokhoz képest (33. dbra D). ISR-ben a miR-126 (P=0,036) és miR-34a (P<0,001)
expressziok nagyban csokkentek a DES-hez képest, azonban a vaszkularis gyulladasos
folyamatokban betoltott funkcidjukat mar azonositottak [119, 139], ezért mint ,,kontroll
miRNS-ek” szolgaltak a méréseink soran. Ugyanakkor, a miR-223 csokkent szintjét

nem tudtuk megerdsiteni ISR-ben (ezekbdl az adatokbdl nem késziilt abra).
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33. abra. Az extracellularis miRNS-ek expresszioja a BMS és a DES betegek plazma mintdiban. Az
ISR-ben kialakult vaszkularis gyulladdsos folyamatokat és endothelsejt diszfunkciét a markénsan
emelkedett miR-155 (A) és miR-185 (B) expresszidk is alatdmasztjak. A komplikacioé nélkiili BMS ¢és
DES csoportokhoz képest az E-selectin és VCAM-1 géneket szabalyozé miR-181b szintje szignifikansan
kisebb volt ISR-ben (C). A miR-424 expresszidja is jelentdsen csokkent volt ISR-ben (D), ami
hozzajarulhat az emelkedett vVWF szintekhez. A medidan (minimum — maximum) értékeket abrazoltuk.
(DES: n=21, BMS: n=28, BMS-ISR nélkiil: n=22 és ISR: n=6).

Végiil a két miRNS (miR-181b és miR-424) expressziojat korrelaltattuk a plazma

mintadkban mért endothelsejt aktivacidos markerek szintjével (9. tdblazat).

Plazma fehérje Plazma miRNS s
L o <z Pearson r P érték
koncentracio expresszio
VCAM-1 miR-181b -0,441 0,019
E-selectin miR-181b -0,375 0,049
vWF miR-424 -0,647 0,009

9. tablazat. Az endothelsejt aktivaciés markerek és a keringé miRNS-ek kozotti korrelaciok.

A hipotézisiinknek megfelelden inverz korrelaciot talaltunk a csokkent miR-181b
¢s az emelkedett E-selectin (r=-0,375, P=0,049) és VCAM-1 plazma szintek (r=-0,441,
P=0,019), valamint a miR-424 ¢és a vWF szintek (r=-0,647, P=0,009) kozott. Ezekbol
arra kovetkeztethetiink, hogy a csokkent miRNS expressziok is hozzdjarulhatnak a

fokozott endothelsejt aktivaciohoz ISR-ben.
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6. Megbeszélés

A cukorbetegség okozta gyulladdsos ¢és trombotikus komplikacidk gyakori
kialakuldsa, tovabba a koronaria betegségek miatt sziikségessé valdo sztent
beiiltetésekhez esetlegesen tarsuld klinikai szovédmények bekdvetkezése miatt fontos
megismerniink az eltérések hatterében allo koros cellularis folyamatokat. Az elmult
é¢vekben egyre tobb ismeret gylilt O0ssze ezen intracellularis torténésekrél nemcsak
fehérjeszinten, de RNS szinten is, amelyek a koros folyamatok szabalyozasaért
felelosek. A tovabbi részletek feltérképezése érdekében megvizsgaltuk a fokozott
vérlemezke aktivalddast eldsegitdé thrombocyta €¢s MK miRNS szint valtozdsokat DM2-
ben. Ezzel parhuzamosan analizaltuk a korondria sztent implantaciot kvetden kialakult,
endothelsejt aktivacioval egyiitt jardé ISR hatterében all6 molekularis mechanizmusokat,

valamint az everolimus gydgyszer ezt jelentdsen csokkentd hatasat.

Az utobbi években valt ismertté, hogy a vérlemezkék nagy szamban és relative
nagy mennyiségben miRNS-t és mRNS-t hordoznak [80, 83, 85]. Részben ebbdl is
kovetkezik, hogy az extracellularis (keringd) miRNS-ek foként az aktivalt
vérlemezkékbdl kerlilnek ki a keringésbe [67, 129]. A miRNS-ek a gének egy jelentds
részének a posttranscriptios finomszabalyozasdban vesznek részt a cél mRNS-ek
miikodésének gatlasan keresztiil. Ez megtorténik intracellularisan a sajat sejtben, de a
miRNS-ek mas sejtekbe vald atjutdsa, transzportdldsa révén mas sejtek funkcidit is
képesek befolyasolni [58]. Sokan sokaig kételkedve fogadtak, hogy a sejtmaggal nem
rendelkezd vérlemezkék a 8-12 napos atlag élettartamukkal hordozhatnak-e egyaltalan
funkcionalis RNS molekulakat, és ezaltal képesek lehetnek-e akar fehérjeszintézisre is
kiilonb6z6 stimulusok hatasara. Az elmult néhany évben szamos kozlemény jelent meg,
amely bizonyitotta bizonyos vérlemezke mRNS-ek és azok miikddését regulalé miRNS-
ek sejtaktivacidt szabalyozo szerepét olyan betegségekben is, melyben a thrombocytak
fokozott aktivacids allapotba keriilnek, pl. DM2-ben vagy szeptikus allapotban [140].
Patofiziologiai szerepiilk mellett a miRNS-ek 1j biomarkerek is lehetnek ezen

betegségek vizsgalataban vagy azok differencidldiagnosztikdjaban [140].

Jol ismert tény, hogy DM2-ben a vaszkularis és trombotikus komplikaciok igen
nagy epidemiologiai jelentdséggel birnak a fejlett orszagokban. A gyakran kialakuld és
akar hosszan tart6 hyperglycaemias allapot miatt szamos sejt miikodése megvaltozik,

igy a csontveloben a MK sejteké és a keringésben a thrombocytaké is [74, 81, 141]. A
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megvaltozott metabolikus kornyezetben a vérlemezkék aktivaltsagi allapota fokozodik,
a keringésben nagyobb szdmban lesznek jelen n. reaktiv thrombocyték, melyek kisebb
stimulus hatdsara konnyebben és akar nagyobb mértékben aktivalédhatnak. A DM2-ben
¢s mar obezitasban is kimutatott vérlemezke aktivaciot tobbek kozott emelkedett
sejtfelszini €s szolubilis P-selectin expresszioval jellemezheték [73, 78] novelve a

szovodmények kialakuldsanak a kockazatat [142].

Az eddig megjelent kdzlemények tobbsége a keringd, szérumban vagy plazmaban
megmért miRNS-ek expresszidjanak valtozasat vizsgalta DM2-ben és obezitasban [99,
143, 144], viszont kevés informacio all rendelkezésre a human MK és vérlemezke
miRNS-ek szintjének és funkcidjanak valtozasarol ezekben a betegségekben. Eldzetesen
vizsgaltak, hogy a reaktiv thrombocytdkban csokkent a miR-96 és emelkedett a VAMPS
mivel a VAMPS protein a szekrécidos folyamatok lezajlasaban vesz részt [94]. Egy
masik tanulmanyban szoros Osszefliggést talaltak a miR-223 és a P2Y 12 ADP-receptor
mRNS 3> UTR régioja kozott a vérlemezkékben és a MK sejtekben [80]. Ezek az
eredmények felvetik a thrombocyta miRNS-ek szerepének fontossagat az adott
vérlemezke fehérje vagy receptor miikodésének szabalyozasaban egészséges és koros

kortilmények kozott is, azonban sok miRNS és cél mRNS funkcidja még nem tisztazott.

Korabbi irodalmi adatok, valamint publikusan elérhet6 adatbazisok és predikcios
programok (pl. www.mirbase.org) alapjan olyan miRNS-ek analizisét végeztiik el
DM2-ben, amelyek a vérlemezke aktivaciohoz kapcsolhaté fehérjék/receptorok
expressziojat szabalyozhatjak [83-85]. Tudomasunk szerint korabban nem vizsgaltdk a
P2Y12 és a P-selectin receptorok szabalyozasaban részt vevo vérlemezke miRNS-ek
expresszidjat DM2-ben. Ezért DM2-ben szenvedd betegek vérlemezke és plazma
mintaiban kvantitaltuk az érett és a prekurzor miR-223, miR-26b, miR-140 és miR-126
expressziokat, valamint a cél (P2RY12, SELP) mRNS szinteket. A hyperglycaemia
hatasat in vitro MK sejtkultirdkban is modelleztiik, illetve tanulmanyoztuk a miR-26b

¢s a miR-140 direkt kapcsolatat a SELP mRNS-hez.

A vizsgélatainkban részt vevd obez DM2 betegek jelentés mértékii
hyperglycaemia, hyperinsulinaemia és mérsékelt hypertrigliceridaemia volt jellemzd. A
korban és nemben megfeleld egészséges kontroll személyek mellett nem diabeteses, de
obez egyéneket is bevontunk a tanulmanyba, hogy kizarjuk a miRNS szinteket

potencialisan befolyasold demografiai paraméterek (pl. kor, nem, BMI). A thrombocyta
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funkcid gatlé gyogyszerek alkalmazésdban sem volt kiilonbség a vizsgalati csoportok
kozott, ami szintén kihathatott volna a miRNS szintekre [143, 145]. A vérlemezke
aktivacio gatlo gyogyszert (clopidogrel) szedé DM2 betegekben a miR-126 expresszidja
magasabb volt [146]. A mintavétel idején bar nem alakult ki egy betegben sem akut
trombotikus esemény, mégis a felszini P-selectin pozitivitds alapjan fokozott
vérlemezke aktivaciot detektaltunk DM2-ben a kontroll csoportokhoz képest, ahogy azt
munkacsoportunk mar korabban is tapasztalta [73], és az emelkedett P-selectin értékek
mar obezitasban is megmutatkoztak az egészséges személyekhez viszonyitva [78]. Mind
a vérlemezke, mind a plazma mintdkban jelentésen magasabbnak taldltuk DM2-ben az
egészséges kontrollokhoz hasonlitva, ami arra utalhat, hogy a P-selectin-nek nemcsak
fokozott szekrécidja torténik DM2-ben, hanem tobb fehérje is termelddhet a tartdosan
fennall6 metabolikus stimulusok hatasara. Mindez fokozhatja a heterotipikus
aggregatumok kialakuldsat, a gyulladdsos ¢és atherotrombotikus szovodmények

bekovetkezésének a lehetoségét.

A fenti eredmények alapjan célunk volt a DM2-hoz tarsult vérlemezke aktivacid
szabalyozasaban szerepet jatszd miRNS expresszidk analizise. A miR-223 ¢és a P2RY 12
mRNS kozott mar masok altal leirt szoros kapcsolatot [80] figyelembe véve vizsgaltuk
ennek a miRNS-nek az expresszidjat. A miR-223 szintje a kontroll csoportokhoz képest
lecsokkent a DM2 betegek vérlemezkéiben. Elgheznawy és munkatarsai miR-223
deficiens egerekben a miR-223 egyéb funkcioit is igazolta, igy a FXIII-A és kindlin-3
fehérjék kifejezddésének szabdlyozasa [88]. A vérlemezke mintdkban megmértiik a
miR-223 4ltal szabalyozott P2RY 12 mRNS expresszidjat, ami magasabb volt DM2-ben,
mint az egészséges kontrollokban. A thrombocyta reaktivitdsban fontos szereppel bird
P2Y12 receptor medialt utvonal és a fokozott receptor expresszid magas koleszterin
koncentraciok és DM2-ben kozott szoros Osszefiiggést talaltak [77], valamint a csdkkent
P2RY 12 mRNS és fehérje szintek megeldzték a trombotikus komplikaciok kialakulasat
systemic lupus erythematosus-ban [147]. Tovéabba, ez az ADP receptor jelentds
mértékben befolyasolta a vérlemezkék érzékenységét DM2-ben [148, 149].
Osszességében elmondhatd, hogy a DM2-ben megvaltozott miR-223 expresszid a
P2RY'12 szabélyozéasan keresztiil befolydsolhatja a vérlemezke aktivaciot. A miR-223
mellett a miR-126 expressziojat is szignifikdnsan kisebbnek taldltuk DM2-ben a
kontrollokhoz képest, ugyanakkor Stratz és munkatarsai nem tapasztaltak hasonlo

valtozast DM2-ben [146].
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Az adatbazisok és predikcids programok alapjan a miR-26b ¢s miR-140 tobbek
kozott a SELP mRNS-t (P-selectin) szabalyozhatja, azonban eddig minddssze a miR-
26b és az IL-6 expresszio kapcsolatat irtdk le [150]. A P-selectin amellett, hogy a
vérlemezke aktivacid érzékeny biomarkere, fontos szerepet jatszik a vérlemezke-
fehérvérsejt interakciokban és ezaltal az angiopathia kialakulasaban 1-es és 2-es tipusu
diabetesben [151]. Vizsgalataink soran azt talaltuk, hogy a vérlemezkék miR-26b és
miR-140 expresszidja szignifikdnsan alacsonyabb volt DM2-ben az egészséges és az
obez személyekhez viszonyitva. Ezzel ellentétben a SELP mRNS expresszidja
jelentésen magasabb volt DM2-ben az egészséges kontrollokhoz képest. A miR-26b, a
miR-140 és a SELP mRNS koz6tti direkt kapcsolatot miRNS mimic-ek €s inhibitor-ok
transzfektalasdval MEG-01 MK sejtekben igazolni tudtuk. A mimic-ek hatasara a miR-
26b ¢és a miR-140 fokozottan expresszalodott, mig a miRNS inhibitor-ok jelentdsen
gatoltak ezen miRNS-ek szintjét. A miRNS szintek megvaltoztatasa utan mértiik kiilon-
kiilon a SELP mRNS-re kifejtett hatdsukat. A SELP mRNS mennyisége jelentOs
mértékben csokkent mindkét miRNS mimic hatasara. Az anti-miR-26b és az anti-miR-
140 pedig a SELP mRNS szignifikdns emelkedéséhez vezetett. A vérlemezkékben
megtalalhat6 tobb szaz miRNS koziil, azonban mas miRNS-ek vagy hosszu nem kédolo

RNS-ek is részt vehetnek a P-selectin szabalyozasaban.

A miR-223, miR-126, miR-26b és miR-140 szintje a plazma mintdkban is
jelentdsen alacsonyabb volt az egészséges kontrollokhoz képest, mely 6sszhangban van
korabban megfigyelt eredményekkel DM2-ben [99, 100, 143]. Ezzel ellentétben nem
talaltunk szignifikans kiilonbséget sem a vérlemezke, sem a plazma mintdkban a
sejtciklus szabalyozasaban részt vevé CLOCK fehérje szabalyozd egyik miRNS [84], a
miR-107 expresszidjaban, ami arra utalhat, hogy a hyperglycaemia eltéré moédon, nem
egységesen befolydsolja az egyes miRNS-ek miikodését. A megvaltozott miRNS és
mRNS szintek bizonyos stimulusok hatdsara elésegithetik a P2Y12 receptor és a P-
selectin fokozott kifejezodését, ami abnormalis vérlemezke aktivacid kialakuldsdhoz

vezethet DM2-ben [149].

A thrombocytak csokkent miRNS tartalma arra utalhat, hogy mar a MK sejtekbol
eleve kevesebb miRNS keriilhet a lefliz6d6 vérlemezkékbe. Ennek érdekében diabeteses
kortilményeket modellezve, magas gliikkdz koncentracio mellett fenntartott MK sejtek
(MEG-01, K562-MK) érett miRNS expresszidjat vizsgaltuk rovid (8-24 ora) és hosszu

tava (1-4 hét) kezelést kdvetden. A hyperglycaemia hatdsara egy csokkend tendenciat
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lattunk a miRNS expressziokban mindkét MK sejtvonal esetében, ami 24 ora elteltével
mar szignifikdns eltérés volt és az 1-4 hetes kezelés végére ez a csokkenés még
markansabba valt. A mannitol (ozmotikus) kezelés nem befolydsolta a miRNS
expressziokat [100]. Eredményeink Osszhangban vannak egy korabbi feltételezéssel,
miszerint a MK sejtek hyperglycaemia hatdsdra abnormadlis vérlemezkékek
produkalnak, melyek a megndvekedett sejtfelszini glikoprotein receptorok miatt
konnyebben aktivalddhatnak a keringésben [141]. Ehhez hasonl6an, a hyperglycaemia a
csontvel6i stroma sejtek €s endothelsejtek miikodését is befolydsolta, ami szintén

vaszkularis komplikaciok kialakulasahoz jarulhat hozza DM2-ben [143, 152].

A gliikozzal in vitro kezelt MEG-01 MK sejtekben a csokkent miRNS szintek a
vérlemezkékhez hasonléan emelkedett P2RY 12 és SELP mRNS szintekkel jart egytitt
24 ora elteltével. A megvaltozott MK RNS szintek megalapozhatjak az abnormalis
vérlemezke RNS tartalom és aktivacios allapot kialakuldsat DM2-ben (34. abra). Méasok
a hyperglycaemia miRNS és mRNS szinteket befolyasold hatasat endothelsejtekben
vizsgaltak. A csokkent miR-24 szint emelkedett vVWF expressziohoz és szekréciohoz
vezetett [153]. Osszességében elmondhatjuk, hogy ezen kisérleti modelliinkben a magas
gliikéz koncentracidval befolydsolni tudtuk a MK sejtek miRNS-ek szintjét (34. abra),

azonban a pontos molekuldris mechanizmus felderitéséhez tovabbi vizsgalatok

szlikségesek.
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34. abra. A magas gliikoz koncentracié az RNS expressziokra direkt médon kifejtett cellularis
hatasai MK sejtekben és thrombocytakban. A tartésan fennalld hyperglycaemia képes a MK sejtekben
csokkent Dicer aktivitast okozni, ami alacsonyabb érett miRNS expresszioval és ezaltal emelkedett cél
mRNS szinttel jar egyiitt. Igy eredendden is megvaltozott RNS tartalmi thrombocytik képzédnek a
csontvel6ben. A gliik6z kozvetleniil a thrombocytak miikodésére is hatassal lehet, ahol hasonlé RNS
valtozasokat idéz el6, ami fokozott P2Y12 receptor és P-selectin fehérje expresszidkhoz vezet.
Roviditések: miRNS: mikroRNS, mRNS: messenger RNS, Pre-miR: prekurzor miRNS, pri-miR:
elsddleges miRNS, szol. P-sel: szolubilis P-selectin.
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A DM2-ben tapasztalt csokkent miRNS expressziok hatterében a kisebb pre-
miRNS szintek mellett az alacsonyabb Dicer aktivitas is allhat [88] (34. abra). A Dicer
miikodését jelentdésen befolydsoljak a calpainok, ezért, ha calpeptinnel gatoltuk,
megvédtiik a Dicer enzim funkcidjat. A hyperglycaemias MK sejtekhez adott calpeptin
korrigalta a gliikdz altal lecsokkentett Dicer aktivitast, ami javitotta a thrombocyta miR-
223 ¢és miR-26b expressziokat. A calpain inhibitor DM2-ben korrigalta a megvaltozott
miRNS szinteket és az ezzel 0sszefliggésben kialakult fokozott vérlemezke aktivaciot

[154].

A PhD dolgozatban a BMS ¢és a DES koronaria sztentek sejtaktivald hatdsdnak
Osszehasonlitdsat is elvégeztikk stabil anginas betegekben, valamint in vitro
koriilmények kozott vizsgaltuk az endothelsejt aktivaciot szabalyozo bizonyos

transcriptios €s posttranscriptids folyamatokat az everolimus gatlo hatasan keresztiil.

Az elmult években szamos mTOR inhibitort, illetve mas gyodgyszert kibocsato
DES kifejlesztése tortént, melyek rutinszerti alkalmazésa soran egyre tobb tanulmany
kezdett foglalkozni ezek klinikai Osszehasonlitdsaval, a beiiltetést kovetden
potencialisan kialakulé komplikaciok (ISR, trombozis) kimutatdsaval, illetve a betegek
tulélésének kiértékelésével [155-166]. A hagyomanyos BMS ¢és az elsd generacios
everolimust kibocsatdé DES Osszevetésével [109] parhuzamosan intenziven foglalkoztak
a sirolimust elualé DES implantacié mutatdival is, ahol az 1. évben a betegek jelentdsen
jobb esemény-mentes tulélési aranyt mutattak, kevesebb ISR vagy revaszkularizacio
miatti beavatkozassal, mint a BMS-t kapott személyek [105, 156]. Az EXCELLENT-
study az everolimus ¢€s a sirolimus hatdsat vette 6ssze DES-t kovetéen és kisebb
revaszkularizacios aranyt irtak le az everolimus hatdsa mellett [157]. Egyarant
megbizhatd beavatkozasnak véleményezték a sirolimus egyéb analdgjat, a zotarolimust
kibocsatd6 DES-t egy 5 ¢éves kovetési idoszakot feldleld Osszehasonlito
vizsgalatsorozatban [158]. A zotarolimust és az everolimust egyben eludlo DES, illetve
egy masik mTOR inhibitor analdgot (biolimus) kibocsatéd sztent dyslipidémias AMI-ben
szenvedd betegekben egyforman jo eredményeket mutattak [159]. Kiilon vizsgaltak a
DM2 befolyasold hatasat a DES, illetve bypass miitétek kapcsan (COMPARE-study)
[160], tovabba a kiilonb6zo DES-ek felhasznalasaval elvégzett implantaciokat kovetéen
(ESSENCE-DIABETES-study) [161]. A DM2 jelenlétének nem volt szamottevo hatasa
a koronaria betegség kimenetére egyik vizsgalatban sem, a két DES hasonld aranyban

jart ISR-sel a kezelést kovetden 8 honappal [161, 161]. Az mTOR inhibitoros vs. egyéb
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(citotoxikus) gyogyszeres DES 6sszehasonlitd vizsgalatok nem egységes eredményeket
mutattak. A 3 éves SPIRIT-tanulmany az everolimust kibocsatd sztentet jobbnak
mutatta ki a mortalitds és sztenttrombodzis tekintetében, mint a paclitaxellel bevont
sztentet [162]. Ugyanakkor egy 10 éves kdvetéses peridodus utan a kardialis torténések
szazalékos aranyai nem tértek el az sirolimust vs. paclitaxelt eluald sztentek kozott
[163]. A korondria sztentek mellett el6térbe keriiltek a gydgyszert kibocsatd ballonok,
pl. paclitaxeles ballon, ami nemcsak ISR kezelésére, hanem akar de novo 1ézidk
kezelésre is ajanlanak. Ez a tipust ballon DM2 betegekben nem mutatott kiilonbséget a
komplikaciokban (minimalis lumen 4tmérd, reinfarktus arany) szemben az everolimust
elualé DES-sel [164], és hasonl6 klinikai kimenetet taldltak a 2. generacios sirolimus
sztent €s kozte [165]. Polimer nélkiili, umirolimust eluald sztentek is elérhetdk olyan
betegeknek, akikben nagyobb eséllyel alakulhat vérzéses szovodmény, és 1 honapot

kovetden hatékonyabbnak bizonyultak a hagyomanyos BMS-sel szemben [166].

A DES és BMS kiilonb6z6 tipusainak hatékonysagat bar klinikai tanulmanyokban
vizsgaltak [106-109, 155-166], kevés informacid all rendelkezésre a kétféle sztent

kiilonboz6 sejttipusok aktivacigjat érintd direkt hatdsarol.

Ebben a tanulmanyban 28 BMS és 21 DES kezelésben részesiilt stabil anginas
betegektdl szarmazo vérmintdkban hasonlitottuk Ossze a vérlemezke, a fehérvérsejt és
endothelsejt aktivacios markereket. A betegektél egységesen harom iddpontban
gyljtottiink mintakat: 1) a beavatkozas el6tt, ii) a sztent kezelés utan 24 oraval és iii) 1
hoénappal az implantaciot kovetden. A betegek azonos tipusi BMS sztentet vagy
everolimust eludld sztentet kaptak, és a két csoport korban és nemben megfeleld volt,
nem volt kiillonbség a dohdnyzasban és a tarsbetegségek (DM2, hyperkoleszterinaemia)

aranyaban, amelyek befolyasolhattak volna a sejtaktivaciok mértékét [167].

A sztentek betiltetését kovetd hemosztazis eltérések monitorozasara a D-dimer és
a FM koncentraciokat értékeltiik. Amig a D-dimer és a fibrinogén szintekben nem
voltak kiilonbségek, addig az FM - kiilondsen az alacsonyabb kiindulési értékekhez
képest - jelentdsen emelkedett a beavatkozast kovetden, amely inkabb a koronaria
érszakasz atmeneti sériilésének koszonhetd, nem pedig a fokozott véralvadasi
folyamatnak [168]. A véralvadasi kaszkad altalaban nem aktivalodik a sztentelés utan, a
D-dimer, szoveti faktor, F1+2 és FVII aktivitasban a ballonos koronaria tagitds soran
tapasztaltak atmeneti emelkedést [169]. A beavatkozast kovetden a betegeket fél éven

keresztiil kovettilk, amely sordn nem tapasztaltunk sztenttrombodzist, azonban 6 BMS
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betegiinknél (21,4 %) ISR alakult ki. Egy korabbi tanulmanyban a komplikacio
kialakulasanak aranya (20,1%) nagyon hasonl6 volt a BMS betegeknél [170], viszont a

DES csoportban nem volt komplikacio.

A vérlemezke aktivacid mértékét a felszini P-selectin aramlasi citometriai,
valamint a plazma mintdk szolublis P-selectin, CD40L ¢s PDGF-BB koncentraciok
mérésével analizaltuk a sztent kezelés elott és utan. Két korabbi tanulmdnyhoz
hasonloan mindkét sztent tipus alkalmazasa mellett — a posztimplantacids vérlemezke
gatlo kezelés ellenére is - emelkedett vérlemezke aktivaciot figyeltiink meg, ahol
magasabb P-selectin expressziot [171] €és megnétt thrombocyta-eredetii mikropartikula
szinteket detektaltak [172]. A szolubilis P-selectin koncentraciok fokozatosan
emelkedtek a keringésben a vizsgalati id6szak alatt kiilonosen a BMS csoportban, ahol a
beavatkozas utan 1 hénappal szignifikdnsan magasabb értékeket mértiink a kezelés
elotti értékekhez képest. Ezzel ellentétben méasok nem talaltak kiilonbséget a szolubilis
P-selectin szintekben vagy inkabb csokkentek a beavatkozast kdvetd 24 oraban [173,

174], mint amit a felszini P-selectin pozivitasban talaltunk.

Az endothelsejt aktivacios markereket megjelenésiik alapjan két csoportba lehet
sorolni: 1. tipusba tartoznak a korai vagy azonnali markerek (pl. vWF), amiket mar
kordbban szintetizalt az endothelsejt €s stimulus hatdsara rovid idon beliil szekretalja
azokat. A II. csoportot a sejtaktivaciot kovetden szintetizalodd fehérjék (pl. VCAM-1,
E-selectin, ICAM-1, stb.) alkotjak [131]. El6z6 kozleményekben emelkedett vWF
szinteket mértek BMS kezelés utan 24-96 ora elteltével [111, 175]. A sztent kezelés
elétt nem volt jelentds kiillonbség a vWF-Ag koncentracidkban a két csoport kozott,
ugyanakkor a BMS kohorsz mar 24 6raval a beavatkozas utan szignifikans emelkedést
mutatott. A szolubilis VCAM-1 receptorszint jol korreldl a TNF-a koncentracidval és az
altala indukalt endothelsejt aktivacioval [176]. A BMS csoportban a sztent kezelés utan
vett plazma mintdkban mi is szignifikdnsan magasabb szolubilis VCAM-1
koncentraciokat mértiink szemben a DES csoporttal. Hasonl6 eredményekrdl szamoltak

be a BMS kezelést kdvetden 3 nappal [174], valamint ISR kialakulasa utan is [112].

Tovabba az ISR szignifikdnsan magasabb szolubilis ICAM-1 ¢és CD40L
koncentraciok jelenlétében kovetkezett be, jelezve a nagyobb mértékli cellularis
aktivaciot. Ehhez hasonloan a két endothelsejt aktivacios marker, az E-selectin és a
VCAM-1 szintek is emelkedetebbek voltak ISR-ben a DES csoporthoz képest. A

vaszkularis sériilést kovetden aktivalodott vérlemezkékbdl nagyobb mennyiségti PDGF-
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ISR kialakulés valoszintiségét [130]. Az irodalomban ellentmondésos adatok talalhatok,
masok az intervencié utan nem figyeltek meg PDGF emelkedést [177], vagy nem
talaltak kiilonbséget a BMS és a DES csoport kozott [178]. Végiil a magas TNF-a szint
az ISR kialakulasa soran lejatsz6do gyulladasos folyamatokat jelezhette [112].

A BMS ¢és a DES implantacié eltéré mértékben befolyasoltdk a thrombocyta és
endothelsejt aktivaciot, ami a sztentrdl elualodod gyogyszernek volt koszonhetd. A BMS
betegek egy részénél kialakult ISR viszont magasabb E-selectin és VCAM-1 plazma
szintekkel jart egyiitt, azonban ezen gének expresszidjanak transcriptiés és
posttranscriptiés szabalyozasar6l, valamint az everolimus sejtaktivaciot csokkentd
hatasardl kevés informacié all rendelkezésre. A vaszkularis gyulladasos folyamatokat
Palmieri és munkatarsaihoz hasonléan [179] TNF-a aktivacioval modelleztiik koronaria
(artérids) és vénas endothelsejteken everolimus jelenlétében és hianyaban. A HCAEC
alkalmas sejtkultiranak bizonyult az artérias endothelsejtek vizsgalatara [180], mig a
széles korben hasznalt HUVEC sejtekben [181, 182] pedig megerdsitettiik

eredményeinket.

A SELE és a VCAM-1 mRNS szintje a TNF-a hatdsara az inkubalasi id6
fliggvényében markansan ndvekedett, amit az everolimus szignifikdnsan csokkenteni
tudott mindkét endothelsejt tenyészetben. Az everolimus az mRNS szintek
csokkenteni. Ezek az in vitro eredmények tehat magyarazattal szolgalhatnak arra
vonatkozoan, hogy a DES csoportban miért volt kisebb az endothelsejt aktivacid €s az

E-selectin/VCAM-1 szintek a plazma mintédkban.

Az endothelsejt aktivacios markerek szabalyozasaban betdltott szerepe mellett az
everolimus kedvezd hatasat az IL-1f és IL-6 mRNS-ek expressziojan keresztiil is
analizadltuk. A HCAEC sejtekben TNF-o-val kivaltott altalanos gyulladasos
folyamatokat az emelkedett IL-1B és IL-6 mRNS szintek igazoltdk. Az endothelsejtek
gyulladasos folyamatait az everolimus mar 1 ora alatt szignifikansan redukalta, ami 4

orat kovetden még kifejezobbé valt.

Az NF-kB tutvonal aktivacidja soran a p65 transzkripcids faktor a citoplazmabol

bejut a sejtmagba, ahol gyulladdsos gének transcriptiojat serkenti, ezért a p65

crer
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bekovetkeztére [128]. Ezért megvizsgaltuk, hogy az everolimus hatdsa a korai p65
transzlokaci6 gatlasan keresztiil megy-e végbe. A HCAEC sejteket rekombinans TNF-
a-val kezeltiink 1 6ran keresztiil everolimus vagy DMSO jelenlétében. Fluoreszcens
mikroszkdppal a p65 festddés intenzitdsat analizaltuk a sejtek citoplazmajaban és a
sejtmagban. A nem kezelt sejtekhez képest a TNF-a hatasara a p65 a citoplazmabdl
bekeriilt a sejtmagba, amit az everolimus jelentds mértékben megakadalyozott, mig a
DMSO ezt nem befolyasolta. Ezekkel a kisérletekkel igazolni tudtuk, hogy az

everolimus képes az NF-kB utvonalat gatolni.

Az E-selectin és VCAM-1 expressziok transcriptios szabalyozasaban részt vevo
gyulladéasos jelatviteli folyamatokat eddig LPS-el kezelt endothelsejtben vizsgaltak
[132]. A fenti eredmények alapjan feltételeztiik, hogy az everolimus a gének kdzelében
talalhat6 aktiv enhancerek represszalasan keresztiil képes csokkenteni a TNF-o hatasara
megemelkedett SELE és VCAMI mRNS szinteket. A SELE és VCAM1 kozelében 1évo
TNF-a indukalt aktiv enhancer régidkat a publikus Chip-szekvenalasi adatok [122, 123]
ujraeclemzésével azonositottuk. HUVEC sejtekben az RNS polimeraz II és p65 TF
jelenlétében és az aktiv gén promoter marker (H3K27Ac) alapjan a TNF-a kezelés
hatasara aktiv transcriptio zajlott a SELE és VCAMI1 gének esetében. Emellett az aktiv
enhancer jelold (H3K4m3) segitségével mindkét gén kozelében két p65 és RNS

polimeraz I1-vel kapcsolt enhancer régidt azonositottunk.

A kozelmultban megjelent kozleményekben bemutattdk, hogy az enhancer
aktivitasra jol lehet kovetkeztetni az eRNS expresszid valtozasanak mérésével [123,
133-136]. Ebbdl addéddan egy-egy kivalasztott eRNS expresszidjat hatdroztuk meg
mindkét gén esetén. Megerdsitettiik, hogy a TNF-a stimulus hatdsara a SELE -11Kb és
VCAMI1 -10Kb eRNS-ek expresszidja fokozodik, amit az everolimus csokkentett a
HCAEC sejtekben. Mindezek alapjan azt gondoljuk, hogy az everolimus a p65 TF
kapcsolt eRNS-ek represszalasan keresztiil gatolni tudta a TNF-a indukalta SELE és

VCAMI gének fokozott transcriptiojat, ezaltal mérsékelve az endothelsejt aktivaciot.

Az E-selectin és VCAM-1 gének posttranscriptios szabalyozasa miRNS-ek altal is
torténhet [120], mint ahogy azt HUVEC sejtekben mar kordbban vizsgaltak. Jelen
vizsgalatunkban a miR-181b szerepét in vitro analizaltuk TNF-a stimuldlt endothelsejt
kultarakban (HCAEC ¢és HUVEC), valamint megvizsgaltuk az everolimus lehetséges
befolyasold szerepét is. A TNF-a-val kivaltott sejtaktivacios folyamatokat a gyulladas

specifikus miRNS-ek expresszido valtozasan keresztiil kovettik [133]. Az irodalmi
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adatokkal egyezden a miR-155, miR-146a és miR-185 szint jelentésen megemelkedett a
nem kezelt mintdkhoz képest mindkét sejttipusban, ami az IL-1f és IL-6 mRNS-hez
hasonloan jelezte a TNF-a altal kivaltott gyulladasos valaszreakciot és egyben a
bekovetkez6 endothelsejt diszfunkciot [136, 137]. Ugyanakkor ezen miRNS-ek fokozott

expresszidja az everolimus jelenlétében nem kovetkezett be.

Kiemelend6, hogy a miR-181b expresszidja lényegesen lecsokkent a TNF-a
stimulus hatasara, ami a hozzdjarulhat a SELE és VCAMI mRNS szintek tovabbi
emelkedéséhez. A gyulladasos citokinnel egy idében alkalmazott everolimus viszont
mérsékelte a miR-181b expresszidjanak csokkenését, ezaltal csokkentve a cél mRNS-ek
fokozott kifejezddését. A TNF-a-val kezelt mintakhoz képest mind a HCAEC, mind a
HUVEC sejtekben szignifikansan magasabb miR-181b szinteket detektaltunk.

A koradbban megjelent HUVEC sejtekkel végzett kisérletek [120] mellett meg
kivantuk erdsiteni a miR-181b és a SELE, valamint a VCAM1 mRNS-ek kozotti direkt
Osszefiiggést a TNF-a stimulalt HCAEC sejtekben. Az endothelsejtek érett miR-181b
szintjét specifikus miRNS mimic-kel jelentdsen fokoztuk, ami kovetkeztében a SELE ¢és
VCAMI1 mRNS-ek expresszioja jelentésen lecsokkent a negativ kontrollal (NEG-01)
transzfektalt mintdhoz képest. Ezen eredményeink alapjan az in vitro kisérletes
modelliinkben igazolni tudtuk a miR-181b SELE ¢és VCAMI mRNS-ek

szabalyozasaban betoltott szerepét (35. abra).

Az ISR kialakuldsanak hatterében a keringd miRNS-ek mennyiségének alakuldsat
is megvizsgaltuk, ezért a betegektdl szarmazd plazma mintakban is meghataroztuk a
miRNS profilt, amit a szolubilis markerekkel korrelaltattunk. Az ex vivo plazma
mintakban tapasztalt magasabb TNF-a koncentraciok mellett a markansan emelkedett
keringd miR-155 és miR-185 expressziok is aldtdmasztjdk az ISR-ben kialakult
vaszkularis gyulladasos folyamatokat, szemben a komplikacio nélkiili BMS és DES
csoportokkal. Az E-selectin és VCAM-1 expressziokat szabalyoz6 miR-181b szintje
szignifikansan kisebb volt ISR-ben a BMS és DES csoportokhoz képest. A miR-424
egy masik endothelsejt aktivacidos marker a vVWF expresszidjat szabalyozhatja [138]. Az
Open Array analizissel kapott eredmények alapjan a teljes betegcsoportban a miR-424
szintje is jelentds mértékben lecsokkent a komplikacié nélkiili csoportokhoz képest.
ISR-ben a miR-126 és miR-34 expressziok szintén csokkentek a DES-hez képest. A
vaszkularis gyulladasos folyamatokban betoltott funkcidjukat mar masok azonositottdk

[119, 139], ezért mint , kontroll miRNS-ek” szolgaltak a méréseink soran. Vaszkularis
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endothelsejtekeben a miR-223 gatolta a szoveti faktor expressziojat [183], ugyanakkor a

miR-223 csokkent szintjét ISR-ben nem tudtuk megerdsiteni a teljes kohorszban.
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35. abra. A BMS és a DES implanticié eltéré hatasanak kévetkezményei és a vizsgalt molekularis
mechanizmusa. A BMS vaszkuléris gyulladast idézhet elé a beavatkozas teriiletén, ami fokozott
thrombocyta, fehérvérsejt és endothelsejt aktivacioval jarhat. Ezzel szemben a DES gyo6gyszert bocsat ki
az érintett érszakaszban, pl. everolimust, ami képes az endothelsejtek aktivacios folyamatait tobb ponton
is befolyasolni. Hatdsara csokken a p65 magtranszlokacio, vagyis az NF-xB utvonal aktivacioja, né a
miR-181b szintje, ezaltal csokken a SELE és VCAMI mRNS expresszi6. Mindez kevesebb fehérje
termelddéséhez, kisebb felszini expresszidhoz vezet csokkentve a cellularis interakcidk kialakuldsanak a
valoszintiségét. Roviditések: BMS: bare metal stent, DES: drug eluting stent, EC: endothelsejt, mRNS:
messenger RNS, TNF-a: tumor necrosis factor-a, RISC: RNA-induced silencing complex.

Végiil két miRNS (miR-181b és miR-424) expressziojat korrelaltattuk a plazma
mintakban mért endothelsejt aktivacidés markerek szintjével. Erés korrelaciot talaltunk a
csokkent miR-181b és az emelkedett E-selectin és VCAM-1 plazmaszintek, valamint a
miR-424 ¢s a vWF-Ag koncentraciok kozott. Ezekbdl arra kdvetkeztethetiink, hogy a
csokkent miRNS expressziok egy komplex szabalyozasi folyamat részeként

hozzajarulhatnak a fokozott endothelsejt aktivaciohoz ISR-ben (35. abra).

A koronariabetegség kezelésére hasznalt sztentbeiiltetés vaszkularis komplikaciok
kialakuldsat okozhatjak, ami hatékony ,,lokalis” gyogyszerszint fenntartasaval jelentOs
mértékben kivédhetok a masik modelliink eredményei alapjan, pl. mTOR-inhibitorok
segitségével. Ugyanakkor a DES-rdl elualodo eltérd hatasmechanizmussal biré mas
gyogyszerek (pl. paclitaxel) endothelsejt funkcidt befolyasold hatdsanak feltérképezése

tovabbi méréseket kivan.
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7. Osszefoglalas

A miRNS-ek jelentOs szerepet jatszanak szamos betegség patomechanizmusaban
a gének expresszidjanak szabalyozasan keresztiil. A vérlemezkék és az endothelsejtek
abnormalis metabolikus és gyulladasos kornyezetben aktivalédhatnak, ami trombotikus
¢és vaszkularis szovoddmények kialakuldsdhoz vezethet. A kisérletes munkank célja
vérlemezke és endothelsejt eredetli miRNS-ek analizise volt fokozott sejtaktivacioval

jaré metabolikus és kardiovaszkularis betegségben.

Csokkent Dicer és pre-miRNS szintek miatt alacsonyabb vérlemezke és keringd
miR-223, miR-26b ¢és miR-140 expressziokat detektaltunk DM2-ben az obez
egyénekhez és az egészséges kontrollokhoz képest. A hyperglycaemia hatdsara a MEG-
01 ¢és az érett K562 MK sejtek miRNS tartalma is jelentésen csokkent in vitro. Az
alacsony miR-26b és miR-140 emelkedett P-selectin (SELP) mRNS ¢és fehérje szinteket
eredményezett, mig a csokkent miR-223 a magasabb P2RY12 mRNS expresszidval
mutatott Osszefliggést mind a vérlemezkékben, mind a MK sejtekben. A miR-26b, miR-
140 és SELP mRNS kozotti kapcsolatot miRNS mimic-ek és inhibitor-ok segitségével
igazolni tudtuk MEG-01 sejtekben.

A koronaria fémsztentek és a gyogyszert eludlé korondria sztentek -eltérd
mértékben befolyésoltdk a thrombocyta és endothelsejt aktivaciot. Az emelkedettebb
szolubilis P-selectin, VCAM-1 és vWF plazma szinteket okoz6 BMS haszndlata mellett
28 betegbdl 6 esetben korai ISR alakult ki szemben a DES csoporttal. Emellett az ISR
joval magasabb szolubilis E-selectin ¢s VCAM-1 koncentraciok jelenlétében

kovetkezett be, jelezve a nagyobb mértékli endothelsejt aktivaciot.

Az everolimus az NF-«B utvonal p65 magtranszlokéacio gatlasan és az enhancer
RNS-ek represszalasan keresztiil csokkentette a TNF-a indukalta SELE és VCAMI1
mRNS ¢és fehérje expressziokat. Az E-selectin és VCAM-1 szintek posttranscriptios
szabalyozasaban a miR-181b fontos szerepet jatszik. Az ex vivo plazma mintakban a
csokkent miR-181b és miR-424 szoros korrelaciot mutatott az ISR-ben emelkedett

szolubilis E-selectin, VCAM-1 és vWF koncentraciokkal.

A kiilonbozé betegségekben kialakuld szovédmények hatterében szamos koros
molekularis folyamat allhat, amelyek feltérképzése eldsegitheti ezen komplikaciok jobb

kezelhetOségét és konnyebb megel6zését.

91



7. Summary

MicroRNAs have been described as novel posttranscriptional fine regulators of
gene expression in the pathomechanism of various diseases. Platelets and endothelial
cells can become activated under abnormal metabolic or inflammatory conditions
increasing the risk of thrombotic and vascular complications. In this thesis, our aim was
to investigate platelet and endothelial cell miRNAs in metabolic and cardiovascular

disorders associated with enhanced cell activation.

Due to decreased levels of Dicer and pre-miRNAs, we detected lower platelet and
circulating miR-223, miR-26b és miR-140 expression in DM2 in contrast to obese and
normal controls. In response to hyperglycemia, the miRNA levels were decreased in
both MEG-01 and matured K562 MK cells among in vitro conditions. Lowered miR-
26b and miR-140 levels were related to elevated P-selectin (SELP) mRNA and protein
levels, while decreased miR-223 was associated with higher P2RY 12 mRNA expression
in platelets and megakaryocytes. The direct link between miR-26b, miR-140 and SELP
mRNA was proved by using miRNA mimic and inhibitor in MEG-01 cells.

Coronary bare metal stent (BMS) and drug eluting stent (DES) induced platelet
and endothelial cell activation at different extent. By the application of BMS causing
higher soluble P-selectin, VCAM-1 and vWF plasma levels, there were 6 cases who
suffered from early is-stent restenosis (ISR) out of 28 patients vs. DES cohort. In
addition, ISR was associated with higher soluble E-selectin and VCAM-1

concentrations indicating the larger degree of endothelial cell activation.

Everolimus could depress TNF-a induced SELE and VCAMI1 mRNA and protein
levels via inhibition of p65 nuclues translocation of NF-kB pathway and expression of
enhancer RNAs. MiR-181b has an important role in the posttranscriptional regulation of
E-selectin and VCAM-1 gene expression. In the ex vivo plasma samples decreased miR-
181b and miR-424 showed a strong correlation with soluble E-selectin, VCAM-1 and
vWF levels elevated in ISR.

In summary, there may be a number of impaired molecular events in the
development of clinical complications of different diseases, which need to be explored

to promote more sufficient treatment and prevention.
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8. Az értekezés uj tudomanyos eredményei, a jelolt sajat megallapitasai

1. DM2-ben alacsonyabb vérlemezke ¢s keringd miR-223, miR-26b ¢s miR-140
expressziok detektalhatok, melyek hatterében a csokkent Dicer funkcid €s alacsonyabb

pre-miRNS szintek allnak.

2. A MEG-01 és a K562 MK sejtek miRNS tartalma is jelentdsen csokkent a

hyperglicaemia hatéséra in vitro koriillmények kozott.

3. A csokkent miR-26b és miR-140 emelkedett P-selectin (SELP) mRNS ¢és fehérje
szintet eredményezett, mig az alacsonyabb miR-223 magasabb P2RY12 mRNS

expresszioval mutatott 6sszefliggést a vérlemezkékben és a MK sejtekben.

4. A miR-26b, miR-140 és SELP mRNS ko&zotti direkt kapcsolatot miRNS mimic és
inhibitor hasznalataval igazoltuk MEG-01 sejtekben.

5. A koronaria fémsztentek (BMS) ¢és a gyogyszert eluald sztentek (DES) eltérd

mértékben befolyasoljak a thrombocyta és endothelsejt aktivacié mértékét.

6. A BMS hasznalata mellett gyakrabban kialakult korai in-stent restenosis (ISR)
magasabb szolubilis E-selectin, VCAM-1 és vWF plazma koncentraciok jelenlétében

kovetkezett be, jelezvén a nagyobb mértékii endothelsejt aktivaciot.

7. Az everolimus az NF-kB tutvonal p65 magtranszlokacio gatlasan és az enhancer
RNS-ek represszalasan keresztiil csokkentette a TNF-a indukalta SELE és VCAMI1
mRNS ¢és fehérje expressziokat, ezaltal az endothelsejt aktivacido mértékét HCAEC
sejtekben.

8. Az E-selectin és VCAM-1 szintek posttranscriptiés szabalyozasaban a miR-181b
fontos szerepet jatszik. A pre- és pri-miR-181b valtozasok alapjan az érett miR-181b
mennyiségét a TNF-a és az everolimus a transcriptios szinten is szabalyozhatja a

HCAEC sejtekben.

9. A koronaria sztentelt betegek ex vivo plazma mintaiban a csokkent miR-181b és miR-
424 szoros korrelaciot mutatott az ISR-ben megemelkedett szolubilis E-selectin,

VCAM-1 és von Willebrand faktor szintekkel.
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